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CUVANT INAINTE

Alimentatia are ca principala functie asigurarea nevoilor metabolice ale organismului, dar este
responsabild si pentru asigurarea stdrii de bine si a celei de satisfactie senzoriald a
consumatorului. In plus, alimentele trebuie si contribuie si la asigurarea si protectia sanatitii si
de aceea se promoveazd un concept in plina dezvoltare si efervescenta, cel al alimentelor
functionale (Costin 1999). Dezvoltarea fara precedent a alimentelor functionale reprezinta un
raspuns la tendinfele globale de consum si la volumul mare de date de cercetare stiintifica care
demonstreaza implicarea anumitor ingrediente in mentinerea sanatatii.

0 introspectiva In megatendintele globale ale consumatorilor (www.prnewswire.com) a rezultat
in observatia ca pe primele locuri in ceea ce priveste preocuparile si interesele populatiei se
situeaza:

» Pelocul 1: Sanatatea si starea de bine, tradusa prin ,vreau sa ma simt bine in corpul meu”.

» Pelocul 2: Produsele naturale, indicand o tendinta de Intoarcere la origini si la produsele
de baza.

» Pelocul 3: Convenabilitatea, tradusa prin acces fara efort la produsele dorite.

» Pe locul 4: Schimbarea, In acest sens asteptarile consumatorilor indreptandu-se spre
produse sanatoase pentru ei si planets, ,doresc sa ma simt bine cu alegerile facute”.

Un studiu intitulat Functional Foods/Foods for Health Consumer Trending Survey (IFIC) realizat
in anul 2009 demonstreaza ca marea majoritate a consumatorilor considera ca cel mai mare
impact asupra sanatatii il au alimentatia si nutritia (Figura 1), pe locul al doilea situdndu-se
exercitiile fizice, iar pe locul trei istoricul de sanatate al familiei (mostenirea genetica a individului).
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A/ ¥ Crestere/descrestere semnificativa din 2007

Figura 1.1. Impactul principalilor factori cu rol in men{inerea si imbunatatirea sanatatii

Avand in vedere ca alimentatia si nutritia ocupa primul loc in opinia consumatorilor in ceea ce
priveste impactul asupra sanatatii, s-au studiat tendintele pietei globale legate de ingredientele
comerciale, cu impact asupra sanatatii. Cele 10 tendinte cheie pe piata ingredientelor cu



beneficii asupra sanatatii, conform unui studiu de piata realizat si publicat in Revista ,New
Nutrition Business’, in August 2011, suntin ordine:

1. Sanatatea digestiva - prezinta cea mai mare oportunitate pentru crestere
2. Energia - apar oportunitdti pentru noi aplicatii

3. Sa se simta beneficiul - este cel mai puternic mesaj de marketing

4. Fructele - reprezinta viitorul in alimentatie si sanatate

5. Controlul greutatii

6. Sanatosi In mod natural si ultra-convenabil

7. Ambalarea inovativa si produsele premium

8. Antioxidantii — populari dar cu viitor incert

9. Regulatori ai imunitatii

10. Oase si mobilitate

Plecand de la aceste considerente, putem concluziona faptul ca produsele functionale, in special
cele cu efecte asupra sanatatii gastro-intestinale si a imunitatii, prezinta un potential imens si se
gasesc in topul subiectelor de studiat si de dezvoltat la nivel global.

Ingredientele functionale cu efecte asupra sanatatii gastro-intestinale si a imunitatii sunt
reprezentate intr-o proportie de peste 90% de catre bacteriile probiotice si de produsele
prebiotice.

Dintre produsele functionale existente pe piata, cea mai importanta categorie este reprezentata
de produsele lactate fermentate, care sunt si cel mai bun vector pentru bacteriile probiotice si
pentru ingredientele prebiotice.

Alimentele probiotice sunt produse alimentare ce confin microorganisme probiotice intr-o
proportie suficientd pentru a produce efecte probiotice daci aceste produse sunt ingerate. In
acest context, supravietuirea bacteriilor probiotice in matricea alimentara este esentiala.

[aurturile obtinute prin fermentare cu bacterii probiotice au fost studiate incepand cu mult timp
in urma si exista documentatie extinsa referitoare la aceasta aplicatie. Dar sunt foarte putine
studii care s-au facut vis-a-vis de utilizarea probioticelor in alte aplicatii din industria laptelui
sau din industria alimentara.

Teza de doctorat ,Cercetiri privind supraviefuirea in conditii de simbiozd a unor tulpini de
bacterii probiotice in produsele lactate fermentate” contribuie la dezvoltarea cunoasterii in
domeniu prin obtinerea unui produs lactat probiotic nou si optimizarea procesului
biotehnologic aferent, astfel incit sa se obtind un produs finit cu o viabilitate ridicata a
bacteriilor probiotice pe durata de valabilitate a produsului probiotic. Deoarece in Romania
productia de lactate fermentate este dominata de produsele lactate “mezofile” precum sana,
chefir, lapte batut, si avand in vedere dorinta consumatorilor de diversificare a aplicatiilor
probiotice si pe alte produse in afara de iaurt, studiile au vizat dezvoltarea unui sortiment
probiotic nou derivat de la produsul foarte popular Sana. Noutatea consta si in faptul ca exista
foarte putine studii internationale referitoare la comportamentul si viabilitatea bacteriilor
probiotice, uzual folosite in combinatii cu bacterii lactice termofile, in amestec cu un ,cocktail”
de bacterii mezofile precum: Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis.



Activitdtile de cercetare din cadrul tezei au fost realizate cu ajutorul infrastructurii si a
resurselor intelectuale din cadrul urmatoarelor institutii:

» Centrul Integrat de Cercetare, expertiza si transfer tehnologic (BioAliment-TehnlIA)
(www.bioaliment.ugal.ro), din cadrul Facultatii de Stiinta si Ingineria Alimentelor,
Universitatea Dunarea de Jos din Galati.

» Statia de Cercetare si Tehnologie Aplicatd a companiei Chr. Hansen A/S, Danemarca .
» Fabrica de produse lactate SC Almera International SRL, Bacau.

Realizarea tezei de doctorat aduce un plus important de valoare In extinderea competentelor
profesional stiintifice ale autoarei, drd. ing. Daniela Paraschiv, In prezent director general la Chr.
Hansen Romania, cu importanta deosebita pentru promovarea utilizarii adecvate a aditivilor si
ingredientelor alimentare in obtinerea de alimente sandtoase cu impact asupra cresterii calitatii
vietii.

STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat este compusa din 266 pagini si este structurata in doud parti, respectiv: L
STUDIU DOCUMENTAR care este compus din 4 capitole si II. PARTEA EXPERIMENTALA
structurata in 3 capitole.

I. STUDIU DOCUMENTAR intitulat ,Implicatiile produselor lactate fermentate probiotice in
cresterea calitatii vietii” prezinta stadiul actual al cunoasterii si al cercetarilor in domeniul
produselor lactate probiotice si prebiotice. Cele patru capitole ce compun aceasta parte a tezei
sunt:

Capitolul 1, intitulat Produse lactate fermentate probiotice descrie culturile starter probiotice
disponibile comercial, particularitatile lor tehnologice si implicatiile asupra sanatatii.

Capitolul 2, intitulat Culturi starter de bacterii lactice utilizate pentru fabricarea produselor
lactate fermentate se bazeaza pe date din literatura de specialitate si prezinta taxonomia,
nomenclatura si proprietatile morfo-fiziologice si biochimice ale bacteriilor utilizate la
fabricarea produselor lactate fermentate. In acest capitol sunt, de asemenea, prezentate
metabolismul glucidelor, activitatea proteoliticaA si lipolitica si mecanismul producerii
substantelor de aroma specifice bacteriilor lactice.

Capitolul 3, intitulat Bacterii probiotice si prebiotice utilizate la fabricarea produselor lactate
fermentate descrie culturile starter comerciale de bacterii probiotice, cu caracteristicile lor
biotehnologice, proprietdtile functionale particulare si aspecte legislative de actualitate. Sunt
incluse date din literatura de specialitate referitoare la produsele prebiotice, influenta lor asupra
dezvoltarii bacteriilor probiotice si beneficiile pentru sanatate specifice si, de asemenea, este
descrisa hrisca si potentialul ei nutritiv si prebiotic.


http://www.bioaliment.ugal.ro/

Capitolul 4, intitulat Particularitati biotehnologice la obtinerea produselor lactate fermentate cu
culturi starter mezofile prezinta procesul tehnologic de fabricare a produsului Sana, culturile starter
utilizate si posibilitatile de diversificare tehnologica si imbunatatire a valorii nutritive si
functionale a acestui produs.

II. PARTEA EXPERIMENTALA prezinti rezultatele investigatiilor realizate pe parcursul cercetirii
aferente studiului doctoral. Aceasta parte cuprinde trei capitole dupa cum urmeaza:

Capitolul 5, intitulat Selectia tulpinilor de bacterii lactice probiotice pe baza adaptabilitatii si a
stabilitatii in culturi multiple cu culturi starter mezofile de tip LD, in produse lactate fermentate
mezofile de tip Sana prezinta studii In care a fost evaluat comportamentul fiziologic al
probioticelor LA-5®, L. casei 431® si BB-12®, in culturi multiple cu Flora Danica, cultura
mezofila aromatizanta de tip LD, utilizate pentru obtinerea produsului fermentat de tip Sana.
Pentru tulpinile probiotice amintite mai sus s-au studiat capacitatea de multiplicare si
stabilitatea (viabilitatea) in timpul conservarii, pe perioada termenului de valabilitate.

Capitolul 6, Optimizarea conditiilor biotehnologice de obtinere a produselor lactate probiotice de
tip Sana utilizind culturi starter multiple prezinta date cu valoare de cercetare fundamentala si
aplicativa care au vizat identificarea factorilor biotehnologici esentiali care influen{eaza
comportamentul biotehnologic si viabilitatea tulpinilor probiotice Lactobacillus acidophilus La-
5® si Lactobacillus paracasei subsp. paracasei L.casei-431®, in conditiile fermentative specifice
obtinerii produselor lactate fermentate de tip Sana, cu adaos de faina de hrisca cu rol prebiotic,
cu culturi multiple cu cultura mezofila Flora Danica, si optimizarea conditiilor biotehnologice,
avand ca tinta principalda mentinerea viabilitatii bacteriilor probiotice pana fn momentul
consumului, precum si 7n vivo.

Capitolul 7, intitulat Experimente la nivel industrial de obtinere de noi produse lactate
fermentate cu bacterii probiotice in conditii favorabile bacteriilor mezofile, prezinta
caracteristicile tehnologice, nutritive, functionale si senzoriale ale produselor lactate fermentate
noi formulate de tip Sana, utilizand tulpini probiotice in culturi multiple si adaos de prebiotic
faind de hrisca, produse ce au fost obtinute industrial la S.C. Almera International S.R.L. Bacau.
S-a testat gradul de multiplicare, stabilitatea si viabilitatea tulpinilor probiotice, in vitro (in
timpul depozitarii in conditii de refrigerare). Pentru identificarea compusilor bioactivi ce dau
functionalitate produselor lactate fermentate fabricate s-au utilizat gaz cromatografia cuplata cu
spectrometria de masa (GC-MS) si spectrometria de absorbtie in infrarosu (FTIR).

De asemenea, s-a urmarit stabilitatea biochimica si microbiologica a noilor produse pe durata
termenului de valabilitate, depozitate fiind in conditii de piatd la 4°C, utilizAindu-se metode
moderne de analiza instrumentala si senzoriala.

Capitolul 8, intitulat Concluzii finale sintetizeaza concluziile generale rezultate In urma studiilor
realizate.

Capitolul 9, intitulat Contributii la dezvoltarea cunoasterii in domeniu si perspective prezinta
contributiile tezei de doctorat la dezvoltarea cunoasterii in domeniu si perspectivele continuarii
studiului.



Capitolul 10, intitulat Diseminarea rezultatelor cercetarilor prezinta modalitatile de diseminare
ale rezultatelor obtinute de-a lungul cercetdrilor prin publicare in reviste cotate ISI si reviste
indexate in baze de date internationale si prezentari in cadrul unor seminarii internationale.

OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE CERCETARII

Studiile realizate pe parcursul stagiului doctoral au vizat urmatoarele obiective stiintifice:

v' Selectia unor tulpini de bacterii probiotice, dintre culturile starter comercializate de
compania Chr. Hansen (La-5®, BB-12®, L.casei-431®), capabile sa aiba cel mai mare grad
de viabilitate, in timpul fermentarii si al depozitarii In conditii de refrigerare, in produsele
de tip Sana fermentate cu culturi multiple continand tulpini probiotice si culturi mezofile de
tip LD.

v' Optimizarea conditiilor biotehnologice de obtinere a produsului Sana cu tulpini probiotice
si adaos de prebiotice (faina de hrisca) si validarea parametrilor optimi de proces.

v" Obtinerea produsului la nivel industrial si caracterizarea fizico-chimica si microbiologica a
produselor lactate fermentate noi formulate de tip Sana, obtinute cu culturi multiple, cu
tulpini de bacterii lactice probiotice si faina de hrisca.

DESCRIEREA EXPERIMENTELOR

5. Selectia tulpinilor de bacterii lactice probiotice pe baza adaptabilitatii si a stabilitatii in
culturi multiple cu culturi starter mezofile de tip LD, in produse lactate fermentate
mezofile de tip Sana

Scopul acestui studiu a fost evaluarea comportamentului fiziologic al tulpinilor probiotice
comercializate de compania Chr. Hansen, LA-5®. L. casei 431® si BB-12®, in culturi mixte cu Flora
Danica, o cultura mezofila aromatizanta de tip LD, utilizatd pentru obtinerea produsului
fermentat de tip Sana.

5.2. Materiale si metode de investigare
5.2.1. Materiale

Culturi starter

1) Culturi starter probiotice:

— Lactobacillus acidophilus (LA-5®) (1011 ufc/g)
— Lactobacillus caseisubsp. paracasei (L. casei 431®) (0,5x1011 ufc/g)
— Bifidobacterium bifidus (BB-12®) (101! ufc/g)

2) Cultura mezofila de bacterii lactice Flora Danica, continand tulpinile:
— Lactococcus lactis subsp. cremoris



— Lactococcus lactis subsp. lactis
— Lactococcus lactis subsp. diacetylactis
— Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris

In studiile realizate, pentru culturile starter s-au utilizat urmatoarele coduri:

- FD - cultura Flora Danica
- LA - cultura LA-5®@

- LC- cultura L. casei 431®
- BB - cultura BB-12®

Medii de culturd
- MRS agar
Reactivi
- Apa peptonata -solutie 0,1% peptona in apa distilatd; Antibiotice: clindamicina (Sigma),
ciprofloxacina (Bayer), clorhidrat de L-cisteind, mupirocina; Etanol 90%; Anaerocult ®
(Merck)
Echipamente
- pH-metru Portamess 911®, Elvetia; placi Petri, eprubete; Vortex V1 PLUS; Anaerostat

5.2.2. Metode de investigare

Pregitirea probelor

Culturile liofilizate au fost reactivate in lapte UHT cu 3,5% grasime (Prodlacta Brasov, Romania)
cu termostatare timp de 15 minute, la temperatura de 30°C, in conditii aerobe. Numarul de
celule din inocul a fost de 9 log ufc/mL, pentru toate tipurile de culturi, combinate in proportii
egale. Inoculul a fost obtinut prin combinarea culturii mezofile Flora Danica cu culturi de bacterii
probiotice in culturi mixte, dupa cum urmeaza: LA+FD, LC+FD si BB+FD, LA+FD+LC,
LC+FD+BB, LA+FD+BB si LA+FD+LC+BB. Dupa inoculare, probele au fost termostatate la
temperatura de 37°C, pana la pH de 4,6. Masurarea pH-ului din fiecare proba a fost efectuata cu
un pH-metru (Portamess 911®, Elvetia), sterilizat periodic cu etanol 90%. Dupa fermentare
probele au fost depozitate la temperatura de 4°C, timp de 21 de zile, aceasta durata
reprezentand termenul standard de valabilitate al produselor lactate. Viabilitatea celulelor a fost
analizata la sfarsitul fermentarii, dupa 7, 14 si 21 zile.

