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INTRODUCERE 

 

Bacteriile lactice (BL) reprezintă un grup heterogen de microorganisme cu importanţă 

industrială (în special în industria alimentară), care se regăsesc în diferite alimente fermentate 

(produse lactate, anumite tipuri de mezeluri, cereale fermentate, murături etc.) (Doyle şi Beuchat, 

2007; Stitles, 1996). De asemenea, BL sunt cunoscute pentru efectele benefice, motiv pentru care 

au atras atentia asupra cercetătorilor. În ultimele decenii, BL au fost intens studiate din punct de 

vedere genetic, fiziologic și al metabolismului acestora. 

Tulpnile de BL folosite ca starter în industria alimentară sunt expuse unor condiţii de stres 

de tipul: pH scăzut, temperaturi prea ridicate sau prea scăzute, stres oxidativ şi osmotic etc. Mai 

mult, metodele de conservare a culturilor starter pot impune şi ele un anumit stres de tipul: pH 

scăzut, uscare, îngheţ/dezgheţ, stres care afectează viabilitatea şi capacitatea fermentativă a 

microorganismelor respective, afectându-le performanţele. În acest sens, în ceea ce priveşte 

culturile starter, în ultimul timp se pune un accent deosebit pe performanţa şi robusteţea acestora, 

calităţi care, împreună cu funcţionalitatea, sunt esenţiale pentru succesul unei fermentaţii (Van de 

Guchte şi colab., 2002). 

BL au dezvoltat în cursul evoluţiei lor sisteme de apărare şi de adaptare la stres, care le 

permit supravieţuirea în condiţii mai puţin prielnice sau în cazul unor modificări bruşte ale 

condiţiilor de mediu. Aceste bacterii răspund la stres în moduri foarte specifice, în funcţie de 

specie, tulpină şi de tipul de stres (Van de Guchte şi colab., 2002; Serrazanetti şi colab., 2009; 

Mills şi colab., 2011). O serie de compuşi produşi de BL, sau compuşi a căror sinteză a fost 

stimulată în condiţii de stres au fost caracterizaţi până în prezent (Van de Guchte şi colab., 2002; 

Champomier-Verges şi colab., 2010). Între aceştia, un loc însemnat îl ocupă proteinele şi anumite 

enzime. Cele mai studiate dintre acestea sunt, de departe, proteinele de şoc termic („heat shock 

proteins”) a căror sinteză este indusă nu numai de tratamentul termic, ci pot fi considerate ca un 

răspuns general la stres.  

Pentru îmbunătăţirea performanţelor şi funcţionalităţii BL cu aplicaţii industriale au fost 

aplicate diferite strategii, cum ar fi modificarea mediilor de creştere, pre-adaptarea la condiţiile de 

stres sau aşa numita „protecţie încrucişată” (cross-protection) (Bron şi Kleerebezem, 2011). De 

exemplu, s-a arătat că un tratament preliminar în condiţii de stres termic sau osmotic are un efect 

protector asupra viabilităţii preparatelor uscate de probiotice în timpul perioadei de păstrare.  

Se pare că stresul nu numai că induce modificări în sensul supravieţuirii, dar influenţează 

şi performanţele unui sistem, fapt care poate fi exploatat în alimentele fermentate, pentru obţinerea 

de produse de calitate superioară, cu proprietăţi senzoriale sau structurale îmbunătăţite 

(Serrazanetti şi colab., 2009). Mai multe studii s-au concentrat pe impactul condiţiilor de stres 

asupra producerii de bacteriocine de catre BL (Leroy şi De Vuyst, 1999; Neysens şi colab., 2003; 

Zamfir şi Grosu-Tudor, 2009). Recent, a fost observată o corelaţie pozitivă între producerea de 

exopolizaharide şi rezistenţa la săruri biliare şi pH scăzut în cazul unor specii de Bifidobacterium 

izolate din lapte matern şi din fecale de bebeluş (Alp şi Aslim, 2010). Efectul protector al stratului 

S în condiţiile unui mediu ostil (Mobili şi colab., 2010; Mills şi colab., 2011) au fost studiate 

folosind tulpini de BL. Mai mult, stratul S s-a dovedit a avea un rol deosebit de important în 

agregarea şi aderarea la celulele epiteliale sau la matricea proteinelor extracelulare, contribuind 

astfel la activitatea probiotică a bacteriilor producătoare de strat S (Mobili şi colab., 2010; 

Golowczyc şi colab., 2007; Frece şi colab., 2005).  
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  În acest context, infomaţiile privind mecanismele implicate în adaptarea BL la stres, 

supravieţuirea şi stimularea în condiţii de stres a biosintezei de metaboliţi cu aplicaţii industriale 

sunt deosebit de importante din punct de vedere ştiinţific şi tehnologic. 

 

MATERIALE ŞI METODE 

 
În această etapă a proiectului a fost studiat efectul condițiilor de stres care pot să apară în 

timpul proceselor biotehnologice (temperatură scăzută sau ridicată și prezența sării), asupra 

bacteriilor lactice selectate. În acest scop, au fost selectate 6 tulpini de bacterii lactice: Lactococcus 

lactis 19.3 și Enterococcus durans 41.2 (tulpini producătoare de bacteriocine), Leuconostoc 

mesenteroides P109 și Leuconostoc mesenteroides P124 (tulpini producătoare de exopolizaharide) 

și Lactobacillus helveticus RFF 34.9 și Lactobacillus brevis FV 403 (tulpini producătoare de strat 

S). Culturile bacteriene au fost păstrate la -80°C în mediu MRS (de Man și colab., 1960) în prezența 

a 25% glicerol.  

