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ETAPA III
IDENTIFICAREA TULPINILOR DE BACTERII LACTICE SELECTIONATE I
CARACTERIZAREA METABOLITILOR DE INTERES

In decursul acestei etape, folosind metodele crognafice de testarésgl Permeation
Chromatography =GPC), au fost selectate 12 tulpiproducitoare de exopolizaharide
(EPS): P37, P63, P75, P93, P109, P112, P113, P124, P127, P133, P138. De la adintre
aceste tulpini au putut fi izolate EPS din medieladilitus prin precipitiri cu TCA si aceton.

In cazul celorlalte 3 tulpini, cantitatea de EP8duse este, probabil foarte micau acestea
co-precipiti cu proteinele la adigarea TCAi nu mai pot fi detectate la precipitarea cu acg&ton

Izolarea exopolizaharidelor s-a realizat #flupetoda propusde dtre De Vuystsi
Degeest (1999). Aceasta presupune Tadepa proteinelor din mediul de culiuprin
precipitarea acestora cu acid tricloracetic (TCémat de precipitarea polizaharidelor cu
acetod. Pentru cultivarea bacteriilor proditcare de EPS a fost folosit mediul MRS filtrat.
Polizaharidele ofinute au fost dizolvate in apltrapus si dializate sau uscatg cantrite,
pentru determinarea cantitativCele mai mari cantiti, de peste 10 g/l, au fost taute pentru
tulpinile P109, P11%i P127, izolate din gogari, morcovi, respectiv vaiizalba, toate
proaspete.

Pentru_determinarea masei moleculare a EPS izglgerificate prin dializ, a fost
folositd aceiai tehnica cromatografié bazai pe GPC, descrismai sus. Comparand profilele
de eluie ale probelor cu cele ale standardelor cuanmagleculai cunoscut, se poate face o
estimare a masei moleculare a EPS testate. To&&BRte in acest studiu au masa moled&ular
mai mare decat 1400 KDa (fiind eluate Tnainte dardaul cu masa de 1400 KDa).

Determinarea compa#i glucidice a fost#cuti folosind exopolizaharidele purificate
prin dializa, care au fost hidrolizate cu HCI 8N timp de 3 lar&00C (Vaningelgensi colab.,
2004), iar apoi au fost analizate cu ajutorul telimle cromatografie in strat gire (TLC=
Thin-Layer Chromatography), folosind un sistem sartomat CAMAG (Muttenz, Germany).
Elutia s-a realizat cu un amestec 1-butanol/acid degiic6/1/2 (v/v). Benzile ofinute au fost
vizualizate cu acid p-aminobenzoic. Ca standardestuolosite urmtoarele glucide: glucoza,
riboza, xiloza, arabinoza, fructoza, manoza, galat ramnoza (Fluka, Sigma-Adrich),
glucozaminai galactozamina (Calbiochem, Inc. San Diego, CAancentratie depd/ml.

In urma analizei TLC, s-a observat prezeanei benzi foarte intense corespunzand
galactozei; se mai pot observa unele benzi manpaotense, corespudtoare din punct de
vedere al distari de migrare cu riboza sau xiloza, dar acestepuéea fisi resturi de
oligozaharide, rezultate in urma unei hidrolizeomplete. Pentru a avea infortmanai exacte
privind compoziia glucidici a EPS, este nevoié se foloseagcsi alte tehnici de analiz cum
ar fi cromatografia de lichide de Tnaperformam (HPLC). De asemenea, pentru a elimina
benzile interferente, s-ar putea incerca o hidi@iEPS pentru o pericadhai indelungdit sau
n condiii mai drastice.