Numadrarea selectivd a bacteriilor probiotice si a bacteriilor lactice mezofile

Pentru numararea selectiva a bacteriilor probiotice, s-a utilizat metoda indirecta culturala de
numadrare, prin cultivarea In medii MRS agar suplimentate cu antibiotice specifice pentru a
asigura selectivitatea.

Pentru numadrarea coloniilor dezvoltate, dupa termostatare, s-au ales placile Petri care au
continut 1intre 15 si 300 de colonii, iar numarul de celule, exprimat in ufc/mlL, s-a calculat
folosind urmatoarea formula:

ufc/mL =Xn/(x1+ 0,1 -x2)-k
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unde: X n- reprezintd suma coloniilor numarate din toate placile Petri ce au continut un numar
mai mic de 300 de colonii.
X1 - reprezinta numarul de placi Petri din prima dilutie din care s-a facut numararea;
X, -reprezinta numarul de placi Petri din a doua dilutie din care s-a facut numararea;
K - coeficient de dilutie corespunzator primei dilutii din care s-a ficut numararea

5.3. Rezultate si discutii

5.3.1. Multiplicarea tulpinilor probiotice in culturi multiple in combinatie cu cultura mezofila Flora
Danica

Fermentatia produselor lactate se opreste atunci cind pH-ul atinge valoarea de 4,6.
Monitorizarea pH-ului s-a efectuat din ora in ora, timp de 4 ore, pe toata durata procesului
fermentativ.

Viabilitatea tulpinilor probiotice a fost determinata initial, dupa inoculare si la sfarsitul
fermentatiei, dupa 4 ore de termostatare la 37°C.

In cazul probelor in care tulpina probiotici LA-5®a fost monitorizati, evolutia pH-ului in timpul
fermentatiei a fost variabila. Scaderea mai rapida a pH-ului in timpul fermentarii a fost
inregistratd in probele in care combinatiile de culturi starter au fost LA-5® 4+ Flora Danica
(LA+FD) si LA-5® in combinatie cu L. casei 431® si Flora Danica (LA+FD+LC) (figura 5.4.). Cea
mai lenta scadere a pH-ului a fost inregistrata in probele cu cultura probiotica BB-12®, in culturi
multiple, in combinatiile La+FD+LC+BB si LA+FD+BB.

6.5

s A1

—+ LA+FD
551 & .
B X X —a— LA+FD4LC
. I LA+FD+BB
g 4 T — LA+FD+BB+LC
I
B g 1
45 - : i 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Timp, ore
Figura 5.4. Evolutia pH-ului in produsele lactate, in timpul fermentarii cu combinatii de tulpini probiotice;

monitorizarea culturii LA-5® (FD - Flora Danica, LA - LA-5®, LC - L. casei431®, BB - BB-12®)

in probele in care cultura L. casei431® a fost monitorizata, reducerea pH-ului la valoarea de 4,6
a fost obtinuta in 4 ore, In cazul utilizarii combinatiilor de culturi LC+FD, LC+FD+LA si
LC+FD+BB+LA (figura 5.5.).
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Figura 5.5. Evolutia pH-ului in produsele lactate, In timpul fermentarii cu combinatii de tulpinii probiotice;
monitorizarea culturii L. casei431® (FD - Flora Danica, LA - LA-5®, LC - L. casei431®, BB - BB-12®)

Evaluarea comportamentului culturii BB-12® ca probiotic starter, a demonstrat ca valoarea pH-
ului de 4,6 a fost atinsa in 4 ore de fermentare in combinatiile de culturi BB+FD+LA si
BB+FD+LC (figura 5.6.). Cea mai scazutd reducere a pH-ului a fost Inregistrata pentru
combinatia BB-12® si Flora Danica (BB+FD).

6.5

—+—BB+FD+LA
—s—BB+FD+LC+LA
——BB+FD+LC
——BB+FD

Timp, ore

Figura 5.6. Evolutia pH-ului In produsele lactate, in timpul fermentdrii cu combinatii de tulpinii
probiotice; monitorizarea culturii BB-12® (FD - Flora Danica, LA - LA-5®, LC - L. casei431®, BB - BB-129)

Cresterea bacteriilor este corelata cu evolutia pH-ului, multe tulpini probiotice fiind influentate
negativ de scaderea pH-ului sub valoarea de 5,0.

Viabilitatea culturilor probiotice la sfarsitul perioadei de fermentare, comparativ cu inoculul , a
variat pentru toate tulpinile testate in functie de culturile de probiotice si de combinatiile
utilizate. Vitezele de multiplicare a bacteriilor probiotice in culturile starter multiple sunt
prezentate in figurile 5.7. + 5.9.

Culturile LA-5® si L. casei 431® au inregistrat cea mai mare viteza de multiplicare, respectiv
peste 1 log ufc/mL, comparativ cu inoculul, dupa 4 ore de fermentare in combinatia LA+LC+FD
(figurile 5.7.5i 5.8.).
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Cea mai bunda combinatie in care concentratia de celule a culturii BB-12® a fost ridicata la
sfarsitul perioadei de fermentare, comparativ cu inoculul, a fost BB+FD (figura 5.9.).

10,2 4
10 4
9,8
4 96 1 EInocul
£
S 94
5 g5 HProdus
o fermentat
L 94
8,8
8,6
84 -
A9 LN
96 04‘ O
I} w*l’ lf‘
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Figura 5.7. Viabilitatea culturii LA-5® (LA)la sfarsitul perioadei de fermentare comparativ cu inoculul,
prin utilizarea culturilor starter multiple (FD - Flora Danica, LA - LA-5®, LC - L. casei431®, BB - BB-129)

9,6 - Hinocul
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log ufc/mL
[(s]
B

Figura 5.8. Viabilitatea culturii L. casei 431® (LC) la sfarsitul perioadei de fermentare comparativ cu

inoculul, prin utilizarea culturilor starter multiple (FD - Flora Danica, LA - LA-5®, LC - L. casei 431®, BB -
BB-12®)
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Figura 5.9. Viabilitatea culturii BB-12® (BB) la sfarsitul perioadei de fermentare comparativ inoculul, prin
utilizarea culturilor starter multiple (FD - Flora Danica, LA - LA-5®, LC - L. casei431®, BB - BB-12®)
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Cele mai bune viteze de multiplicare In culturi multiple, atat pentru LA-5® cit si pentru L. casei -
431®au fost inregistrate in combinatia de culturi LA4+LC+FD. Aceasta combinatie pare a fi cea
mai convenabila pentru a fi utilizata in obtinerea de produse fermentate cu culturi probiotice,

avand in vedere timpul de fermentare, corelat cu reducerea pH-ului si concentratia de celule la
sfarsitul fermentarii.

5.3.2. Mentinerea viabilitatii bacteriilor probiotice in produse lactate mezofile, fermentate cu
culturi multiple, in timpul conservarii

Monitorizarea viabilitatii celor trei tulpini de probiotice, LA-5®, L. casei 431® si BB-12®, utilizate
in mai multe combinatii de culturi mixte cu cultura mezofila Flora Danica, timp de 3 saptamani,
prin depozitarea produselor fermentate in conditii de refrigerare (4°C), a indicat diferente in
capacitatea de supravietuire a tulpinilor de probiotice testate in acest studiu.

Cultura probiotica LA-5® si-a mentinut constantad viabilitatea pe durata a trei saptamani de
conservare prin refrigerare la temperatura de 4°C. Cea mai pregnantd scddere a viabilitatii, cu
aproximativ 3 log ufc/mL, s-a Inregistrat in combinatia de culturi LA+LC+FD (figura 5.10.).
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Figura 5.10. Viabilitatea culturii probiotice LA-5® (LA) in produsele fermentate, pe perioada conservarii
in conditii de refrigerare, timp de 21 de zile (FD - Flora Danica, LA - LA-5®, LC - L. casei431®, BB - BB-12®)

Cea mai buna combinatie de culturi pentru a asigura stabilitatea culturii starter L. casei431® in
timpul depozitarii la 4°C, dupa cum se observa din figura 5.11., se obtine atunci cand aceasta
cultura probiotica s-a utilizat In combinatiile LC+FD si, respectiv, LC+BB+FD (figura 5.11.).
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Figura 5.11. Viabilitatea culturii probiotice L. casei 431® (LC) In produsele fermentate, pe perioada

conservarii In conditii de refrigerare, timp de 21 de zile (FD - Flora Danica, LA - LA-5®, LC - L. casei 4319,
BB - BB-129)
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In prezenta culturii LA-5® este afectatd negativ supravietuirea L. casei 431® pe perioada
conservarii produsului fermentat. Astfel, in combinatia de culturi LC4+LA+FD, pornind de la un
numadr initial de celule viabile de 10 log ufc/mlL, viabilitatea culturii L. casei431® a scazut cu 2
log ufc/mL dupa 14 de zile de depozitare, si respectiv cu 1 log ufc/mL, dupa inca 7 zile de
depozitare. In combinatia LC+LA+BB+FD, viabilitatea L. casei 431® a scizut dupi 14 zile de la
4,1 109 ufc/mL la 5,8 108 ufc/mL. Dupa 21 de zile de depozitare, a fost inregistrata o tendinta
redusa de crestere comparativ cu 14 zile, respectiv de la 5,8 108 ufc/mLla 7,3 108 ufc/mL.

Evolutia viabilitatii culturii BB-12® {n culturd mixta BB+LC+LA+FD, a inregistrat dupa 14 de
zile si respectiv 21 zile de conservare in conditii de refrigerare, o reducere a numarului de celule
viabile la putin peste nivelul de 106 ufc/mL (figura 5.12.). In toate celelalte combinatii:
BB+LA+FD; BB+LA+FD; BB+FD, tulpina BB-12® a prezentat o scadere drastica a viabilitatii
dupa 14 zile de pastrare, de la 108 ufc/mL la mai putin de 106 ufc/mlL, valoarea de 106 ufc/mL
fiind nivelul minim de viabilitate recomandat pentru tulpinile probiotice in alimentele
probiotice.
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Figura 5.12. Viabilitatea in produsele fermentate aculturii probiotice BB-12® (Bb), pe perioada
conservarii In conditii de refrigerare, timp de 21 de zile (FD - Flora Danica, LA - LA-5®, LC - L. casei 4319,
BB - BB-129)

In literatura de specialitate, existi doar cateva studii care descriu comportamentul tulpinilor
probiotice In combinatie cu bacterii lactice mezofile. Rezultatele studiului de fata confirma faptul
ca tulpinile de bacterii probiotice LA-5®, L. casei 431® si BB-12® pot fi utilizate la fabricarea
produselor lactate, altele decat iaurturi, ca de exemplu in lapte acru, sana sau chefir, in
combinatii cu culturi mezofile, acestea mentinandu-si proprietatile probiotice pe toata durata
termenului de valabilitate.

5.4. Concluzii partiale

= Culturile probiotice LA-5®, L. casei 431® si BB-12® au fost testate din punct de vedere al
comportamentului biotehnologic si a viabilitatii in mai multe combinatii de culturi starter
LA+LC+BB+FD; LA+BB+FD; LC+BB+FD; LA+LC+FD; LA+FD; LC+FD; BB+FD, in vederea
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obtinerii de produse lactate tip Sana probiotice. Culturile testate au prezentat un
comportament diferit in timpul procesului fermentativ si pe perioada conservarii.

= Multiplicarea tulpinilor probiotice testate in culturi multiple cu cultura mezofila Flora Danica
variaza In functie de tulpina si de combinatiile utilizate, cea mai buna combinatie in care s-a
inregistrat un comportament adecvat al tulpinilor probiotice fiind LA+LC+FD.

= In ceea ce priveste viabilitatea tulpinilor probiotice in timpul celor 21 de zile de pistrare la
temperatura de 4°C, cel mai mare grad de supravietuire, respectiv de 8 log ufc/mL si de 9 log
ufc/mL au prezentat culturile L. casei 431® In combinatia LC+BB+FD si LA-5® in combinatia
LA+LC+FD.

= Combinatiile de tulpini probiotice LA-5® si L. casei 431® cu cultura mezofild Flora Danica au
fost identificate drept combinatii optime recomandate in cercetari ulterioare in vederea
obtinerii de produse lactate functionale de tip Sana.

6. Optimizarea conditiilor biotehnologice de obtinere a produselor lactate probiotice
de tip Sana utilizand culturi starter multiple

Unul dintre obiectivele acestei cercetari a fost de a identifica factorii esentiali care
influenteaza comportamentul biotehnologic si viabilitatea culturilor probiotice LA-5® si L.
casei-431® in culturi multiple cu Flora Danica, in conditiile tehnologice specifice de
obtinere a produselor lactate fermentate de tip Sana.

Un al doilea obiectiv al studiilor realizate in aceastd etapa a fost optimizarea conditiilor
biotehnologice de obtinere a produsului probiotic Sana, utilizdnd culturi probiotice si folosind
faina de hrisca cu rol prebiotic. Optimizarea s-a realizat folosind metode de analiza statistica si
modelare matematica.

6.2. Materiale si metode de investigare si analiza statistica
6.2.1. Materiale
Culturi de bacterii lactice

— Lactobacillus acidophilus LA-5® (1011 ufc/g) si Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
L. casei-431® (0,5-1011 ufc/g), culturi de bacterii probiotice de la Chr. Hansen
Danemarca, in forma liofilizata.

— Flora Danica, cultura mezofila aromatizanta ce contine speciile: Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris si
Lactococcus lactis subsp. diacetylactis de 1a Chr. Hansen Danemarca, in forma liofilizata.

Prebiotice

Caingrediente prebiotice s-au utilizat faina de hrisca si inulina.
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Faina de hrisca a fost obtinuta din boabe de hrisca provenite din Republica Moldova, sterilizate
in prealabil cu radiatii ultraviolete la lungimea de unda A = 254 nm, timp de 30 minute, prin
macinare in conditii aseptice (Bosch, Germany), timp de 15 minute. Compozitia chimica a fainii
de hrisca este prezentata in tabelul 6.1.

Tabelul 6.1. Compozitia chimicad a fainii de hrisca (%)

Componente %
Api 12,8
Proteine 7,9
Grasime 1,5
il;:;:iz:: extractive 761
Celuloza 0,6

Inulina, produs comercial, a fost obtinuta din cicoare si a fost achizitionata de la compania
Enzime & Derivate, Neamt, Romania. Inainte de utilizare inulina a fost sterilizat in prealabil cu
radiatii ultraviolete, timp de 30 de minute.

Medii fermentative
- MRS agar (Merk)
Reactivi
- Anaerocult® A (Merck); antibiotice: clindamicina (Sigma), ciprofloxacina (Bayer)
Aparatura
- balanta analitica (XS 403 SM, Metter Toledo); vase sterile Erlenmeyer; pH-metru portabil
(Portamess ®911, Switzerland)

6.2.2. Metode de investigare si de prelucrare statistica a datelor experimentale

Pregdtirea inoculului si inocularea probelor

Pentru prepararea inoculului si a produselor fermentate s-a utilizat lapte UHT produs la
Prodlacta Brasov cu urmatoarea compozitie (g/100 mL lapte): grasimi 3,5 g; carbohidrati 4,5 g;
proteine 2,9 g; grasimi saturate 0 g, grasimi polinesaturate 0 g, colesterol 0 mg, sodiu 0 mg, fibre
0 g, zaharuri 0 g.

Pentru a fi omogen, inoculul a fost pregatit separat pentru fiecare cultura starter. Culturile au
fost dozate in conditii aseptice folosind balanfa analitica (XS 403 SM, Metter Toledo), in vase
sterile Erlenmeyer, peste care s-a adaugat un volum cunoscut de lapte. Dupa omogenizare,
inoculul fiecarei culturi a fost termostatat timp de 15 minute, la temperatura de 37°C pentru
reactivare.

Pregdtirea probelor a constat in repartizarea de cantitati diferite de inocul si de prebiotice in
vase sterile Erlenmeyer si apoi adaugarea de lapte pana la 100 mL.

Inoculul de productie s-a obtinut prin combinarea in diferite proportii a culturii mezofile Flora
Danica cu culturile de bacterii probiotice LA-5® si L. casei-431®. Combinatiile utilizate au fost in
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culturd dubla (Flora Danica cu LA-5® si Flora Danica cu L. casei-431®) sau in culturd multipla
(Flora Danica cu LA-5®si L. casei-431®).

Probele obtinute au fost termostatate la temperaturi diferite pana cand pH-ul a atins valoarea
4,6, acesta fiind monitorizat din ora in ora cu ajutorul pH-metrului portabil (Portamess ®911,
Switzerland). Dupa fermentare, probele au fost conservate la temperatura de 4°C, timp de 7 zile.

Viabilitatea celulelor din produsele fermentate a fost determinatd la sfarsitul fermentarii si
dupa 7 zile de pastrare la temperatura de 4°C.

Numdrarea selectivd a bacteriilor probiotice

Numararea celulelor apartinand culturilor probiotice LA-5® si L. casei-431® s-a realizat prin
metoda de numarare indirectd, prin cultivare In conditii selective pe mediul MRS agar (Merk)
(In conformitate cu prevederile standardului [SO 8261 IDF122:2001).

Pentru numarare au fost alese placile Petri cu numar de colonii intre 15 si 300. Rezultatele au
fost raportate ca unitati formatoare de colonii pe mililitru (ufc/mL) produs fermentat. Datele
obtinute in urma cercetarilor reprezinta media a trei experimente diferite realizate in duplicat.

Metode de analizd statisticd si modelare matematicd

In vederea selectiei factorilor semnificativi cu influentd asupra comportamentului biotehnologic
si asupra viabilitatii bacteriilor probiotice in culturi mixte, s-a utilizat tehnica Plackett-Burman
si metoda analizei suprafetei de raspuns, utilizdnd programul de calcul Design-Expert 8®
(Versiunea 8.0.2.0, Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA).

Datele obtinute in urma aplicarii metodei analizei suprafetei de raspuns au fost analizate
prin analiza ANOVA (Analysis of Variance).

6.3. Rezultate si discutii

6.3.1. Identificarea unor factori cu influenta semnificativd asupra functionalitatii si a viabilitatii
bacteriilor probiotice in culturi starter multiple

In tehnologia produselor lactate functionale fermentate, imbunititirea functionalititii
metabolice si a viabilitatii bacteriilor probiotice se poate realiza, In general, prin controlul si
dirijarea principalilor parametri biotehnologici (factori fizico-chimici si biologici).

Realizarea optimizarii prin tehnica Plakett—Burman s-a realizat in doua etape experimental -
statistice.

In prima etapi s-a studiat efectul a sapte factori considerati ci pot influenta comportamentul
biotehnologic si viabilitatea bacteriilor starter in timpul fermentarii si a conservarii produselor
finite, Intr-o serie de 8 experimente, din care s-au selectionat trei factori cu cea mai pregnanta
influenta pozitiva.
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In a doua etapa s-a studiat efectul cantitativ corelat al celor trei factori (variabile independente),
intr-o o serie de douazeci de experimente.

Selectia variabilelor independente si a tipului de influente asupra comportamentului culturilor
starter

Pentru selectia variabilelor independente ce influenteaza comportamentul biotehnologic si
viabilitatea bacteriilor probiotice in produsele lactate fermentate s-au analizat factorii care
intervin in procesul de fabricatie cu efecte directe asupra multiplicarii, viabilitatii si stabilitatii
culturilor de bacterii starter si anume:

— dimensiunea inoculului;

— raportul dintre speciile implicate;

— temperatura de fermentare;

— pH-ul de stopare a procesului de fermentare;

— concentratia de prebiotic, inulina si faina de hrisca.

Limitele de variatie ale parametrilor analizati au fost stabilite prin consultarea literaturii de
specialitate, astfel Incat media dintre limita superioara si cea inferioara de variatie sa fie cat mai
apropiata de conditiile optime (tabelul 6.2).

Alegerea limitelor de variatie ale parametrului temperatura de fermentare intre 30°C si 37°C
este explicatda prin faptul ca in procesul de fermentare au fost utilizate culturi mezofile
combinate cu tulpini probiotice, iar eventualele interactiuni dintre aceste culturi au loc In acest
domeniu de temperatura, optimul lor de activitate situdndu-se in acest interval.

Variatia raportului dintre culturile probiotice LA-5® si L. casei-431® si cultura mezofila Flora
Danica a fost stabilita Intre valorile de 0,5 si 1,5, raportul optim fiind considerat in literatura de
specialitate de 1:1. Cultura mezofila Flora Danica inifiaza fermentatia, produce compusi de
aroma si exopolizaharide, contribuind la definirea caracteristicilor senzoriale ale produselor
fermentate. Literatura de specialitate mentioneaza faptul ca prin activitatea proteolitica, speciile
de bacterii din aceasta cultura elibereaza aminoacizi prin hidroliza laptelui, care vor constitui
surse nutritive si de factori de crestere pentru culturile de bacterii probiotice.

Domeniul de variatie a raportului dintre cele doua culturi probiotice LA-5® s7 L. casei-431® s-a
stabilit intre 0,5 si 1,5, parametrul fiind introdus in studiu pentru a evidentia efectul sinergic sau
de competitie intre specii, in practica recomandandu-se utilizarea unui raport de 1:1.

pH-ul optim de oprire a procesului fermentativ a fost ales la valoarea 4,6 deoarece in timpul
racirii pH-ul mai scade pana la valoarea de 4,5 care reprezintd punctul izoelectric al cazeinei. La
aceasta valoare se considera ca toata lactoza din lapte a fost metabolizata si fermentarea este
finalizata, iar coagulul format are stabilitate maxima.

Concentratia prebioticelor, inulind si hrisca, a fost stabilita tinand cont de recomandarile de
dozaj ale furnizorilor astfel incat acestea sa influenfeze pozitiv multiplicarea si viabilitatea
tulpinilor de probiotice.

19



Tabelul 6.2. Stabilirea limitelor de variatie ale parametrilor selectati pentru proiectarea exprimentelor
prin tehnica Plackett-Burman

Nr.
crt.

Parametri
(Variabile independente)
Dimensiune inocul

Raport cultura probiotica:
cultura Flora Danica

Raport culturi probiotice
LA-5®: L. casei-431®
Temperatura de fermentare

pH-ul de stopare a
procesului fermentativ

Concentratia de inulina

Concentratia de fdina de
hrisca

Unitatea de
masura

log ufc/mL

°C
unitati de pH
% (m/v)

% (m/v)

Limitele variabilelor
Simbol
minima medie maxima
X1 8,0 9,0 10,0
X 0,5 1,0 1,5
X3 0,5 1,0 1,5
X4 30,0 33,5 37,0
Xs 4,2 4,6 5,0
Xe 3,0 4,0 5,0
X7 3,0 5,0 7,0

Cu cei sapte parametri alesi, prin modelul ortogonal statistic experimental Plackett-Burman
pentru sapte variabile, utilizand softul Design-Expert 8® (k=7, N=741; k-numar de variabile, N-

numadr de experimente), s-a generat o matrice pentru 8 experimente.

Raspunsurile analizei statistice au vizat evaluarea gradului de multiplicare al bacteriilor
probiotice cultivate in culturi multiple in timpul procesului fermentativ si a viabilitatii acestora
in timpul conservarii prin refrigerare dupa 7 zile de pastrare la temperatura de 4°C (tabelul 6.5).

Tabelul 6.5. Gradul de multiplicare si mentinerea viabilitatii bacteriilor probiotice, In produse lactate
fermentate tip Sana cu culturi starter multiple

Numar

experiment = Dupa

fermentare

10,16
9,15
8,91
8,69
9,74
9,01
9,81

R N o U1 A WD =

10,38

Numadr probiotice, log ufc/mL

La-5®

Dupa pastrare timp

de 7 zile la

temperatura de 4°C

9,33
9,06
7,65
7,74
9,10
8,38
9,02
9,19

Dupa

fermentare

10,33
8,95
8,86
8,77
9,84
8,97
9,74

10,33

L. casei-431®

Dupa pastrare timp
de 7 zile la
temperatura de 4°C

9,96
9,19
8,94
8,53
9,86
8,96
9,57
10,14
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Diagramele Pareto in care sunt observati factorii cu efect pozitiv, respectiv, gradul lor de
influenta asupra viabilitatii celor doua tulpini probiotice LA-5® si L. casei-431® , dupa
fermentare si dupa pastrare timp de 7 zile la temperatura de 4°C, sunt prezentate in figurile
6.1+ 6.4.

Design-Expert® Software
Inlfuenta factorilor in viabilitatea lui La-5 dupa fermentare
A
A Dimensiune inocul, log (ufc/mL) 1083 o —
B: Raport: probiotice/cultura Flora Danica m
C: Raport probictice: La-5/Lcasei 431
D: Temperatura de fermentare, grade Celsius 963 —
E: pH-ul la care este oprita fermentarea, unitati de pH
F: Adaos inulina, % (m/v}
G: Adaos faina de hrisca, % (m#) 842 —
o Efecte pozitive
u Efacte negative =
Efecte il 5 722 |
7] Bonfenoni L 65756
£ -
w 502
.
=)
@
3 481 —
g D
- 361 1 talue Limit 31824
241 —
B
120 —
|E| :
o | I b = -
T T T T T T T
1 2 3 4 5 3 7
Rang

Figura 6.1. Influenta variabilelor indendente asupra multiplicarii culturii probiotice LA-5®, in culturi
multiple, In conditii favorabile bacteriilor mezofile

Design-Expert® Software
Influenta factorilor in viabilitatea lui L casei 431 dupa

A: Dimensiune inocul, log (ufc/mL) 658 Bonferroni Limit 6 5755
B: Raport: probiotice/cultura Flora Danica
C: Raport probiotice: La-5/Lcasei 431
D: Temperatura de fermentare, grade Celsius
E: pH-ul la care este oprita fermentarea, unitati de pH 548 |
F: Adaos inulina, % (m/)
G: Adaos faina de hrisca, % (m/v)
8 Efecte pozitive A
® FEfecte negative = =
Efecte negative 5 439 | =

o

=

o

k] 329 | talus Limit 3 1524

o

2

©

,>w_ 219 — B

G
E
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T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7
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Figura 6.2. Influenta variabilelor indendente asupra multiplicarii culturii probiotice L. casei - 431®, in
culturi multiple, in conditii favorabile bacteriilor mezofile

Se observa ca o influenta pozitiva asupra gradului de multiplicare in vitro a culturilor probiotice
in culturi multiple o au factorii: dimensiunea inoculului, raportul probiotice:cultura mezofila
Flora Danica si concentratia de faina de hrisca.

Din diagramele prezentate in figurile 6.3 si 6.4, se poate concluziona ca cei mai semnificativi
factori care exercita influenta pozitiva asupra mentinerii viabilitatii culturilor probiotice, dupa 7
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zile de pastrare, la temperatura de 4°C sunt: dimensiunea inoculului, temperatura de fermentare
si concentratia de faina de hrisca, pentru cultura LA-5® o influenta pozitiva avand si raportul
intre cele doua probiotice. Analizand viabilitatea celor doua tulpini probiotice pe perioada de
pastrare a produselor fermentate timp de 7 zile la temperatura de 4°C, se observa ca in cazul
culturii LA-5® numarul de celule viabile s-a redus, avand in vedere ca tulpinile probiotice
prezintd o anumiti sensibilitate la mediul acid din produs. In cazul culturii L. casei-431®
numarul de celule s-a pastrat relativ constant sau chiar a crescut usor, fenomen care se poate
explica prin faptul ca tulpina este mezofila si, pe parcursul racirii, avind disponibili inca
nutrientii generati in timpul fermentatiei, sa-si fi continuat reactiile metabolice. Acest rezultat
confirma faptul ca dozajul initial al culturii starter, respectiv concentratia de celule din inocul,
trebuie sa fie suficient de mare pentru a asigura o concentratie adecvata de celule probiotice
viabile pe toatd perioada termenului de valabilitate al produsului, in acord cu prevederile
tehnice privind calitatea produselor probiotice.

Desian-Expert® Software

Influenta factorilor in viabilitatea lui La-5 dupa 7 zile de
pastrare la 4 grade Celsius

A: Dimensiune inacul, log (ufc/mL) 558 Bonfenon Limi £ 2735
B: Raport: probiotice/cultura Flora Danica

C: Raport prabiotice: La-5/Lcasei 431

D: Temperatura de fermentare, grade Celsius
E: pH-ul la care este oprita fermentarea, unitati de pH 548 |
F: Adaos inulina, % (m/v)

G: Adaos faina de hrisca, % (mA)
B Efecte pozitive

® Ffacte B

439 —

329 | Value Limit 3.1524:

219 —

t-Value of |[Effect|

110 —

L 008§ -

I T
1 2 3 4 5 6 7

Rang

Figura 6.3. Influenta variabilelor indendente asupra viabilitatii, dupa 7 zile de pastrare la temperatura de
40C, culturii probiotice LA-5®, in produse lactate fermentate cu culturi multiple, In conditii favorabile
bacteriilor mezofile

Design-Expert® Software

Influenta facterilor fn viabilitatea lui L.casei-431 dupa 7 zile de pastrare
la 4 grade Celsius A
A: Dimensiune inocul, log (ufe/mL) 874 —|
B: Raport: probiotice/cultura Flora Danica

C: Raport probiotice: La-5/Lcasei 431

D: Temperatura de fermentare, grade Celsius

E: pH-ul la care este oprita fermentarea, unitati de pH
F: Adaos inulina, % (m#v)

G: Adaos faina de hrisca, % (m/)

6.56 —

8 Efecte pozi
B Efecte negative 3
g Bonferroni Lini 5.06751
o -
s 437 —|
[}
2
g D
'>-" = -Valse Limit 27784
219 | G
| L @ I H =
T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7
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Figura 6.4. Influenta variabilelor indendente asupra viabilitatii, dupa 7 zile de pastrare la temperatura de
40C, culturii probiotice L. casei-431®, in produse lactate fermentate cu culturi multiple, in conditii
favorabile bacteriilor mezofile
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Pentru a evalua gradul de influenta al factorilor analizati asupra procentului de supravietuire a
culturilor probiotice in conditiile fermentative testate s-a calculat procentul de celule viabile
dupa 7 zile de pastrare la temperatura de 4°C in raport cu concentratia de celule vii la sfarsitul
fermentarii.

Din analiza diagramelor Pareto (figurile 6.5. si 6.6) se observa ca factorii cu cea mai mare
influentd sunt: dimensiunea inoculului, pH-ul la care a fost oprita fermentarea si concentratia
de prebiotic (inulina si faina de hrisca).

Relevanta acestor factori poate fi explicata sub mai multe aspecte. Astfel, concentratia de faina
de hrisca influenteaza pozitiv metabolismul culturilor probiotice prin furnizare de compusi
biologic activi usor de metabolizat, cu rol de factori de crestere. Pentru cultura L.casei-431®, un
factor cu efect pozitiv ce a influentat viabilitatea este si raportul dintre cele doua culturi
probiotice. Acest raport este invers proportional cu concentratia de celule de L. casei-431®, o
concentratie mai mare de celule in inocul ale acestui probiotic putdnd conduce la dominanta
acestei bacterii lactice asupra microbiotei produsului finit. Influenta pozitiva a pH-ului la care
este oprita fermentarea asupra mentinerii viabilitatii culturii L.casei-431® poate fi explicata prin
faptul ca aceasta cultura tolereaza mediul acid, aspect confirmat si de rezultatele exemplificate
in tabelul 6.5.