Pentru testarea potgaiului prebiotic, au fost selectate trei tulpiRi109, P1273i tulpina
406 (selectatin etapa anteriod), care produc candifi mari de EPS. Polimerii purifi¢asi
liofilizati au fost dizolvd in ap pura (10 g/l). A fost testatrezistea EPS la pH szut (pH
2.0, ajustat cu HCI), la autoclavagein urma tratamentului cu pep8iiipH 2.0), respectiv
pancreatia (pH 7.0). Probele prelevate au fost supuse tah@RC. EPS nu au fost degradate




dupa expunerea la pH 8zut sau la atunea unor enzime digestive. Mai mult, acesteaoat f
metabolizate gor de alte bacterii lactice cu efect antibacterian.

A fost continuat activitatea de evaluarepaoprietatilor antifungice ale unor izolate
de bacterii lacticgi s-a stabilit spectrul de aigne pentru 12 dintre acestea. S-a eviide T
unele tulpini au o foarte baragine inhibitoare fa de fungi micotoxigeniAspergillus flavus,
Fusarium graminearum si F. culmorum). Pentru determinarea mecanismul inhibitor a fost
determinat, in principal, producerea de acizi organici: deictic, acid acetic, acid fenillactic
si acid hidroxifenillactic (prin HPLC). Datele ghute sunt in concordgncu cele din literatura
de specialitate, sugerand activitatea antifungica tulpinilor bacteriene testate se datofieaz
in primul rénd, producerii de acizi organici. Exgedace tulpina P43 care, desintetizeaz
cantititi reduse de acizi organici, prezinbtusi o buri agiune antifungié fata de anumite
tulpini de interes, ceea ce insedneh efectul inhibitor se datoreaaltor mecanisme (cel mai
probabil producerea de bacteriocine saucaimpui peptidici inhibitori).

O atenie special a fost acordatagiunii bacteriilor lactice selectate asupra unopituil
de Aspergillus (A. flavus si A. ochraceus) izolate din diferite surse (paine, semincereale),
potenial producétoare de aflatoxine, respectiv ochrataxgn de Fusarium (F. culmorum, F.
graminearum) cunoscute a fi prodédtoare de deoxinivalenol.

Analizele efectuate ilustreaod burd agiune inhibitoare feg de noile tulpini fungice
testate. In plus, prin examinarea la microscopticapinteragunilor antagoniste manifestate
de tulpinile de bacterii lactice P3BP58 (tulpini care au manifestat un spectru dieiae destul
de larg) faa de fungii din genuBspergillus au fost observate unele alterale hifelor miceliene
precum: fragmediti, liza pereilor celulari si scurgerea camutului citoplasmatic, asucirea
termingiilor de cretere miceliai pentru evitarea contactului cu tulpinile antagtmis

Un alt aspect examinat in cazul unora dintre tilpitacteriene selectate a fost
producerea de fitézenzind important in degradarea fitatului. Fitatul este abundectneale,
legume, uleiuri, semie etc. unde reprezinintre 50%si 80% din totalul compgilor cu fosfor.
Fitatul este greu degradabil dere animale datoritnivelului insuficient de fitaze de la nivelul
intestinului. De asemenea, s-a demonstiafcdul fitic este un antinutrient, el formand
complexe cu proteine, aminoacizio serie de ioni (de calciu, magneziu, ffezinc) sézand
n acest fel absotia lor la nivel intestinal (Harog colab., 2008; Sumengein colab, 2012).
De aceea, detectarea cap#title biosintez a fitazei de atre tulpini de bacterii lactice ar putea
constitui un avantaj in ceea ce psiteeutilizarea acestora n diferite tehnologii.

Pentru determinarea actiui fitazice a fost utilizat metoda descrisde Sumengesi
colab. (2013), primele test evidertiind activitate fitazié (la un nivel sgézut comparativ cu
datele din literatura de specialitate) la tulpirifg, P58si, posibil la P61. Datele ginute sunt
Tncurajatoare, urmand ca in etapa dtoare 4 fie optimizai metoda de dozare a acestor
enzime.