Design-Expert® Software
Influenta factorilor in gradul de supravietuire al Iui La-5

A: Dimensiune inocul, log (ufc/mL} so7 onteront it 50875

B Raport- probiotice/cultura Flora Danica
C: Raport probiotice La-5/Lcasei 431

D: Temperatura de fermentare, grade Celsius

E: pH-ul la care este oprita fermentarea, unitati de pH
F- Adaos inulina, % (mfy)

G Adaos faina de hrisca, % (miv) 20
B Efecte & )
= Efecte

Ve Limit 27764

253 —|

{-Value of |Effect|

127 —
A
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0.00 — @ ﬂ E .
T T T T T T T
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Figura 6.5. Influenta variabilelor independente asupra stabilitdtii la pastrare timp de 7 zile In conditii de
refrigerare, a celulelor apartinand culturii LA-5%, in produse fermentate tip Sana cu culturi multiple

Design-Expert® Software
Influenta factarilor n gradul de supravieluire al i L casei431

A: Dimensiune inocul, log (ufc/ml ) 507 onteren Lt 2087

B Raport- probiotice/cultura Flora Danica
C: Raport probiotice: La-5/L.casei 431

D: Temperatura de fermentare, grade Celsius

E- pH-ul a care este opiita fermentarea, unitati de pH
F: Adaos inulina, % (m#v)

G: Adaos faina de hrisca, % (mi) 380 |
B Efects po:
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Figura 6.6. Influenta variabilelor independente asupra stabilitdtii la pastrare timp de 7 zile in conditii de
refrigerare, a celulelor apartinand culturii L. casei-431®, in produse fermentate tip Sana cu culturi
multiple
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Studiile au demonstrat ca factorii care exercita o influentd pregnanta asupra multiplicarii
bacteriilor probiotice, in culturi multiple, in conditii de fermentare favorabile bacteriilor
mezofile si totodata asupra mentinerii viabilitatii in produsele fermentate in timpul conservarii
sunt: dimensiunea inoculului, temperatura de fermentare, raportul culturi probiotice:cultura
Flora Danica si concentratia de faina de hrisca.

Acesti factori semnificativi au fost In continuare studiati pentru a evalua efectul lor corelativ
asupra functionalitatii si stabilitatii culturilor probiotice in culturi multiple cu bacterii mezofile.

6.3.2. Optimizarea functionalitatii si a stabilitatii bacteriilor probiotice LA-5® si L. case-431® in
culturi multiple, utilizind metoda analizei suprafetei de raspuns

Metoda suprafetei de raspuns a fost utilizata pentru optimizarea factorilor importanti ce
influenteaza Inmultirea si mentinerea unei viabilitati ridicate a culturilor probiotice LA-5®si L.
casei431® in culturi multiple cu cultura mezofila Flora Danica in produse fermentate tip Sana in
medii cu faina de hrisca, cu rol prebiotic.

Factorii semnificativi stabiliti anterior, care s-au ales pentru a fi optimizati au fost: temperatura
de fermentare, raportul de probiotice:cultura mezofila Flora Danica si concentratia de faina de
hrisca. Dimensiunea inoculului a fost de 10° ufc/mL, iar valoarea pH-ului la care s-a oprit
fermentarea a fost 4,6.

Obiectivul prezentului studiu a fost alegerea combinatiei optime a acestor factori pentru o
valoare maxima a Inmultirii si a mentinerii viabilitatii bacteriilor probiotice in culturi multiple,
dupa fermentare si dupa 7 zile de pastrare la temperatura de 4°C. Factorii semnificativi si
nivelurile de variatie sunt prezentate in tabelul 6.6.

Tabelul 6.6. Factorii semnificativi si nivelurile de variatie

Unitate de Niveluri de variatie ale variabilelor independente
Variabile independente . . Cod
masura -1,682 -1 0 +1 +1,682

T tura d

emperatura de oC A 28,6 32 37 42 454
fermentare
Raport culturi
probiotice:cultura - B 0,66 1 1,5 2 2,34
mezofila Flora Danica
C tratia de fdina

oncentratia de fdina % (m/v) C 164 3 s 7 837

de hrisca

Un tip de optimizare oferit de programul Design Expert 8® este realizat prin reprezentarea
grafica sub forma de cub cu puncte axiale, factoriale si punct central de optimizare.

In figurile 6.25 si 6.26 sunt prezentate conditiile optime ce descriu efectul corelat al celor trei
variabile independente (temperatura de fermentare, raportul cultura probiotica:cultura
mezofila si adaosul de faina de hrisca cu rol prebiotic) asupra viabilitatii bacteriilor probiotice
LA-5®si L.casei-431® in produse lactate fermentate cu culturi multiple mezofile.
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
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Viabilitate La-5 dupa 7 zile = 8.345

12.4093 4.65573

X1=A: Temperatura = 37.00 |
X2 = B: Raportul Cp/Cm = 2.00 |
X3 =C: Faina de hrisca = 5.00 ; o]

B+200 | 126741 3 460728
£
Q
o
Q
=] N P
g 7 324023, * 201528 C+:7.00
51
i
o C: Faina de hrisca
B=1.00 301077 199734 C-3.00
A 32.00 At 42.00

A: Temperatura

Figura 6.25. Conditiile biotehnologice optime pentru obtinerea produselor lactate fermentate cu culturi
multiple, In conditii favorabile bacteriilor mezofile, care sa asigure un procent standardizat de celule
viabile ale culturii LA-5® in produsul finit, pe perioada conservarii

Design-Expert® Software
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Figura 6.26. Conditiile biotehnologice optime pentru obtinerea produselor lactate fermentate cu culturi
multiple, In conditii favorabile bacteriilor mezofile, care sa asigure un procent standardizat de celule
viabile ale culturii L. casei-431®, in produsul finit, pe perioada conservarii

Astfel, conditiile biotehnologice optime pentru a asigura un procent adecvat de viabilitate culturii
probiotice LA-5® (8.34 log ufc/mL) sunt: temperatura de 37°C, un adaos de 5% (m/v) faina de hrisca si
un raport cultura probiotica: cultura mezofila Flora Danica de 2:1.

In cazul culturii, L. casei-431® o concentratie de celule viabile de 8,67 log ufc/mL se obtine in
aceleasi conditii biotehnologice stabilite anterior, ceea ce ofera un avantaj major in cazul
utilizarii celor doua culturi probiotice in culturi multiple.
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6.3.3. Validarea conditiilor biotehnologice optime de obtinere a produsului lactat probiotic
utilizand culturi starter multiple cu bacterii mezofile

Pentru validarea conditiilor biotehnologice optime pentru a asigura un procent adecvat de
viabilitate pentru culturile probiotice LA-5® si L. casei-431® in produsul lactat probiotic,
fermentat cu culturi starter multiple cu bacterii mezofile si depozitat la temperatura de 49C, s-au
realizat experimente respectdnd conditiile biotehnologice optime rezultate prin modelare
matematica si analiza statistica, respectiv temperatura de fermentare de 37°C, un adaos de 5%
(m/v) faina de hrisca si un raport cultura probiotica: cultura mezofila Flora Danica de 2:1.

Pentru a confirma concentratia optima de faina de hrisca de 5% (m/v) necesara a fi adaugata
pentru a asigura un procent adecvat de viabilitate culturilor probiotice LA-5® si L. casei-431® in
timpul fermentarii si depozitarii la temperatura de 4°C timp, timp de 21 de zile, s-au testat si
efectele adaosului de fainda de hrisca de 3% si, respectiv, 7% (m/v) asupra viabilitatii
culturilor probiotice.

In figurile 6.27 si, respectiv 6.28, se prezintd dinamica mentinerii viabilititii culturilor probiotice
LA-5® si L. casei-431® in produsul lactat probiotic fermentat, pe o perioada de 21 de zile de
depozitare la temperatura de 49C, in medii cu diferite concentratii de prebiotic.

In figura 6.27 se observi faptul ca viabilitatea culturii probiotice LA-5® in produsul lactat
probiotic dupa 21 de zile de depozitare la temperatura de 4°C, este maxima cand laptele este
suplimentat cu 5% (m/v) faind de hrisca. Viabilitatea culturii probiotice LA-5® se pastreaza
timp de 14 zile de depozitare la temperatura de 49C, procentul de celule viabile scazand dupa 21
de zile de pistrare, comparativ cu inocul doar cu 0,5 log ufc/mL. In mediile in care laptele s-a
suplimentat cu 3% si, respectiv, 7% (m/v) faina de hrisc3, viabilitatea culturii probiotice LA 5® a
prezentat o scadere de aproximativ 1 si, respectiv, 1,5 log ufc/mL, comparativ cu concentratia de
celule din inocul.

8,5

—+— 3% hrigca
—=— 50 hrigca

I
7,5 A b 79% hrigci

log (CFU/mL)

6 T T T 1
0 0,16 7 14 21

Timp de pastrare, zile

Figura 6.27. Dinamica viabilitatii celulelor culturii probiotice LA-5®, in produsul lactat fermentat, cu
adaosuri diferite de faina de hrisca, pe perioada fermentarii si a depozitarii la temperatura de 4°C, timp de
21 de zile.
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In figura 6.28 se observa ci viabilitatea culturii probiotice L.casei-431® dupi 21 de zile de
depozitare la temperatura de 4°C are valoarea cea mai ridicata in produsul lactat fermentat cu
un adaos de 5% (m/v) fiind de hrisci. In acest produs, viabilitatea celulelor de L. casei-431® a
crescut de la 8,5 log ufc/mL la 9 log ufc/mL, dupa 7 zile de depozitare, dupa care s-a
mentinut constanta pana la 14 zile, iar dupa 21 de zile a scazut de la 9 log ufc/mL la 8,5 log
ufc/mL.

95 -

85

4

—+— 3% hrigca
—=— 5% hrigca

7,5 A 7% hrigca

log (CFU/mL)

6 T T T 1
0 0,16 7 14 21

Timp de pastrare, zile

Figura 6.28. Dinamica viabilitatii celulelor culturii probiotice L. casei-431®, in produsul lactat fermentat,
cu adaosuri diferite de faina de hrisc3, pe perioada fermentarii si a depozitarii la temperatura de 4°C, timp
de 21 de zile.

Viabilitatea culturilor probiotice in produsul lactat fermentat obtinut In conditii experimentale,
in acord cu influenta corelata a parametrilor analizati (variabile independente): temperatura de
fermentare de 37°C, raportul cultura probiotica:cultura mezofila de 2:1 si adaosul de faina de
hrisca 5% (m/v), dupa 7 zile de depozitare la temperatura de 4°C sunt de 9,06 log ufc/mL
pentru LA-5®, respectiv de 9,16 log ufc/mL pentru L. casei-431®, valori superioare celor
predictionate de modelul matematic obtinut (8,34 log ufc/mL pentru LA-5®, respectiv 8,67
log ufc/mL pentru L. casei-431®) ceea ce denota faptul ca modelul este valid si are
aplicabilitate In practica, In conditiile reale de procesare biotehnologica.

6.4. Concluzii partiale

= Cunoscandu-se importanfa mentinerii viabilitatii bacteriilor probiotice din produsele
lactate acide 1n timpul pastrarii, pentru a permite functionalitatea acestora in vivo, prin
tehnici de modelare matematica si analiza statistica folosind metodele Plackett-Burman
si metoda analizei suprafetei de raspuns, s-a studiat efectul corelat al unor factori
biotehnologici asupra inmultirii si stabilitatii bacteriilor probiotice LA-5® si L. casei-431®
in produse lactate fermentate tip Sana, utilizand culturi multiple.

= Studiile au demonstrat ca principalii factori care influenteaza viabilitatea celulelor
culturilor probiotice in produsele lactate fermentate tip Sana, utilizand culturi multiple,
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sunt: temperatura de fermentare, raportul cultura probiotica:cultura mezofila (Flora
Danica) si concentratia de faina de hrisca, cu rol prebiotic.

= Pentru produsele In care se utilizeaza culturile probiotice LA-5® si L. casei-431®, pentru a
asigura concentratia standard de celule probiotice viabile in produsul finit pe toata perioada
termenului de valabilitate se recomanda respectarea urmatoarelor conditii biotehnologice:
temperatura de fermentare 37°C, un adaos de 5% (m/v) faina de hrisca si un raport de culturi
probiotice:cultura mezofila Flora Danica de 2,0.

= Modelele matematice identificate descriu fidelitatea proceselor practice, rezultatele fiind
confirmate prin validare.

7. Experimente la nivel industrial de obtinere de noi produse lactate fermentate cu tulpini
de bacterii probiotice, in conditii favorabile bacteriilor mezofile

7.1. Obtinerea la nivel industrial si caracterizarea microbiologica a produselor lactate
fermentate noi formulate

Obiectivul studiilor prezentate in acest capitol au vizat obtinerea la nivel industrial de noi
produse lactate fermentate de tip Sana, utilizand culturi probiotice multiple si prebiotic faina de
hrisca. In stabilirea conditiilor tehnologice s-au avut in vedere rezultatele obtinute in studiile de
optimizare, astfel incat sa se asigure mentinerea viabilitatii culturilor probiotice LA-5® si L. casei
-431® in produsele lactate fermentate noi formulate pe durata termenului de valabilitate.
Experimentul industrial a fost realizat la compania SC Almera International SRL, Bacau,
companie ce se afld in topul producatorilor din Romania de produse lactate fermentate de tip
Sana.

7.1.2. Materiale si metode de analiza

Lapte materie prima

Lapte din colectare, pasteurizat, normalizat si omogenizat pe linia industriala Alfa-Laval, cu
urmatoarele caracteristici fizico-chimice: aciditate: 15 T; grasime: 3,55%; densitate: 1028,5;
proteine: 3,02%; substanta uscata 7,8%; test de antibiotice: negativ.

Culturi starter

= (Culturile starter comerciale probiotice LA-5® si L. casei 431® comercializate Chr.
Hansen, Danemarca sub forma liofilizata. .

= Cultura Flora Danica contindnd bacterii lactice mezofile, Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis si
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, comercializatd de asemenea de Chr.
Hansen, Danemarca, sub forma liofilizata.

28



Fiina de hriscd

Fiina de hrisci de la Solaris S.R.L., Romania. Inainte de utilizare fiina de hrisca a fost mentinuta
timp de o ora si jumatate la tratament cu ultraviolete pentru sterilizare.

Pregatirea probelor

Culturile starter liofilizate au fost utilizate ca atare, fara reactivare, conform recomandarilor
producatorului. Numarul initial de celule inoculate a fost de 9 log ufc/mL pentru toate tipurile de
culturi, combinate in raport de 1:2.

Produsele fermentate au fost obtinute cu combinatii ale culturii mezofile Flora Danica cu
culturile probiotice LA-5® si L. casei 431® in cultura dubla FD 4 LA si FD + LC sau in cultura
multipla FD + LA + LC.

Codificarea probelor a fost urmatoarea:

» Proba 1: FD - produs fermentat cu cultura mezofila Flora Danica, cu adaos de 5%
faina de hrisca (g/v);

» Proba 2: FD + LA - produs fermentat cu combinatia de culturi Flora Danica si LA 5%,
cu adaos de 5% fdina de hrisca (g/v);

» Proba 3: FD + LC - produs fermentat cu combinatia de culturi Flora Danica si L. casei
4318, cu adaos de 5% faina de hrisca (g/v);

» Proba 4: FD + LA + LC - produs fermentat cu cu combinatia de culturi Flora Danica,
LA 5®si L. casei431®, cu adaos de 5% faina de hrisca (g/v).

Dupa inoculare, probele au fost termostate la temperatura de 37°C pana cand pH-ul a atins
valoarea 4,6. Dupa fermentare probele au fost depozitate la temperatura de 4°C, timp de 21 de
zile, aceasta durata reprezentand termenul de valabilitate standard al produselor lactate de tip
Sana. Viabilitatea celulara a fost analizata la sfarsitul procesului fermentativ si la intervale de 7,
14 si respectiv 21 zile, In timpul conservarii.

Descrierea experimentului industrial

Pentru fiecare proba in parte s-au fabricat sarje de cate 20 I lapte (in bidoane de inox), in care a
fost adaugata faina de hrisca in proportie de 5%, si care au fost apoi inoculate cu culturi conform
dozajelor stabilite in etapa de optimizare.

Faina de hrisca si culturile au fost omogenizate in produs prin amestecare timp de 10 minute
pentru o distributie uniforma, iar produsele astfel pregatite s-au ambalat pe linia industriala in
pahare de plastic de 175 g, care s-au sigilat cu platine de aluminiu. S-au etichetat diferentiat si
s-au introdus in termostatul industrial reglat la temperatura de 37°C. Aici s-au masurat
continuu temperatura in produs si pH-ul, prin folosirea unui pH-metru Knick cu electrozi
de pH si temperatura. Probele au fost finute in termostat pana la atingerea valorii de pH de
4,6, cand a fost considerata finalizata fermentarea. Apoi, produsele finite au fost mentinute
in depozitul frigorific la temperatura de 4°C.

Premisele experimentului industrial

Conditiile de testare industriala au rezultat din etapa de optimizare de laborator cand s-au
selectat cei trei factori semnificativi In optimizarea utilizarii culturilor probiotice in culturi
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multiple in prezenta culturii mezofile Flora Danica, In produse de tip Sana cu probiotice si
prebiotice.

Factorii semnificativi selectati au fost: temperatura de fermentare de 37°C, raportul culturi
probiotice:cultura Flora Danica de 2,0:1,0 si adaosul de faina de hrisca5% (m/v).

Numadrarea selectiva a bacteriilor probiotice si a bacterii lactice mezofile

Viabilitatea celulelor culturilor probiotice LA-5® si L. casei 431® s-a determinat prin metoda
de numadrare indirecta, prin cultivare in conditii selective in MRS agar, dupa prepararea de
dilutii decimale in apa peptonata 0.1% (g/v) (ISO 8261 IDF122:2001).

Mediul selectiv pentru numararea celulelor culturii probiotice LA-5®a fost MRS agar (Merk)
suplimentat cu clindamicina (Sigma) si ciprofloxacina (Bayer) (BS ISO 20128:2006).

Inoculdrile din dilutiile succesive au fost realizate In cate doua placi Petri In paralel. Pentru
numadrare au fost alese placile Petri cu numar de colonii intre 15 si 300. Rezultatele au fost
raportate ca unitati formatoare de colonii per ml produs fermentat (ufc/mL). Datele raportate
reprezinta media a trei experimente diferite realizate in duplicat.

7.1.3. Rezultate si discutii

Evaluarea viabilitatii culturilor probiotice LA-5® si L. casei 431® in culturi multiple cu Flora
Danica, in timpul pastrarii produselor lactate fermentate timp de 3 saptamani in conditii de
refrigerare

Cultura probiotica LA-5® a demonstrat o supravietuire diferitd In produsele fermentate cu
diferite combinatii de culturi multiple (Figura 7.1.). Astfel, cultura probiotici LA-5® in
combinatia LA + FD are un grad sporit de mentinere a viabilitatii celulelor pe durata a trei
sdptimani de pastrare in conditii de refrigerare la temperatura de 4°C. in combinatia LA
+LC+FD, viabilitatea celulelor de LA-5® a inregistrat o scadere de 1 log ufc/mL, dupa 14 zile de
pastrare si respectiv cu 1,5 log ufc/mL, dupa 21 de zile, numarul de celule de probiotice
incadrandu-se insa in limitele recomandate pentru un produs fermentat functional.

9 4 =
8,5 4 -

- —=—LA+FD

7,5 A

logufe/mL

7 - LA+LC+ FD

6,5 A

55 A

o} 1/6 zile 7 zile 14 zile 21 zile

Timp de pastrare

Figura 7.1. Dinamica mentinerii viabilitatii celulelor culturii probiotice LA-5® (LA) pe perioada pastrarii
produselor fermentate cu culturi multiple, cu adaos de 5%, faina de hrisca (FD - Flora Danica, LA - LA-58,
LC - L. casei 431%®)
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Stabilitatea culturii probiotice L. casei 431® la pastrarea timp de 21 de zile in conditii de
refrigerare in probe fermentate cu cultura mezofila Flora Danica si cu cultura probiotica LA-5®
este prezentatd in figura 7.3. Stabilitatea viabilitatii culturii starter L. casei 431® in timpul
depozitarii la temperatura de 4°C a produselor fermentate este evidenta in ambele produse
analizate, respectiv produse fermentate cu culturi In combinatiile LC+FD si LC+LA+FD.
Stabilitatea culturii probiotice L. casei 431® se poate datora efectului prebiotic al fainii de hrisca.

9,5 -

logufe/mL

7 —=—LC+FD
LC+LA+FD

@
w
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0 1/6 zile 7 zile 14 zile 21 zile
Timp de pastrare

Figura 7.3. Dinamica mentinerii viabilitatii celulelor culturii probiotice L. casei 431® (LC) pe perioada
pastrarii produselor fermentate cu culturi multiple, cu adaos de 5%, faina de hrisca (FD - Flora Danica, LA
- LA-5®,LC - L. casei 431®)

Stabilitatea culturii mezofile Flora Danica in produse lactate fermentate cu culturi multiple este
redata in Figura 7.5. Scaderea viabilitatii culturii Flora Danica este foarte evidenta in produsul
fermentat cu combinatia de culturi FD+LA, comparativ cu cazul in care s-au utilizat combinatiile
FD+LC sau FD+LC+LA. Din figura se observa o scadere a viabilitatii celulelor de 2,5 log ufc/mL,
dupa 7 si 14 zile de pastrare, si respectiv o scadere de 3,5 log ufc/mL, dupa 21 de zile de
pastrare.
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Figura 7.5. Dinamica mentinerii viabilitatii celulelor culturii mezofile Flora Danica, pe perioada pastrarii
produselor fermentate cu culturi multiple, cu adaos de 5%, faina de hrisca (FD - Flora Danica, LA - LA-5®,LC - L.
casei431®)
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Scadere drastica a viabilitatii culturii mezofile Flora Danica in timpul pastrarii s-a Inregistrat in
combinatia FD+LA.

7.1.4. Concluzii partiale

= In produsele tip Sana noi formulate obtinute industrial la S.C. Almera International SRL
Bacau a fost testata stabilitatea si viabilitatea culturilor probiotice LA-5® si L. casei 431®
utilizate Tn amestecuri de culturi multiple, pe perioada termenului de valabilitate a
produsului. Culturile probiotice si cultura mezofila Flora Danica au prezentat un
comportament diferit in multiplicare si crestere in perioada de fermentare si o evolutie
diferitd in ceea ce priveste gradul de supravietuire la depozitare prin refrigerare in
produsele fermentate.

= S-a demonstrat ca tulpina L. casei - 431®prezinta o rezistenta superioara, in conditiile
fermentative studiate testate, In toate combinatiile de culturi starter utilizate, ceea ce
recomanda utilizarea acestei culturi starter pentru obtinerea de produse probiotice tip
Sana, in care si adaosul de 5% fdina de hrisca are un rol important.

7.2. Evaluarea prin spectrometrie de absorbtie in infrarosu a compozitiei produselor lactate
functionale fermentate, obtinute la nivel industrial in conditii favorabile bacteriilor mezofile,
cu culturi probiotice multiple si adaos de fiina de hrisca

Compozitia chimica a produselor lactate fermentate de tip Sana depinde, printre altele, si de
interactiunea activitatii metabolice si a functionalitatii in vitro a culturilor starter mezofile si
probiotice, cind in mediul de fermentare s-a adaugat si prebioticul fiind de hrisci. In timpul
fermentarii, microorganismele implicate in procesul de fermentare produc o serie de compusi
chimici ce confera produsului caracteristici organoleptice unice. Unii dintre acesti compusi pot fi
considerati compusi bioactivi, iar altii reprezinta sursa de hrana pentru microorganismele ce
lucreaza in simbioza. Acesti compusi pot fi analizati si dozati prin diverse metode instrumentale.
Aceste metode au scopul de a identifica grupari functionale din structura moleculelor
compusilor organici bioactivi (acizi organici, CO2, acetaldehidd, diacetil, aminoacizi esentiali,
vitamine, minerale, etanol, peptide etc.) pentru demonstrarea caracterului functional al
produsului lactat, dar sunt utilizate si in controlul de calitate al produselor.

Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR) este o tehnica simpla si rapid3, care
monitorizeaza vibratiile moleculare expuse de catre diferiti compusi sub lumina infrarosie
(Subramanian, 2009).

Analiza compozitionala pentru a evidentia prezenta compusilor bioactivi ce dau functionalitate
in vivo produselor lactate fermentate obtinute la nivel industrial cu culturi multiple si adaos de
prebiotic a reprezentat obiectivul analizei produselor lactate obtinute la nivel industrial, dupa
pastrare timp de 7 zile, la temperatura de 4°C, prin spectrometrie de absorbtie in infrarosu .
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7.2.2. Materiale si metode de analiza

Probe analizate

Codificarea probelor analizate este cea prezentata in subcapitolul 7.1.1. Probele nu au suferit
nici o prelucrare suplimentara.

Principiile spectroscopiei FTIR

Spectrometria IR consta in masurarea lungimii de unda si a intensitatii absorbtiei luminii in
infrarosu de catre o proba. Avantajul utilizarii acestei tehnici consta in faptul ca sunt necesare
cantitati mici de produs, timpul de analiza este scurt si structura produsului nu se modifica prin
analiza. Este o tehnica de analizd ce nu necesita etapa de pregatire a probelor. Spectrele in IR
sunt spectre de benzi cirora li se inregistreazd conturul. In functie de pozitie, intensitate si
formd, benzile de absorbtie pot da indicatii cu privire la tipurile de legaturi existente in
molecula.

Echipamentul utilizat

Analiza si inregistrarea spectrelor de absorbtie Tn infrarosu s-a realizat cu spectofotometrul
Magna-IR Spectrometer 350 dotat cu HATR (Horizontal Attenuated Total Reflectance). Spectrele
au fost Tnregistrate pe domeniul de lungimi de unda 900 - 4000 cm-! si s-au identificat benzile de
absorbtie caracteristice tipului de legaturi si gruparilor functionale specifice compusilor chimici
urmariti (exprimate in cm-?).

Interpretarea rezultatelor

Pe baza studiilor din domeniu, exista posibilitatea corelarii pozitiei, intensitatii si a formei benzii
cu anumite unitati structurale plasate intr-un anumit mod in molecula. Identitatea unui compus
organic poate fi stabilita pe baza identitatii spectrului sau, deoarece nu exista doi compusi
organici cu acelasi spectru (Bhatta et al., 2006).

7.2.3. Rezultate si discutii

Pentru interpretarea spectrelor FTIR obtinute a fost necesara identificarea lungimilor de unda
specifice compusilor de interes (Asimpolyos et al., 2004; Osborne et al., 2008). Astfel, pentru a
caracteriza calitativ produsul finit, in perioada de depozitare a acestuia Tn conditii de refrigerare
la temperatura de 4..6°C, timp de 7 de zile, au fost identificate si s-au considerat utile
urmatoarele frecvente caracteristice prezentate in tabelul 7.2. Asa cum se poate observa din
acest tabel, aceste frecvente corespund pentru compusi bioactivi importanti din compozitia
produselor lactate nou formulate si anume: acidul lactic, oligoglucidele, glucidele fosforilate,
fosfatii, esterii, aromele, acizii grasi si dioxidul de carbon.

In urma analizirii spectrelor IR ale produselor lactate functionale fermentate, obtinute la nivel
industrial cu culturi multiple si adaos de prebiotic, respectiv cultura mezofila Flora Danica si
culturile probiotice LA 5®si L. casei -431®, in combinatiile FD + LA, FD + LC si FD + LA + LC,
comparativ cu produsul lactat fermentat doar cu Flora Danica, s-a constatat prezenta mai multor
benzi caracteristice, largi, intense, medii sau mici, specifice diferitelor grupari functionale si
caracterizate de frecventele specifice acestora.
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Tabelul 7.2. Diagrama benzilor IR care descrie compozitia produselor lactate fermentate nou formulate

FRECVENTA, cm1 1 2 Prob: 4 Grupari functionale caracteristice
3281,8 Grupadri -OH,-OH asociat, -NO2,
3276,2 compusi oxidrilici, compusi cu azot, acizi
3274,0 carbonilici
2929; 2928,1;
2924; 2923,5; Grupadri -CHz, =CH,
2920,9; 2853,1; catene hidrocarbonate
2852,2
17429 Grupari C=0,
1742,2 compusi carbonilici, acizi carbonilici
1634,9 Grupari -HC=CH-,
1634,7 acizi nesaturati,
1631,5 Grupari -NH-
1627,4 aminoacizi
1539,6 Grupadri CeHs-
15389 aromatice,
1538,7 Grupdri -NO2
1538,6 compusi cu azot
1:?451-:3 Grupéri.—NOZ
14533 compusi cu azot
Grupdri -NH-
1367,8 aminoacizi,
1338,1 Gruparea C=0
compusi carbonilici, acizi carbonilici
12398 Gru.péri TI\.IH-
1239.7 aminoacizi,
Gruparea C=0
1239,0 . e
compusi carbonilici, acizi carbonilici
1173,9; 1155,1 Grupari CeHs-
11521 aromatice,
1150,9 Grupdri -OH
1150,5 compusi oxidrilici
10785 Grupzzlr? CeHs:- aromati.ce, o
10782 Grupadri -OH 1In compusi oxidrilici,
1078 1 Grupari C-C in eteri,
10775 Grupdri S-H in compusi cu sulf,
’ Grupari -NH- In aminoacizi
igi:ﬁ Grupéri. CeHs-
1000,0 aromatice
Grupari -CHz, =CH,
92838 catene hidrocarbonate

Grupadri C=0,
compusi carbonilici

Band
Legenda anda Banda ingusta Banda medie - Banda larga
absenta
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Laptele are un aport mai ridicat in fosfati, nivelul acestora scazdnd in produsul fermentat ca
urmare a activitatii metabolice a bacteriilor starter. Tot o dovada a desfasurarii metabolismului
bacterian este cresterea concentratiei de glucide fosforilate In produsul finit.

Prezenta fosfatilor in probele FD si FD+LA+LC este atribuita frecventelor de 928,8 si 929,8 cm,
in celelalte probe codificate FD+LA si FD+LC, aceste frecvente lipsind (<1000 cm-1), absenta
fiind corelata cu prezenta glucidelor fosforilate in produsul finit.

Prezenta frecventelor care pot fi atribuite acidului lactic, esterilor, compusilor de aroma si
acizilor grasi aratd ca sunt prezenti toti compusii specifici acestei categorii de produse lactate,
compusi ce dau functionalitate acestor produse.

Produsele lactate fermentate codificate FD+LA si FD+LC prezinta frecvente cdrora le sunt
atribuiti compusi de aroma, respectiv de 1742,9 si 1742,2 cm-1, comparativ cu produsele lactate
fermentate codificate FD si FD+LA+LC, la care aceste frecvente lipsesc.

Prezenta acizilor grasi denotd implicarea acestora In formarea compusilor de aroma
caracteristici si totodata pot avea si rol antimicrobian, produsele lactate fermentate codificate
FD+LA si FD+LC prezentand cele mai multe frecvente carora le sunt atribuite prezenta acizilor
grasi.

7.2.4. Concluzii partiale

= Prin tehnica FTIR s-a pus in evidenta prezenta gruparilor functionale din structura
moleculelor compusilor bioactivi din produsele lactate obtinute la nivel industrial prin
fermentare cu culturi multiple contindnd tulpini probiotice si prebiotic (faina de hrisca),
pe durata perioadei de depozitare in conditii de refrigerare.

= Analiza spectrala FTIR a produselor lactate fermentate nou formulate obtinute in
conditii industriale a demonstrat existenta unor diferente clare intre spectre, corelata cu
tipul si combinatia de culturi starter utilizate.

= Diferentele cele mai predominante ale spectrelor probelor analizate apar la frecventele
cuprinse intre 1800 si 900 cm-! si se coreleaza cu proprietatile biochimice ale culturilor
utilizate in fermentarea probelor analizate.