In cadrul experimentelor din aceastap a fost determinatsi capacitatea bacteriilor
de a_indefirta deoxinivalenolul (DON) din mediul de culiutevaluarea fiind &cuti prin
HPLC). Trei dintre tulpinile testate, P8, Rb®61, au evideimt capacitatea de a reduce nivelul
DON din supernatant prin legare la suptafeelulai sau, in cazul tulpinii P58, posilil prin
alte mecanisme (de exemplu degradare).

In ceea ce priwge compuyii responsabili deactivitatea antibacteriana a tulpinilor
selectate, In aceasttap au fost studiate: apa oxigeaat bacteriocinele.

Unul dintre metabafii cu activitate antimicrobian produs de bacteriile lactice este
peroxidul de hidrogen (¥D-). Peroxidul de hidrogen agneaz asupra celulelor sensibile prin
oxidarea lipidelor de la nivelul membranei plasim®inducand destabilizarea membranei, dar
si prin oxidarea proteinelogi acizilor nucleici. S-a constatat faptul €120, prezint efect
antimicrobian fga de o serie de tulpini apgarand genurilor:Pseudomonas, Escherichia,
Salmonella, Saphylococcus, Candida etc. Eliberareai concentrga compgilor cu agiune




antimicrobiar este dependentle cele mai multe ori de cotide de cultivare. In cadrul acestei
etape au fost selectate cateva tulpini de badgaice cu activitate antibacteriagi a fost
evaluai producerea de 3, n condiii de cultivare.

Pentru determinarea concenigade HO> bacteriile lactice au fost cultivate Th mediu
MRS timp de 24h la 3T; dug dezvoltare celulele au fost resuspendate in niRENMI 1640
fara rosu fenol (Biochrom), panla o densitate de %@el/ml. In paralel, tulpinile au fost
cultivate Tn mediu RPMI 1640 suplimentat cu glucg¥%) si respectiv cu MnSg(0.04%),
pentru a observa influeam celor doi compyi asupra producerii de .. Probele au fost
incubate timp de 4h la 8C. Martorul este reprezentat de bacteriile lagtic@ediu RPMI 1640
standard. Determinarea-€h eliberat de bacteriile lactice in mediu s-a realiza ajutorul
kitului Amplex-red (Invitrogen, USA) prin citireabgorbantei la 590nm, utilizand sistemul
BioTek- Synergy HTX Gen 52.06.

Cea mai ridicai concentrge de HO> a fost produs de tulpina VL47 in mediu RPMI
1640, respectiv de 4.1 uM de tulpinile P128, P141, P126 P130 in mediu RPMI 1640
suplimentat cu MnSgbhtinandu-se concentigpeste 4 uM. Crgerea concenttiei de glucoz
in mediu nu a determinat o modificare semnificativproducerii de KD, iar in cazul unor
tulpini a indus chiar o édere a acesteia (SE25, VL47, P141, P135).

Mai mult, prezefa MnSQ Th mediul de cultura indus o crgere a producerii de 40
la 7 din cele 10 tulpini analizate. Este cunoskadtul ci bacteriile lactice nu prezihgruparea
hem si nu utilizeaz sistemul citocrom in procesele de oxidare. Elezipt® o serie de
flavoproteine care transfotoxigenul in HO: si, datoriti faptului & nu prezini catalai, are
loc acumularea in exces a® (Pascuasi colab., 2006). Deoarece bacteriile lactice nzjora
superoxid dismutaza pentru a se proteja de spewdetive de oxigen ele neutralizéaz
superoxidul cu ajutorul ionilor de mangan (Archibsil Fridovich, 1981); din acest motiv. am
ales suplimentarea mediul cu Mn.