= Produsele lactate fermentate nou formulate pastreaza specificitatea categoriei de
produse tip Sana, obtinute in conformitate cu specificatiile tehnologice implementate in
productia industriala; utilizarea de culturi starter probiotice si a produsului nutritiv si
prebiotic faind de hrisca contribuie la asigurarea caracterului functional. Caracterul
functional este certificat preliminar prin prezenta gruparilor functionale din compozitia
produselor fermentate analizate, care 1isi pastreaza stabilitatea biochimica si
microbiologica in timpul conservarii, pe toata perioada termenului de valabilitate.
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7.3. Evaluarea transformarilor chimice si senzoriale ale produselor lactate functionale
fermentate, obtinute la nivel industrial in conditii favorabile bacteriilor mezofile, cu culturi
probiotice multiple si adaos de faina de hrisca

Aroma produselor lactate fermentate este unul dintre cei mai importanti factori care
influenteaza acceptabilitatea produselor, iar proprietatile senzoriale depind de echilibrul dintre
componentele de aroma derivate din: grasime, proteine si carbohidrati (Cheng, 2010). Aroma
distincta a produselor lactate fermentate este influentatd de acidul lactic si reprezinta un
amestec complex de compusi care include substantele volatile prezente in lapte precum si
compusii specifici proveniti din fermentare (Tamime si Deeth, 1980).

In timpul depozitirii, compusii volatili se pot transforma in functie de tipul culturii de bacterii
lactice si In functie de conditiile de depozitare. Microorganismele, enzimele sau chiar reactiile
chimice care au loc in timpul depozitarii pot afecta structura si stabilitatea produselor lactate
fermentate producand alterdri ale alimentelor. Produsii secundari de aroma generati fac ca
produsul sa devind dupa un anumit timp impropriu consumului. Aceasta evolutie si continua
transformare a compusilor volatili este cea care influenteaza in mod direct termenul de
valabilitate al produselor lactate fermentate.

Dezvoltarea in ultimii ani a tehnicilor moleculare de analiza, cunoscute sub denumirea generica
de metabolomica, din care fac parte si analiza gaz cromatografica si analiza FTIR, a permis
studiul unor noi compusi sau chiar grupari functionale ale unor compusi aflati in cantitati foarte
mici Tn matricea alimentara. Amprenta cromatograficd a acestor produse poate sa furnizeze
informatii valoroase despre formarea compusilor care dau gustul caracteristic al acestor
produse, in stransa legatura cu bacteriile lactice si transformarile metabolice pe care acestea le
produc.

Obiectivul acestui capitol 1-a reprezentat obtinerea unor produse lactate functionale noi, de tip
Sana, in conditii de fermentare mezofile, cu adaos de culturi probiotice Lactobacillus acidophilus
LA-5® si Lactobacillus casei subsp. paracasei L.-casei-431® si faina de hrisca in proportie de
5%, care sa satisfaca cerintele consumatorilor privind proprietatile organoleptice (textura,
gustul si aroma), apartenenta la categoria de produse Sana si caracteristicile functionale.

Evaluarea senzoriald prin metoda degustdrii produselor cu un grup de panelisti antrenati,
alaturi de evaluarea cromatografica, evaluarea unor transformari biochimice si analiza FTIR a
produselor obtinute au permis integrarea globala a rezultatelor si caracterizarea aromei
complexe a produselor lactate fermentate obtinute industrial.

Asocierea compusilor formati cu cdile metabolice de lipoliza si glicolizd precum si evaluarea
intensitatii proteolizei au reprezentat obiectivele specifice ale studiului.

Metoda OPA a fost folosita pentru a evalua gradul de proteoliza, ca indicator al activitatii si
supravietuirii culturilor probiotice, precum si ca indicator de dezvoltare de noi compusi in
produs cu impact asupra caracteristicilor sale senzoriale si functionale.

Analiza senzoriala are scopul de a identifica preferintele consumatorilor si gradul de acceptare
al produselor de catre acestia, precum si directii de Imbunatatire a acestora in vederea unei
posibile lansari pe piata a noilor produse.
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Profilului de aroma al produselor obtinute industrial a fost determinat prin metoda GC/MS-
SPME, profilul de aroma al produselor lactate fermentate reprezentand un indicator valoros al
calitatii si conformitatii produselor.

7.3.2. Materiale si metode de analiza

Pregatirea probelor

Probele analizate au fost reprezentate de produsele lactate fermentate noi, obtinute industrial,
prin fermentare in conditii mezofile, respectiv cu cultura mezofila Flora Danica si culturi
probiotice LA-5® si L. casei 431®si adaos de fdina de hrisca 5% (g/v).

Combinatiile au fost in cultura dublg, FD + LA si FD + LC, sau in cultura multipla, FD + LA + LC.

Materiale
» Probele de produse noi obtinute industrial,
» Sticlarie de laborator: baloane cotate de 100 ml, pipeta de sticla, fiole cu dop,
» Fise de analiza senzoriala (Anexa 2).

Reactivi
» acid tricloracetic (TCA) 0,75%; dodecil sulfatul de sodiu (SDS); Borax-tetraborat de
sodiu decahidrat Na;B407 x 10H,0 (THB Na); OPA (o-ftalaldehida); alcool metilic; 3
mercaptoetanol

Echipamente de laborator
» Pipetda automata de 150 pl; Balanta analitica; Spectrofotometru UV-Vis Cintra 202 si
Software-ul Cintral; Gaz cromatograf tip Trace GC Ultra cuplat cu Spectrometru de masa
cu trapa ionica ITQ 900, produse de compania Thermo Scientific.

Metode de analizd

Metoda OPA

Activitatea proteolitica a culturilor utilizate in obtinerea loturilor experimentale a fost evaluata
prin masurarea grupelor aminice libere ale aminoacizilor si peptidelor formate ca urmare a
proteolizei, ca diferenta intre absorbanta la 340 nm a probei martor si a probei de analizat.
Proba martor a fost considerata proba de lapte, nefermentata.

Analiza senzoriald
S-a urmarit efectuarea analizei senzoriale a diferitelor probe de Sana, cu ajutorul echipei de
panelisti.

Alegerea tipului de analizd si a sistemului de prelucrare a datelor: S-a utilizat o metoda de analiza
senzoriala bazata pe aprecierea cu ajutorul unei scale hedonice, cu numar impar de valori
(metoda Likert). Aceastda metodd a punctajului presupune atribuirea unui punctaj pentru a
cuantifica experienta senzoriala. Metoda este simpla si are capacitatea de a reflecta insusirile
senzoriale ale produselor, fiind totodata adecvata pentru stabilirea preferintelor consumatorilor.
Punctajul reprezinta aplicarea scorului, sau a aprecierilor convertite in valori numerice, pentru
a descrie intensitatea unei experiente senzoriale percepute. Metoda punctajului prezinta o serie
de avantaje si dezavantaje:
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Avantajele metodei punctajului:
& permite caracterizarea unui numar mare de proprietati senzoriale ale produsului
& simplitate
& claritate
& usurinta in apreciere
& usurinta de prelucrare a rezultatelor prin metode statistice.
Dezavantajele metodei punctajului:
» nudarezultate destul de precise atunci cand este vorba de detectarea unor gusturi straine
» lipsa de precizie
» caracterul arbitrar al punctajelor

Deoarece in acest caz avantajele sunt mai mari decat dezavatajele, metoda selectatd a scarii de
punctaj Likert a fost aplicatd pentru analiza senzoriald a produselor lactate fermentate noi
formulate, obtinute industrial.

Un rol important n analiza senzoriala il are modul de selectare si instruire al degustatorilor.

Criteriile aplicate pentru selectarea panelistilor

» Persoanele selectionate au fost impartite in 2 grupuri, sub 35 ani si peste 35 de ani
S-au recrutat numai persoane disponibile si voluntare
Persoanele implicate in analiza sunt atat de gen feminin cat si masculin
Participantii sunt capabili sa descrie exact si precis senzatiile
Echipa de degustatori, dupa selectare, a fost instruita corespunzator.

YV V VYV

Procedura: Analiza senzoriala a fost efectuata de panelisti selectati si antrenati. Dupa o
prealabila instruire, fiecare degustator a primit fisa de analiza senzoriala (Anexa 2) si proba
supusa analizei. Dupa ce s-au stabilit conditiile optime pentru desfasurarea analizei, s-au
pregatit probele. Codificarea probelor s-a facut astfel Incat sa nu dea degustatorului nici o idee
despre identitatea lor si sa nu induca nici o idee preconceputa. S-au folosit numere formate din 3
cifre, fara a se introduce cifrele 1 sau 9. Panelistii au primit pahare de unica folosinta, de culoare
alb3, codificate in acord cu proba pentru fiecare sortiment analizat. Panelistii au citit buletinul de
analiza si l-au completat corespunzator, conform senzatiilor percepute de organele de simft.
Parametrii evaluati de degustatori sunt prezentati in figura 7.16 si definiti in continuare.

# Sinereza # Suprafata/omogenitate Culoare
uFermitate uMiros & Dulce-Acru
Aroma de hrisca ® Smantana  Gust strain
# Placut-intepator @ Cremozitate @ Vascozitate
4 Granulozitate u Aftertaste

Figura 7.16. Parametrii mentionati in fisa de analiza senzorialda (Anexa 2)
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Definirea termenilor:

Sinerezd = fenomenul de separare a fazelor; pe suprafata produsului lactat se observa vizual
separarea zerului de coagul;

Suprafatd/omogenitate = insusirea de a avea aceleasi proprietati In toate punctele sale, de a fi
uniforma;

Culoare = se va observa vizual nuanta produsului lactat fermentat; In cazul produsului supus
analizei nuanta va fi bine pronuntata, de alb spre crem-galbui, datorata adaosului de hrisca;
Fermitate = rezistenta la presiunea externa aplicata produsului; stabilitate, pastrarea formei; se
ia o lingurita din produs si se aseaza peste produsul din pahar - se urmareste daca si cat timp 1si
pastreaza forma.

Miros = se vor inhala compusii volatili eliberati, mirosul trebuie sa fie placut, caracteristic unui
produs lactat fermentat, usor intepator, cu o nota de hrisca, fara miros strain;

Dulce-Acru = se va aprecia cat de acru este produsul;

Aroma de hriscd = se vor observa separat aspectul si gustul de hrisca (planta ierboasa
granularad); ulterior se va sesiza In produsul lactat fermentat intensitatea aromei de hrisca;
Smdantina = gust & aroma specifice de smantana;

Gust strdin = orice gust neplacut, diferit de cel caracteristic de produs lactat acid si hrisca;
Pliacut-intepator = caracteristica data de culturile lactice utilizate; formarea gazului cu aspect de
bule unitare conditionate de microflora normal3, sesizabile in cavitatea bucala; se va urmari
senzatia racoritoare, Intepatoare la limba;

Cremozitate = senzatie de catifelat, moale, o anume rezistenta la inghitire;

Vdscozitate = caracteristica ce oferd produsului rezistenta la curgere, consistent3;

Granulozitate = prezenta particulelor mai mari de coagul; lipsa de finete a coagulului;

Aftertaste = Gust remanent = senzatia ce persista In cavitatea bucala cateva secunde dupa ce
produsul a fost Inghifit.

Metoda de analizd statistica

in analiza senzoriald si in evaluarea profilului de aroma a fost utilizata, ca metoda de analiza
statisticd, Analiza Componentului Principal, tehnica de analiza multivariata. Sofware-ul utilizat
este Unscrambler X (versiunea 9.7) produs de Camo, Norvegia.

Determinarea profilului de aroma prin metoda GC/MS- SPME

Metoda de lucru utilizata este gaz-cromatografia cuplata cu spectrometrie de masa utilizand
microextractia din faza solidd (SPME). Pentru analiza cromatografica s-a folosit un gaz
cromatograf tip Trace GC Ultra cuplat, pentru detectarea compusilor, cu un spectrometru de
masa cu trapd ionica ITQ 900 produse de firma Thermo Scientific .

7.3.3. Rezultate si discutii

Evaluarea activitatii proteolitice a culturilor Flora Danica, La5® i L. casei® prin analizarea
produselor noi fabricate prin metoda OPA

Proteoliza produsa de bacteriile probiotice si bacteriile lactice a fost evaluata dupa fermentare,
in timpul depozitarii produselor in conditii de refrigerare.
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Asa cum se poate observa din figura 7.17, dupa primele sapte zile de depozitare apare o usoara
scadere a grupdrilor aminice libere pentru probele 1, 2 si 3, respectiv FD, FD+LA si FD+LC.
Acest lucru se poate datora consumului de aminoacizi de catre culturile de bacterii lactice in
prima faza post fermentare. Singura proba in care apare clar o crestere a proteolizei este proba
4, FD+LA+LC, pentru care se inregistreaza in ziua a saptea o crestere cu 10% a proteolizei.
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Figura 7.17. Variatia activitatii proteolitice pe durata termenului de valabilitate al produselor

In ceea ce priveste proteoliza, in timpul intregii perioade de depozitare a produselor lactate
fermentate, s-a constatat ca proteoliza In Proba 1 formata din lapte, hrisca si Flora Danica a
variat in unitati mici, aproape nesemnificativ, pe parcursul celor 21 de zile.

Proba 2, FD+LA, a avut in ziua a 14-a o crestere a proteolizei cu 9% ; din ziua 14 si pana in ziua
21 activitatea a crescut cu 58% fata de ziua a saptea.

Proba 3, FD+LC, a avut o valoare a proteolizei in ziua a 7-a mai scazutd, dar ulterior a crescut
succesiv pana in ziua 21 cu 40% fata de ziua a saptea.

Proba 4, FD+LA+LC, in ziua 7 a avut cea mai mare crestere a valorii proteolizei. Ulterior, pana in
ziua 21, proteoliza a crescut constant. Cresterea proteolizei din ziua 1 pana in ziua 21 a fost
realizata cu aproximativ 23%.

Rezultatele experimentale demonstreaza ca adaugarea de bacterii probiotice in probele 2, 3 si 4
creste nivelul proteolizei, fapt pus 1n evidenta si de alte cercetari (Donkor si al., 2006). Cea mai
mare crestere are loc In proba 4 1n care s-au addugat ambele culturi probiotice: LA-5® si L. casei
431®. De asemenea, adaosul de tulpini probiotice puternic proteolitice a determinat cresterea
numarului de grupari aminice libere, iar nivelul crescut al proteolizei sugereaza o rata de
supravietuire mai bunad a microorganismelor.

Analiza senzoriala a produselor noi fabricate industrial

Au fost luate in analiza doua categorii de degustatori: cu varsta peste 35 de ani si sub 35 de ani
deoarece se stie ca preferintele sunt de multe ori influentate de varsta consumatorilor.

De asemenea, s-a luat in calcul faptul ca degustatorii tineri au o preferintd mai mare pentru
produsele dulci, de tip desert, si prin urmare acestia ar putea sa nu aprecieze produsele
fermentate cu un gust acid pronuntat.
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Proba 1

suprafata

—&— Probal

Atributele senzoriale medii ale probelor P1-P4 pentru grupa de degustatori peste 35 ani sunt
prezentate in diagramele-radar de mai jos (figura 7.18).
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Figura 7.18. Atributele senzoriale medii ale probelor P1-P4 pentru grupa de degustatori peste 35 ani

Din centralizarea rezultatelor pentru degustatorii peste 35 ani, la aspect, punctajul maxim a fost
obtinut de proba 2, urmata de proba 4, pe ultimele doud locuri situdndu-se probele 3 si 1
(tabelul 7.5). La proba 1 s-a observat punctaj maxim la sinereza, valoare antagonica avand proba
4 (punctaj minim la sinereza). Acest rezultat se coreleaza si cu observatia anterioara ca nivelul
cel mai mare de proteoliza a fost prezent de asemenea in proba 4. Culoarea a fost apreciata cu
aproape acelasi scor, nefiind diferente considerabile intre rezultate pentru aprecierea acestui
indicator (figura 7.18).

Tabel 7.5. Rezultate medii ale principalelor atribute pentru grupa de varsta peste 35 de ani

Grupa de varsta peste 35 probal  proba2  proba3  probad

Aspect 3,07 3,22 3,11 3,18
Miros si gust 1,91 2,20 1,95 2,13
Textura si mouthfeel 1,06 0,70 0,97 1,24
Aftertaste 3,64 3,55 3,36 3,82

La categoria miros si gust, in medie, a fost preferata proba 2, urmata de proba 4, proba 3 si proba 1.
Atributul negativ, gustul strdin, a fost luat in analizd cu valoare negativa. S-a constatat ca
panelistii au sesizat la toate probele gust strain, dar cel mai puternic l-au remarcat la proba 3,
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cauzat cel mai probabil de aciditatea pronuntata si de gustul de hrisca. Punctajul cel mai mare a
fost obtinut de proba 4, urmata descrescator de probele 1, 3 si 2.

Punctajul pentru proba 4, cea mai bine cotata, a fost de doua ori mai mare fata de proba 3.

Din analiza componentului principal se observa ca primul component principal, PC1, explica
86,8 % din variatia totala. Proba 2 influenteaza cel mai mult PC1 si are scorul cel mai mare,
urmata Indeaproape de proba 4. Prin urmare putem considera ca proba care a obtinut cel mai
mare punctaj a fost proba nr. 2, urmata de proba 4.

Grupa de panelisti cu varsta sub 35 de ani nu a sesizat diferente prea mari intre probe.

Proba 1

. \. > fermitate
g\
2/

dulce-acru

miros

—®—Probal —&— Proba2

Proba 3 Proba 4

suprafata suprafata

iy,
vﬁsoo.zitate .{/.g;}{g‘é\}
L]

miros

placut

—&—Proba3 —&— Proba4

Figura 7.20. Atributele senzoriale medii ale probelor P1-P4 pentru grupa de degustatori sub 35 ani

Din centralizarea rezultatelor obtinute pentru degustatorii cu varsta sub 35 ani, la aspect
punctajul maxim a fost obtinut de proba 2, urmata de proba 4, pe ultimele doua locuri situandu-
se probele 3 si 1 (figura 7.20.). La proba 1 s-a notat punctaj maxim la sinereza, la fel ca pentru
categoria de degustatori peste 35 de ani, valoare antagonica avand proba 4 (punctaj minim la
sinereza).

Culoarea a fost apreciatd cu aproape acelasi scor, nefiind diferente considerabile intre rezultate
pentru aprecierea acestui indicator.

La categoria miros si gust, a fost preferata proba 2, la egalitate cu proba 4, urmate de probele 1 si
3 (Tabelul 7.6). Atributul negativ, gustul strdin, a fost luat n analiza cu valoare negativa. S-a
constatat ca panelistii au sesizat la toate probele gust strain, dar cel mai puternic l-au remarcat
la proba 3, cauzat cel mai probabil de aciditatea pronuntata si de gustul de hrisca.
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Tabel 7.6. Rezultate medii ale principalelor atribute pentru grupa de varsta sub 35 de ani

Grupa de varsta sub 35 probal proba2 proba3 probad

Aspect 3,46 3,13 2,46 3,14
Miros si gust 2,08 2,44 2,06 2,44
Textura si mouthfeel 1,333 1,233 0,667 0,633
Aftertaste 3,1 3,8 3,2 3,2

Asa cum se poate observa si In acest caz, proba 2 este cea care influenteaza cel mai mult
componentul principal 1, care explica 97% din variatia totala. Proba 4 este foarte apropiata de
proba 2 in preferintele consumatorilor sub 35 de ani, ca si in cele ale celor peste 35 de ani. Proba
1 influenteaza mult componentul principal 2, care explica doar 2% din variatia totala.

Prin urmare cele douda grupe de consumatori au apreciat ca produsul 2 se afla in fruntea
preferintelor, iar acesta este urmat foarte indeaproape de produsul 4.

Analiza profilului de aroma al produselor noi obtinute industrial prin utilizarea metodei GC/MS

Compusul cu ponderea cea mai mare dintre toti compusii volatili analizati este o etilcetona
(figura 7.23). lonii reprezentativi sunt 233, 247, 263. Timpul de retentie este 21.02 min.
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Figura 7.22. Continutul procentual de etil cetona in cele patru probe, in prima zi dupa fermentare

Aceasta etilcetona se gaseste in prima zi dupa fermentare in toate cele patru probe analizate
(figura 7.22.), dar continutul cel mai mare este in proba 1 (20,83%), urmata de probele 2 si 4 cu
17,2% respectiv 16,16% etilcetond. La timpul de retentie 28,54 minute a aparut si o
carboxialdehida (figura 7.24) avand urmatorii ioni cu abundenta cea mai mare: 89, 133, 277,
354.
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Figura 7.24. Ciclohexa-Carboxialdehida
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Prin analiza efectuatad s-a identificat un numar relativ redus de compusi carbonilici, dinamica
acestora in probe fiind reprezentati in figura 7.25. In toate cele patru probe, in primele sapte
zile de depozitare se constata o crestere a confinutului total de compusi carbonilici.
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Figura 7.25. Dinamica procesului de maturare a gelurilor lactice, exprimata prin intermediul compusilor
carbonilici

Cea mai mare crestere poate fi observata pentru proba nr. 4 (cu 18,53% mai mult in ziua 7 fata
de prima zi), iar cea mai redusa crestere pentru proba nr. 3 (cu 4,86% mai mult in ziua 7 fatd de
prima zi). Faptul ca in proba 2 cantitatea de compusi carbonilici este mai mare poate fi corelat cu
capacitatea lui La 5® de a produce mai multi compusi de aroma decéat L. casei-431®. Cresterea
in ziua a saptea ar putea fi explicatd prin continuarea proceselor fermentative pe durata
depozitarii produselor, chiar daca viteza de fermentare este mult mai redusa comparativ cu
etapa de termostatare propriu-zisa. Analiza SMPE a pus in evidenta doar compusi cu functiune
mixtd care au avut si grupe hidroxil in componentd, iar pentru lactone a fost identificata o
ciclohexa- carboxialdehida (figura 7.24) care ar putea fi un intermediar in sinteza unor lactone.

Cea mai mare provocare pe care o reprezinta identificarea compusilor de aroma in produsele
lactate este generata de continutul mare de lipide, proteine si carbohidrati care fac dificila
separarea compusilor volatili doar pe baza volatilitatii acestora.

Cu toate ca este dificila interpretarea compusilor volatili ob{inuti prin tehnica SPME, aceasta
metoda prezinta avantajul ca permite o cartografiere a componentelor majore de aroma ale
produselor lactate fermentate si ofera posibilitatea compararii amprentelor compusilor volatili
obtinuti in diferite conditii de procesare, fara insa a facilita o identificare si caracterizare completa a
compusilor volatili prezenti in gelul lactic.

Un alt mecanism important de care trebuie sa se {ind cont In analiza compusilor volatili este cel
al reactiilor Maillard care genereaza numerosi compusi intermediari de sinteza si care conduc la
aparitia unor compusi cu sulf si cu azot din clasa pirolilor, a furanilor, a indolului si altii (figura
7.26 a-d).

44



Aria relativa (%)

Aria relativa (%)

Aria relativa (%)

50.00 -
45.00 -
40.00 -
35.00 A
30.00 ~
25.00 ~
20.00 ~
15.00 -
10.00 -
5.00 A

0.00 -

60.00

50.00

40.00

30.00

20.00 ~

10.00 -

0.00 -

60.00

50.00 A

40.00

30.00 A

20.00 A

10.00

0.00 -

mzil mzi7

CompusicuS CompusicuN  Alti compusi Alcani

m7zi1 mzi7

Compusi cu S Compusi cu N Alcani

mzil mzi7

CompusicuS Compusi cu N Alcani

45



50.00
45.00
40.00 -
35.00 -
30.00 -
25.00 -
20.00 -
15.00
10.00

mzil mzi7

Aria relativa (%)

5.00 -
0.00

Compusi cu S Compusi cu N Alti compusi

d

Figura 7.26. Compozitia procentuala a compusilor cu sulf, cu azot, a alcanilor si a unor precursori ai
hormonilor in probele 1 (a), 2 (b), 3 (¢) si 4 (d)

Compusii cu azot si sulf se formeaza ca urmare a proteolizei catalizate de enzimele microbiene
si, In acelasi timp, compusii nou formati servesc ca sursa de hrana pentru bacteriile lactice. Asa
cum se poate observa din figurile 7.26a, 7.26.b, 7.26¢ si 7.26d, compusii cu sulf si cu azot variaza
semnificativ in probele 1 si 3, iar in proba 4 se inregistreaza diferente semnificative dupa 7 zile
de depozitare numai pentru compusii cu sulf. Nivelul ridicat al proteolizei, observat printr-o
concentratie crescutda de compusi cu azot si sulf, poate fi explicat pentru proba 4 de numarul
mare de celule din proba 4 si poate fi corelat cu rezultatele obtinute prin metoda OPA. In proba
2, cu toate ca se observa o crestere usoara a concentratiei de compusi cu S si cu N, diferentele
inregistrate nu sunt semnificative intre prima si a saptea zi. De asemenea, se observa ca pentru
proba 2 concentratia totala de compusi volatili cu sulf si azot este mai mare decat in proba 1, atat
in prima cat si in a saptea zi de depozitare. Cel mai mare procent de compusi cu azot si sulf se
gasesc in proba 3 care are un continut total de 69,53% in prima zi si de 63,67% in ziua a saptea.
Acesta este justificat de numarul mai mare de celule din proba 3, comparativ cu proba 2. De
asemenea, aceastd concentratie mare de compusi volatili cu azot si sulf poate fi explicata de un
echilibru mai bun intre cantitatea formatd si cea consumatd, ca sursa de hrand, de catre
bacteriile lactice din proba 2. Se stie ca L. acidophilus se adapteaza mai greu si are o rata de
supravietuire mai redusa in produse lactate comparativ cu L. casei, deoarece acesta nu este de
originar din lapte. Proteoliza mai intensa ar putea sa explice acceptabilitatea mai redusa de catre
consumatori a probei 3 comparativ cu proba 2. Nu numai aspectul probelor poate fi influentat de
produsii de reactie Maillard, gustul neplacut al compusilor cu S sau al altor compusi din clasa
furanilor si a piranilor putand sa justifice diferentele aparute in decizia de acceptare a acestor
produse.

Profilul compusilor volatili din proba 4 prezintd o concentratie asemanatoare de compusi cu N si
S (68,31%) in prima zi de depozitare ca si proba 3, dar o concentratie mai mica cu 13,11%
comparativ cu proba 3 in a saptea zi de depozitare.

Un derivat al indolului se formeaza la 7 zile In proba 1, C1gH15sNO>, la timpul de retentie 0,77 si
are ionii reprezentativi 277, 278 si 279 (figura 7.28).
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Figura 7.28. C1gH15NO (derivat indol)

In ziua a 7-a in proba 1 s-a mai format un derivat al furanului C14H1403 (figura 7.29) avand ionii
reprezentativi 149, 233, 167 si 104. Acesta este probabil sa fi aparut in timpul reactiilor Maillard
care au avut loc la tratamentul termic al laptelui - materie prima pentru produsul lactat
fermentat sau este posibil sa se fi format in timpul desorbtiei compusilor de pe fibra SPME in
injectorul gaz cromatografului.
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Figura 7.29. C14H1403 (derivat furan)

Reprezentantul dionelor (figura 7.30) este un compus din clasa furanilor, dar este de remarcat
in acest caz probabilitatea foarte mica care i-a fost atribuita la compararea spectrelor ionilor
reprezentativi cu spectrele bibliotecii Wiley.
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Figura 7.30. Diona

Acest compus prezent in probe este probabil sa fi aparut ca urmare a transformarilor de
metabolism suferite de lipidele din lapte.

Dintre compusii mai putin Intalniti se remarca prezenta unor precursori ai hormonilor cuplati cu
tiocianoderivati, cum sunt 1,2-etandiol acetat, (5a)-colestan-3-ona, ciclica CAS), gigantina,
lucenina 2, precum si compusi cu valoare fiziologicA mare cum sunt normetadolul si
secobarbitalul care pot sa provina din proteoliza proteinelor din lapte care conduc la aparitia
peptidelor bioactive care ulterior se pot asocia cu acizi carboxilici.

Analiza comparativa a celor patru probe dupa prima zi de fermentare, efectuata cu ajutorul
metodelor statistice multivariate, arata ca sunt patru componente principale dupa care poate fi
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impartita variatia compozitiei compusilor volatili din cele 4 probe (figura 7.35). Proba 4 este
influentata semnificativ de componentul principal PC4, responsabil pentru 18% din variatia
totala. In figura 7.35 se observa ca proba 2 este influentata de PC2, proba 1 de PC1 si proba 3 de
PC3. Practic, asa cum poate fi observat, probele isi distribuie variatia total3, fiecare dupa cate un

component principal.
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Figura 7.35. Gruparea de tip cluster a compusilor pentru probele de Sana si influenta componentelor

principale

Asa cum se observa in figura 7.36 in ziua a 7-a de depozitare profilul de aroma se modifica; in
cazul probei 1 creste concentratia de etilcetone, se formeaza derivatii acidului propanoic si alti
compusi caracteristici fermentatiei, diene, metil ester, dar si noi derivati ai pirolului.
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Figura 7.36. Gruparea de tip cluster a compusilor pentru probele de Sana si influenta componentelor
principale in a saptea zi de depozitare

Analiza componentului principal la sapte zile arata ca probele sunt grupate diferit fata de prima
zi. Astfel proba 4 si proba 1 sunt influentate semnificativ de componentul principal PC1, dar sunt
in sectoare diferite si acest lucru le diferentiaza puternic. Probele 2 si 3 sunt influentate de
componentele principale PC2 si PC4. Componetele principale PC3 si PC 4 explica mai putin din
variatia totala, doar 11% fata de componentele principale PC1 si PC2 care explica 81% din
variatia totald. In proba 4 se disting compusii cu sulf (C23H2405S si C17H10CIN302S) cu un rol
important, iar in proba 1 cei cu oxigen.

Probele 2 si 3 se situeaza In cadrane diferite In functie de componentele principale PC3 si PC 4.
Aceeasi etil cetona observata in prima zi de depozitare apare si la sapte zile In toate probele, mai
putin in proba 3.

Analiza componentului principal plaseaza din nou proba 2 intr-o pozitie avansata fata de
celelalte probe pentru toate cele patru componente considerate.

7.3.4. Concluzii partiale

> In urma analizei nivelului de proteolizi s-a remarcat ca aceasta este diferitd in cele 4 probe
de produse noi fabricate industrial.

> In cazul bacteriilor lactice, fird adaos de probiotice, se observd pe intreaga durati de
depozitare o activitate proteolitica redusa.

» Rezultatele experimentale demonstreaza ca adaugarea de bacterii probiotice creste nivelul
proteolizei.

» Adaosul de tulpini probiotice, datorita activitatii lor proteolitice, a determinat cresterea
numarului de grupari aminice libere.

» Nivelul crescut al proteolizei sugereazd o rata de supravietuire mai buna a
microorganismelor, in special a tulpinilor probiotice, ceea ce si dorim.

» S-a decis consumul acestor produse dupa o perioada mai scurta (7 zile) pentru a nu aparea
modificari semnificative ale gustului. De asemenea, Incarcitura microbiana mare rezultata
din nivelul ridicat de inoculare fatd de produsele clasice duce la o limitare a termenului de
valabilitate.