In vederea utilirii in practic, este esgial sa se cunoagccondiiile Tn care bacteriile
produc cantittile maxime de_bacteriocing modul in care se comparacati compui in
prezena altor bacterii sau a altor congpgimilari din mediu. Studiile din literatérarat ca
unele bacteriocine sunt produse in cétitihai mari in anumite congii de stres (Kanmari
colab., 2012), inclusiv Tn cazul co-culini cu alte tulpini bacteriene (Maldonado-Barragan
colab., 2013). Compoza mediului de cultdr si condiiile de incubare afecteazemnificativ
producerea bacteriocinelor (Kanmanicolab., 2012; Péreg colab., 2014). Mai mult, este
cunoscut faptul &£ bacteriocinele sunt produse in caiitimai mari in fermentale in vitro, in
condtii de laborator, decén vivo, Tn matricea unui aliment fermentat, de exemple YDiyst
si Leroy, 2007).

In aceast etaf, cele trei tulpini de bacterii lactice sefienate in etapa anteriagaiP40,
P49si P50, izolate din bar au fost folosite pentru testarea efectului cpiholi de cultivare
asupra crgerii si producerii de bacteriocine. In plus, a fost tésiacapacitatea de cgeeresi
producere de bacteriocine in pregerunor prebiotice sau exopolizaharide cu pgaén
prebiotic, ca unig surs de carbon.

Pentru aceste experimente au fost testate mediRS, BHI (Merck, Darmstadt,
Germany), lapte de va¢l.8% gisime)si lapte de soia (ambele din corf)etn cazul mediului
MRS au fost folosite variante cu diferite valoritiale de pH: 3.0, 4.0, 5.9 martorul cu pH
6.2. Pentru a testa influencompoaziei mediului de cultut asupra producerii de bacteriocine,
tulpinile produdtoare de bacteriocine au fost cultivate in MRS rar(marianta martor}i
diferite variante modificate de MRS: MRS cu zaharofzuctoz, lactoz, galactoZ sau
manoz, ca uni@ surgé de carbon; MRS cu triptan hidrolizat de lactalbumin sau
casaminoacizi (concentrafinala 20 g/l), in loc de substratul organic din medilRBInormal;
MRS fara Tween 80; MRS suplimentat cu NaCl in conceigréinali de 10, 20, sau 30 g/l;



MRS suplimentat cu CaGQ20 g/l); MRS cotinand gruri biliare in concenttge finali de 1,
respectiv 2 g/l.

In fine, pentru a testa capacitatea desteresi producere de bacteriocine n pre@en
prebioticelor sau a exopolizaharidelor cu pgsdrefect prebiotic, mediul MRS preparatd
glucoz a fost suplimentat cu inulirsau lactuloz, in concentrge de 20 g/l, sau amestecuri de
glucozi+ inulina, respectiv glucaet lactuloz, fiecare in concenttia de 10 g/l. In plus, au fost
folosite medii suplimentate cu una din cele trellizaharide produse déeuconostoc
mesenteroides 406 (Woutersi colab., 2013b), respectiv de dowlpini neidentificate, P10§
P127 (selectate in cursul acestei etape). In panaliginile produétoare de bacteriocine au fost
co-cultivate cu tulpinile proddtoare de exopolizaharide. Pentru toate variantel®sa
determinat activitatea bacteriocinelor din supernatantulwiiltfolosind metoda spoturilor.

Mediul optim pentru crgeresi producere de bacteriocine a fost mediul MRS coggi
sau zaharaz in anumite condi de cultivare, dg cresterea a fost redés activitatea
bacteriocinelor a fost similarsau chiar supericamartorului (de exemplu in lapte, in MRS
contindnd CaC®sau sruri biliare). Unele condii de stres (NaCl 1%) au stimulat producerea
de bacteriocine. Tulpinile testate au avut capteatde a crge si de a produce bacteriocine n
medii coninand prebiotice sau exopolizaharide bacterieneuRaeleobtinute ne conduc la
ideea @ cele trei tulpini produttoare de bacteriocine, studiate de noi, au patepentru a fi
folosite ca probiotice (activitatea mare in preaedirurilor biliare) sau in industria alimengar
(activitate mare n lapte, in prezarde NacCl etc.). Mai mult, activitatea antibactefiaste
stimulat de unele prebiotice sau polizaharide poétrprebiotice. Acest ultim aspect are
importana in vederea utili#rii unor exopolizaharide de origine bactediara surs de carbon
pentru bacterii cu potgal probiotic.