» Degustarea s-a realizat in a saptea zi de pastrare a produsului lactat fermentat. Pentru
degustatorii peste 35 ani, punctajul maxim a fost obtinut de proba 2, urmata de proba 4, pe
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ultimele doua locuri situandu-se probele 3 si 1. Grupa de panelisti cu varsta sub 35 de ani
nu a sesizat diferente prea mari intre probe. Si in acest caz, proba 2 este influentata cel mai
mult de componentul principal PC1, care explica 97% din variatia totald. Proba 4 este foarte
apropiata de proba 2 in preferinfele consumatorilor sub 35 de ani, ca si in cele ale celor
peste 35 de ani. Prin urmare cele doua grupe de consumatori au apreciat ca proba 2 (lapte
+ faina de hrisca 5% + Flora Danica + La-5®) se afla in fruntea preferintelor, iar aceasta
este urmata foarte indeaproape de proba 4 (lapte + faina de hrisca 5% + Flora Danica + La-
5® + L.casei-431®)

> In profilul de aroma al probelor 1, 2, 3 si 4 dupa prima zi de fermentare existi diferente care
pot fi puse in evidenta cu ajutorul analizei GC/MS si prin interpretare statistica multivariata
a rezultatelor obtinute.

> Dupi sapte zile de depozitare profilul compusilor de aroma se modificd semnificativ. In
cazul probei 1 creste concentratia de etilcetone, se formeaza derivati ai acidului propanoic
si alti compusi caracteristici fermentatiei (diene, metil esteri, dar si derivati ai pirolului).

» Totalul compusilor volatili cu azot si sulf prezenti in analiza GC/MS SPME indica o
proteolizda mai intensd in proba 4, In concordantd cu testele biochimice si analizele
microbiologice.

» Cu toate ca nu au putut fi identificati compusii specifici simpli de aroma pentru produsele
fermentate, ci derivati ai acestora datorita reactiilor chimice care au avut loc, maparea
spectrului de aroma a pus In evidenta o serie de diferente intre probe si compusi specifici
care au putut fi asociati cu intensitatea si natura proceselor fermentative.

» Este importanta corelatia rezultatelor obtinute pentru proba 2 din punctul de vedere al
preferintelor degustatorilor si al profilului de aroma determinat instrumental, ceea ce
califica acest produs ca si un bun candidat pentru lansarea pe piata.

8. CONCLUZII FINALE

Studiile incluse in teza de doctorat intitulata Cercetari privind supravietuirea in conditii de
simbiozd a unor tulpini de bacterii probiotice in produsele lactate fermentate contribuie la o
mai buna cunoastere a supravietuirii si stabilitatii unor culturi probiotice in produsele lactate
fermentate in conditii mezofile, in prezenta adaosurilor de produse prebiotice. Cunoasterea
dinamicii si comportamentului culturilor probiotice pe durata fermentarii si a depozitarii
produselor la temperatura de 4°C, timp de 21 de zile, permite procesatorilor din industria
laptelui sa diversifice gama de produse lactate probiotice cu proprietati nutritive si functionale
imbunatatite, utilizdnd ca vector produsele lactate mezofile, foarte populare in anumite tari,
precum: Romania, tarile scandinave, Rusia si Ucraina.

Pe baza concluziilor partiale prezentate la finalul fiecarui capitol din cadrul studiului
experimental, In sumarul de mai jos sunt evidentiate concluziile generale ale studiului:

» Culturile starter probiotice studiate, Lactobacillus acidophilus LA-5®, Lactobacillus casei
subsp. paracasei L. casei -431®si Bifidobacterium bifidus BB-12® sunt culturi comerciale
produse de compania daneza Chr. Hansen, pentru care exista studii tehnologice si clinice si
o descriere detaliatd a proprietatilor si a comportamentului biotehnologic. Cele trei culturi
probiotice au fost utilizate n culturi multiple impreuna cu cultura mezofild Flora Danica, in
vederea obtinerii de produse lactate tip Sana. S-a urmarit comportamentul biotehnologic si
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mentinerea viabilitatii bacteriilor probiotice in conditii de refrigerare pe perioada
termenului de valabilitate (21 de zile).

Multiplicarea si stabilitatea tulpinilor probiotice utilizate in culturi multiple cu cultura
mezofila Flora Danica variaza in functie de tulpina si de combinatiile utilizate, Insa cea mai
buna combinatie, in care s-a inregistrat un comportament considerat adecvat din punctul de
vedere al calitatii si al asigurarii caracterului functional al produselor fermentate, este
FD+LA+LC in care culturile sunt inoculate in proportii egale (o concentratie de celule in
inocul de 9 ufc/mL pentru fiecare culturd) .

In ceea ce priveste mentinerea viabilititii bacteriilor probiotice in timpul celor 21 de zile de
pastrare la temperatura de 4°C, cel mai mare grad de supravietuire de 8 log ufc/mL si
respectiv de 9 log ufc/mL l-au prezentat culturile: a) L. casei 431® In combinatia
FD+LC+BB si b) LA-5® in combinatia FD+LA+LC.

Avand 1n vedere comportamentul biotehnologic si gradul de supravetuire in produsul finit,
culturile probiotice LA-5® si L. casei 431® au fost selectate pentru optimizarea conditiilor
biotehnologice de obtinere a produselor lactate probiotice (tip Sana) in culturi starter
multiple cu cultura Flora Danica.

S-a demonstrat ca principalii factori care influenteaza viabilitatea celulelor culturilor
probiotice analizate In culturi multiple sunt: temperatura de fermentare, raportul
cultura probiotica:culturd mezofila (Flora Danica) si concentratia de faina de hrisca,
adaugata cu rol prebiotic. Aceste concluzii au fost reliefate prin utilizarea metodelor
de modelare matematica si analiza statistica, folosind metoda Plackett-Burman si
metoda analizei suprafetei de raspuns. Modele matematice identificate descriu
fidelitatea proceselor practice, rezultatele fiind confirmate prin validare.

In vederea obtinerii unui produs de tip Sana cu culturi probiotice si adaos de prebiotice in
care sa se asigure o concentratie standardizata de celule viabile de 9 log ufc/mL, in cazul
culturii LA-5®, dupa 7 zile de pastrare la temperatura de 4°C trebuie sd se respecte
urmatoarele conditii biotehnologice: sa se adauge in lapte 5% (m/v) faina de hrisca, un
inocul format dintr-un raport optim cultura probiotica:cultura mezofila Flora Danica
cuprins intre 1,46 - 1,56, si o temperatura de fermentare cuprinsa intre 35,5...42°C.

In cazul culturii L. casei-431®, o concentratie de celule viabile de 8,8 log ufc/mL dupi 7
zile de pastrare la temperatura de 4°C se obtine daca se respecta urmatoarele conditii
fermentative: un adaos de 5% (m/v) fdind de hrisca In lapte, un raport cultura
probiotica:culturda mezofila Flora Danica cuprins intre 1,48 - 2,0 si o temperatura de
fermentare cuprinsa intre 37...42°C.

Pentru produsele in care se utilizeaza ambele culturi starter probiotice, pentru a asigura
concentratia standard de celule viabile in produsul finit pe toata perioada termenului de
valabilitate, se recomanda respectarea urmatoarelor conditii biotehnologice: temperatura
de fermentare 37°C, un adaos de 5% (m/v) faind de hrisca si un raport de culturi
probiotice:cultura mezofila Flora Danica de 2,0.

Au fost obtinute in conditii industriale la S.C. Almera International SRL Bacdau produsele
probiotice tip Sana noi formulate si s-au evaluat calitatea microbiologica, analiza
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compozitionald si viabilitatea culturilor probiotice LA-5® si L. casei 431®. Culturile
probiotice si cultura mezofila Flora Danica au prezentat un comportament diferit in
multiplicare si crestere in perioada de fermentare si o evolutie diferita in ceea ce priveste
gradul de supravietuire la depozitare prin refrigerare in produsele fermentate, comparativ
cu cazul In care fermentatiile au fost conduse la nivel de laborator.

» S-a demonstrat ca tulpina L. caser - 431® prezinta o rezistenta superioara in conditiile
fermentative testate in toate combinatiile de culturi starter utilizate, ceea ce o recomanda
pentru obtinerea de produse probiotice tip Sana, in care si adaosul de 5% faina de hrisca
are un rol important.

» Prin tehnica de analiza spectrala FTIR s-a caracterizat profilul compozitional al gruparilor
functionale din structura moleculelor compusilor bioactivi din produsele lactate obtinute la
nivel industrial. S-a demonstrat existenta unor diferente clare de compozitie a produselor
fermentate, corelata cu tipul si combinatia de culturi starter utilizate. Din analiza spectrelor
obtinute se certifica prezenta compusilor bioactivi cu rol functional din compozitia
produselor fermentate analizate, care 1si pastreaza stabilitatea biochimica si microbiologica
in timpul conservarii pe toata perioada termenului de valabilitate.

» Evaluarea transformarilor biochimice in produsele lactate functionale fermentate obtinute la
nivel industrial cu culturi probiotice multiple si adaos de faina de hrisca demonstreaza ca
utilizarea culturilor probiotice intensifica procesul de proteoliza cu cresterea numarului de
grupari aminice libere, ceea ce asigura un grad de supravietuire superior al bacteriilor
probiotice.

» Pentru a nu apdrea modificari semnificative ale gustului datorita nivelului ridicat de
inoculare (incarcatura microbiana mare) fata de produsele clasice si a adaosului de faina de
hrisca s-a decis pentru aceasta etapa a studiului limitarea termenului de valabilitate al
produselor obtinute industrial la 7 zile.

» Analiza profilului compusilor de aroma in produsele obtinute industrial a demonstrat ca
exista diferente de compozitie in functie de varianta de fermentare pentru care se opteaza,
care au fost puse in evidentd cu ajutorul analizei GC-MS si prin interpretare statistica
multivariata a rezultatelor obtinute. Profilul compusilor de aroma se modifica semnificativ
in timpul pastrarii produselor. Prezenta in concentratii ridicate a compusilor volatili cu azot
si sulf indica o proteoliza mai intensa in produsul obtinut cu combinatia de culturi
FD+LA+LC, in corelatie si cu testele biochimice si analizele microbiologice realizate.

> In ceea ce priveste analiza senzoriald a produselor noi obtinute industrial, panelul de
degustatori a apreciat in primul rand produsul in care s-a utilizat cultura La-5® in
combinatie cu Flora Danica si apoi produsul obtinut cu combinatia de culturi La-5® +
L.casei 431® si Flora Danica, in ambele cazuri adaugandu-se in mediul de fermentare si 5%
faind de hrisca.

In final, putem concluziona ca tulpinile probiotice comercializate de compania Chr. Hansen, LA-
5®si L.casei -4318, utilizate sub forma de culturi DVS, au capacitatea de a protocoopera si de a
supravietui in culturi multiple. In produsele lactate fermentate mezofile tip Sana, in care laptele
se suplimenteaza cu 5% fdina de hriscd, metabolismul culturilor starter probiotice este mult
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imbunatatit. Totodatd, acceptabilitatea demonstratd a consumatorilor fatd de aceste produse
creaza toate premisele lansarii pe piata de noi produse lactate functionale.

9. Contributii la dezvoltarea cunoasterii in domeniu si perspective

Alimentele functionale, in special cele cu efecte asupra sanatatii gastro-intestinale si a imunitatii,
cum sunt cele probiotice, prezintd un potential imens si se gasesc in topul temelor si proiectelor
de cercetare dezvoltate la nivel mondial. Dezvoltarea fara precedent a producerii alimentelor
functionale reprezinta un raspuns la tendintele globale de consum si a fost posibild ca urmare a
volumului mare de date acumulate din cercetarea stiintifica, care au dovedit importanta unor
compusi in promovarea si mentinerea sanatatii.

Cunoasterea comportamentului culturilor starter probiotice, pe durata fermentarii si a
depozitarii produselor la temperatura 4°C, timp de 21 de zile, poate sprijini producatorii din
industria laptelui in dezvoltarea de produse lactate probiotice noi, utilizind ca vector produsele
lactate fermentate mezofile, care se gasesc in topul preferintelor de consum ale romanilor, dar si
ale consumatorilor din {arile scandinave, Rusia, Ucraina.

» Teza de doctorat intitulata Cercetari privind supravietuirea in conditii de simbioza a unor
tulpini de bacterii probiotice in produsele lactate fermentate ofera o serie de date cu valoare
fundamentalad si aplicativa ce contribuie la diversificarea gamei de produse functionale
printr-o mai buna cunoastere a comportamentului biotehnologic si a stabilitatii si
supravietuirii unor culturi probiotice (produse si comercializate de compania Christian
Hansen) in produsele lactate fermentate in conditii favorabile bacteriilor mezofile, in
prezenta adaosurilor de produse prebiotice. Studiul este considerat interesant si de
compania Chr. Hansen, care este lider mondial in productia de culturi si de bacterii
probiotice. Compania are o experienta de peste 100 ani In dezvoltarea de culturi lactice si de
peste 40 in utilizarea bacteriilor probiotice in aplicatia iaurt, dar o experienta extrem de
limitata n ceea ce priveste utilizarea bacteriilor probiotice in produse lactate fermentate
mezofile. Compania Chr. Hansen a furnizat culturile Flora Danica si a sustinut o parte din
cercetdrile efectuate in cadrul tezei de doctorat.

Contributiile originale ale tezei de doctorat pot fi sintetizate dupa cum urmeaza:

» S-a studiat comportamentul biotehnologic, stabilitatea si supravietuirea unor tulpini
probiotice foarte bine documentate clinic, respectiv Lactobacillus acidophilus (LA-5®),
Lactobacillus casei subsp. paracasei (L. casei -431®), Bifidobacterium bifidus (BB-129),
folosind un vector alimentar nou, reprezentat de produsele lactate fermentate mezofile, cu
adaos faina de hrisca, element de noutate pentru Romania. Rezultatele deschid noi
oportunitati de diversificare a produselor lactate functionale cu bacterii probiotice
fermentate cu culturi starter mezofile multiple.

» S-a dovedit extrem de utila valorificarea fainii de hrisca cu efecte benefice asupra
metabolismului bacteriilor lactice si desigur cu impact deosebit asupra sanatatii
consumatorilor. Odatd cu ‘"revoluia naturista”, hrisca a revenit in prim-planul
producatorilor de alimente, dar si al cercetdtorilor in domeniul medical, fiind practic
redescoperita ca aliment-medicament. Exista un numar foarte restrans de studii referitoare
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la rolul ei de a potenta activitatea bacteriilor probiotice din alimente. Sunt evidentiate in
teza de doctorat si oportunitatile de valorificare a potentialului ridicat pe care il are hrisca
pentru utilizare in alimentatie.

» S-a demonstrat posibilitatea obtinerii la nivel industrial a produselor fermentate nou
formulate si s-au stabilit conditiile biotehnologice optime pentru obtinerea produselor de
calitate, cu asigurarea rolului functional, demonstrat pe baza caracterizarii fizico-chimice si
microbiologice, utilizdnd metode moderne de investigare, modelare matematica si analiza
statistica.

Rezultatele obtinute asigura premise noi pentru dezvoltarea in Romania a productiei de
produse probiotice de calitate, cu impact deosebit asupra diversificarii gamei de produse
alimentare sdnatoase si cresterii calitatii vietii.

10. Diseminarea rezultatelor cercetarilor

Rezultatele cercetarilor desfasurate In cadrul tezei de doctorat au fost prezentate pentru
diseminare in patru articole reprezentative pentru domeniul abordat (unul in revista citata ISI si
trei in reviste indexate In baze de date internationale). Unele rezultate au fost comunicate la
doua manifestari internationale organizate la Universitatea ,Dundrea de Jos” din Galati
(Simpozionul international Euro-aliment, octombrie 2011, Galai - lucrarea “Study of
physiological properties of some properties of some probiotics in multiple cultures with
mesophilic lactic acid bacteria”) si la Universitatea de Stiinfe Agricole si Medicina Veterinara din
Cluj-Napoca (Simpozionul international “Perspective ale Agriculturii Mileniului I11”, septembrie
2012 - lucrarea “Evaluation of Some Factors with Significant Influence on Functionality and
Viability of Probiotic Strains LA-5® and L. Casei 431® in Multiple Starter Cultures in Mesophilic
Fermented Milk”).
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2. Daniela Paraschiv, Aida Vasile, Madalina Constantin, Alexandru Ciobanu, Gabriela Bahrim, Study of
physiological properties of some probiotics in multiple cultures with mesophilic lactic acid
bacteria by Flora Danica Chr. Hansen commercial starter, 2011 The Annals of the University
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