Tulpinile de interes au fostlentificate la nivel de specie, folosind tehnici de biologie
moleculai.

Identificarea tulpinilor de bacterii lactice podierealizat prin diferite metode ce
presupun folosirea unor kit-uri comerciale baza@mwprieitile fiziologice ale bacteriilor dar,
tindnd cont & bazele de date la care se rapogteatormatiile specifice pentru anumite tulpini
bacteriene sunt realizate pe baza analizelor whgint de interes medical, identifidle facute
nu sunt intotdeauna corecte, fiind necésaimfirmarea rezultatelor. Aceastonfirmare se
realizeaz prin folosirea metodelor moleculare, prin foloaie primeri specie-specifici, prin
analiza ARDRA a ampliconilor corespuitari genei pentru ARN16S, prin evidérea
polimorfismului secvetelor repetitive de la nivelul genomului bacteriaepPCR, ERIC PCR
sau BOX PCR) sau prin determinarea setiee nucleotide a unor gene cunoscute.

In cadrul experimentelor efectuate au fost utilizaserie de_primeri specie-specifici,
propui in literatura de specialitate pentru identifiGsgpeciilorLactobacillus plantarum, L.
paraplantarum, L. pentosus, L. rhamnosus si L. acidophilus (Tabelul 7), precumi primeri
recomandg pentru analiza secvezior repetitive.

Pentru izolarea ADN total din tulpinile bacteriese interes a fost utilizatmetoda lui
Gevers si colab. (2001) care a permigr@yea unor probe de ADN utilizabil pentru rgde
de amplificare (Fig. 11). Alternativ, pentru izadar ADN a fost folositi un kit special de
extragie (Macherey Nagel GmbH & Co. KG, Germania).

Pentru identificarea speciilor m@gnate mai sus au fost realizate t@d®CR multiplex,
folosind indicaiile autorilor. In urma analizei electroforeticepeoduwilor de amplificare s-a
constatat faptulztulpinile 15, 22, 26, 35, 58 115 apatin specieiL. plantarum.

In privinta evaldrii eventualelor diferege la nivel molecular dintre tulpinile de bacterii
lactice utilizate Tn experimente, a fost utilzametoda rep-PCR. Rep-PCR este 0 metel
genotipare care gener@azprofiluri electroforetice specie-specifice prin plificarea
elementelor repetitive prezente la nivelul genomutentificate infial la nivelul genomului
deE.coli, elementele repetitive sunt in prezent folositetpegenotiparea a numeroase specii




de procariote, inclusiv de bacterii lactice. Pemgenotipare au fost propuse cinci metode de tip
rep-PCR ce uriiresc diferite secvea repetitive cu primeri specifici: REP-PCR (setel d
primeri Repl1R-Isi Rep2-1); ERIC-PCR (setul de primeri ERICKRERIC2); ERIC2-PCR
(primerul ERIC2); BOX-PCR (primerul BOX Al1Rji (GTG)-PCR [primerul (GTG)
(Versalovic et al. 1994). Cele mai bune rezultaiefast ohinute cu primerii BOX AlRsi
(GTG).

In cazul utilizirii BOX-PCR se rematcfaptul & la majoritatea tulpinilor identificate
prin PCR-specie specific ca apaénd specieiL. plantarum, profilul electroforetic al
ampliconilor este identic (tulpinile 15, 26, §&hiar 115). La tulpina 58 pot fi observate unele
diferenre comparativ cu tulpina de refeginLpl. In cazul tulpinilor 61si 49 profilul de
amplificare pare a fi identic, asénator cu cel al tulpinii 43. Profiluri diferite au $o oltinute
la tulpinile 8si 22.

Si in cazul primerului (GTG)au fost observate profiluri identice intre difertulpini.

Pe baza profilurilor electroforetice, tulpinile dimate au fost grupate in mai multe clustere. Din
fiecare astfel de cluster a fost selectate o tulpi pentru care se va face in etapadioare
o identificare la nivel de specie prin sectia@iizarea ARNr 16S.

Folosirea primerului ERIC-PCR a condus lailoérea unor rezultate nu la fel de clare
ca in cazul BOX-A1R dar, in general ele confiraspectele evidgiate in primul caz.

Cele trei tulpini produitoare de bacteriocine, selectate in etapa antériaar fost
identificate prin secveailizarea ARNr16S. Tabelul 1 prezintdentificarea acestor tulpisi
similaritatea acestora cu tulpini din bazele de datunoscute.

Tabelul 1. Afilierea taxonomica tulpinilor produdtoare de bacteriocine (Grosu-Tudgr
colab., 2014)

Procentul de

. Bacteria cea mai apropiat identitate a
Tulpina . .
(accession number) nucleotidelor
(%)
Lactobacillus amylolyticus P4C Lactobacillus amylolyticus strain TUST015 93
(KC456629.1)

Lactobacillus oris P4¢ Lactobacillus oris strain F0423 (HM596285.1) 98
Lactobacillus amylolyticus P5( Lactobacillus amylolyticus strain TUST015 99

(KC456629.1)

Tehnica ARDRA este o metadapidh si ieftina de evaluare a profilelor ghute Tn urma
digestiei enzimatice cu diverse endonucleaze deags a genei ce codificpentru ARNr 16S.
Dupa oktinerea ampliconilor pentru gena care codifientru ARNr 16S, agéa au fost digena
cu 2 endonucleaze de restiec(in reagi separate) si anume ddae Il si Msp I. Schema de
reagie a a inclus 10U de enzinta volum de 30ul total de re@e cu un timp de incubare de 3
ore la 37°C. Verificarea electoforetia produilor de restrigie s-a realizat prin electroforez
n sistem orizontélfolosind o concenttge de agarazde 2,5%. Am folosit programul Quantity
One (BioRad) care ne-a permis realizarea unor afilogenetici in vederea determinarii
gradului de Tnrudire intre tulpinile de bacteritiae analizate.

Din analiza gelurilor de resttie au fost determinatgattern-urile ARDRA ale
tulpinilor de bacterii lactice luate in lucru, cal@ndu-se dimensiunile fragmentelor de reg#ic
rezultate. Pe baza analizei profilurilor ARDRA putesi tragem urmitoarele concluzii:
tulpinile P8, P35, P39, P130, P141, SE25, @paceleiai unitati taxonomice opetanale
(OTU = Operational Taxonomic Unit), acestea putafid incadrate Tn genul
Lactobacillus;tulpina VL47 a prezentat ypattern diferit, asemnator cu specidnterococcus
faecium; tulpina P126 a prezentat un profil similar cu defudpinii de referina Pediococcus




pentosaceus, tulpinile P135i P128 au prezentat un profil distinct, acestea&una fi incadrate
n urma analizei rep-PCR.

In urma folosirii tehnicii repPCR ampliconii gbuti au fost analiz&in gel de agard
de concentnge 2,5%. Pentru stabilirea gradului de Tnrudiredénetid s-a folosit programul
Quantity One (BioRad).

In urma analizei dendrogramelortotute pe baza profilurilor rep-PCR putem spudie ¢
tulpinile P8, P35, P39, P130 si P141 fac parteatielgi cluster cu tulpina.b. plantarum
ATCC 8014; tulpina SE25 a prezentat un profil apgbpu specid.b. fermentum ATCC 9338;
tulpina VL47 a prezentat upattern identic cu tulpinaEnterococcus faecium ATCC 35667
tulpina P126 a prezentat un profil similar cu céltalpinii de referina Pediococcus
pentosaceus; tulpinile P135 si P128 fac parte din acelaluster cu tulpinile din genul
Lactobacillus, dar acestea au prezentat un indice de similitusti®ut cu tulpinalb. paracasel
ssp paracasei BAA-52.

CONCLUZII

Obiectivele etapei 111/2014 au fost indeplinitet@malitate. Au fost selectate noi tulpini
productoare de exopolizaharide, iar comgpurespectivi au fost izolg purificati si
caracteriza. A fost investigat natura compgllor responsabili pentru activitatea
antibacteria#wantifungic a tulpinilor selectate in etapa anterioar a fost studiat efectul
condtiilor de cultu asupra activiitii bacteriocinelor produse de trei dintre tulpimi. fine,
tulpinile de interes au fost identificate la nidel specie prin metode moleculare.

Principalele rezultate:

1. Un numir de 9 tulpini de bacterii lactice au fost selestdatorif capaciitii de a
produce exopolizaharide. Polimerii sunt prgdin canti@ti variabile, paa la
aproximativ 20 g/l, au masa molecualanaresi, pe baza cromatografiei in strat gty
se pare £sunt forma din monomeri de galactazi riboza sau xiloz. Trei dintre EPS
au un potetial efect prebiotic, fiind rezistente la pH agidin prezema unor enzime
digestivesi putand fi metabolizatesor de alte bacterii lactice cu efect antibacterian.

2. Din multitudinea de tulpini bacteriene testate fapele anterioare pentru activitate
antifungic, au fost metinute pentru caracterizagealte analize un nuan de 10 tulpini
noi si doua tulpini de colede; spectrul de aitine al acestora este larg, incluzand fungi
fitopageni, fungi de depozit, inclusiv cu pofeh de producere a micotoxinelor
(aflatoxine, trichotecene, ochratoX)rsi drojdii.

3. Activitatea antifungig se datoreaz la majoritatea tulpinilor bacteriene, producesi
acizi organici, cei mai buni prodétori de acid lactic, acid acetic, acid hidroxiféaditic
si acid fenillactic fiind tulpinile P15, P3& P61.

4. Au fost realizate experimente ce au vizat deterremaapacitii unora dintre tulpinile
bacteriene selectate de a degrada/iidi@@®ON. Analiza HPLC a supernatantului de
cultura si a lichidului de splare a celulelor tratate cu DON a evidaho reducere
semnificativd a nivelului DON n cazul tulpinilor P58 P61. In cazul tulpinii P61 este
clar ca DON este eliminat din supernatant prin legarela saprafga celulelor. In cazul
tulpinii P58 nivelul DON este extrem de mic atatsirpernatant caii in lichidul de
spilare, ceea ce sugerégmsibile mecanisme degradative.

5. Mediul optim pentru crgeresi producere de bacteriocine este mediul MRS cuagtuc
sau zaharaz in anumite condi de cultivare, dg cresterea este redasactivitatea
bacteriocinelor este simikarsau chiar supericamartorului (de exemplu in lapte, n
MRS coninand CaC@®sau &ruri biliare). Unele condii de stres (NaCl 1%) stimule@az
producerea de bacteriocine. Tulpinile testate spaciéatea de a g si produce



bacteriocine in medii ceimand prebiotice sau exopolizaharide bacterienesfeat
potenial prebiotic.

Au fost identificate la nivel de specie tulpinileogdudcitoare de bacteriocine, patru dintre
cele cu activitate antifungici alte 10 tulpini, cu activitate antibacteriamMajoritatea
tulpinilor identificate apam genuluiLactobacillus. Tehnica rep-PCR a permis gruparea
tuturor tulpinilor din colega proiectului, urmand ca aceste grupuri sa fientifieate
prin secvenalizarea ARNr16S, in vederea redtiz unui raport privind diversitatea
bacteriilor lactice Tn anumite alimente fermentaten ar fi bosul.
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