Modificările metabolice și structurale apărute în condițiile de stres studiate au fost evaluate 

prin metode biochimice și moleculare. Pentru determinări biochimice, proteinele totale au fost 

extrase din culturi prin sonicare și apoi au fost analizate prin Sodium Dodecyl Sulfate 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Concentrația proteică a fost 

determinată folosind metoda Bradford (1976). Activitatea unor enzime intracelulare implicate în 

diferite căi metabolice (lactat dehidrogenază, alcool dehidrogenază, malat dehidrogenază și 

superoxid dismutază) din extractul proteic a fost determinată folosind metode spectrofotometrice 

descrise de Vallee şi Hoch, 1993 sau Winterbourn şi colab., 1975. De asemenea, posibile 

modificări ale izoenzimelor respective au fost studiate prin electroforeza nativă în gel de 

poliacrilamidă. 

În continuare, a fost studiată biosinteza unor compuși cu importanţă bionanotehnologică 

(bacteriocine, exopolizaharide, strat S) în condiţii de stres, din punctul de vedere al cantității şi 

proprietăţilor acestora. Bacteriocinele au fost cuantificate prin metoda difuziei în agar (Mayr-

Harting şi colab., 1972), folosind diluții seriale. În cazul tulpinilor producătoare de 

exopolizaharide, acestea au fost izolate şi cuantificate prin precipitare cu acetonă (Degeest și De 

Vuyst, 1999). Proteinele stratului S au fost detectate prin electroforeză în gel de poliacrilamidă 

(SDS-PAGE) (Dohm, 2011). Modificările structurale apărute în condițiile de stres studiate au fost 

determinate cu ajutorul microscopiei electronice de baleiaj (Scanning Electron Microscopy). 

În final, s-a încercat îmbunătăţirea performanţelor şi funcţionalităţii bacteriilor lactice cu 

aplicaţii industriale, prin aplicarea unor strategii, cum ar fi pre-adaptarea la condiţiile de stres sau 

aşa numita „protecţie încrucişată” (cross-protection).  

 

REZULTATE ŞI DISCUŢII 

1. Studiul modificărilor morfologice, metabolice și structurale induse în condiții de stres 

termic și salin 

Electroforeza proteinelor totale celulare extrase de la culturile de bacterii lactice incubate 

la diferite temperaturi a arătat câteva modificări ale benzilor proteice. Cea mai evidentă este 

intensificarea unor benzi de aproximativ 60-70 kDa la extractele obținute de la culturile cresute la 

temperaturi mai mari decât temperatura optimă de creștere. Cel mai probabil, acestea corespund 
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proteinelor de șoc termic. De asemenea, se observă intensificarea/dispariția unor benzi 

corespunzătoare unei mase moleculare mici, la temperaturi scăzute/ridicate. 

În cazul spectrelor proteice obținute pentru tulpinile bacteriene crescute la diferite 

concentrații de NaCl, se observă intensificarea unor benzi proteice comparativ cu proba martor, în 

special la tulpinile producătoare de EPS și la tulpina Ent. durans 41.2. 

În literatură au fost descrise numeroase enzime și proteine implicate în protecția celulară 

(van de Guchte și colab. 2002; Champomier Verges și colab. 2010) în condiții de stres. Proteinele 

chaperon de aproximativ 60 kDa dnaJ, dnaK, chaperonina HsIO de 33 kDa și chaperonina GroS 

de 10 kDa au fost recunoscute ca “proteine de stres” acestea fiind detectate ca răspuns la diferiți 

factori de stres precum stresul termic, pH scăzut, presiune mare, stresul osmotic (Van de Guchte 

și colab. 2002; Champomier-Verges și colab. 2010; Mills și colab. 2011; Wu și colab. 2012). Este 

posibil ca o parte dintre benzile care au fost mai intense la temperaturi ridicate sau în prezența 

NaCl să corespundă unor astfel de enzime și proteine specifice, implicate în adaptarea celulelor 

bacteriene la stres. 

 

Detecția și profilele electroforetice ale unor izoenzime intracelulare în condiții de stres 

termic.  

Pentru detecția lactat dehidrogenazelor (LDH) în gel de poliacrilamidă, vizualizarea 

benzilor s-a făcut atât cu acid L-lactic, cât și cu acid D, L-lactic. În cazul utilizării acidului L-lactic, 

doar pentru două dintre tulpinile testate, Enterococcus durans 41.2 și Lactocbacillus brevis FV 

403, s-a observat apariția unor benzi de intensitate diferită. Când a fost folosit acidul D, L –lactic, 

în plus față de cele două tulpini la care a fost detectată prezența L-lactat dehidrogenazei, alte două 

tulpini, Leuconostoc mesenteroides P109 și Leuconostoc mesenteroides P124, au prezentat benzi 

de intensitate diferită, cel mai probabil corespunzând D-lactat dehidrogenazei.  

Pentru tulpina Lactobacillus brevis FV 403 se observă apariția unor benzi suplimentare, de 

intensitate mai slabă, probabil cu specificitate redusă pentru substrat. Rezultate similare au fost 

obținute pentru tulpina Lactobacillus acidophilus IBB801 (Zamfir și Grosu-Tudor, 2014). 

Prin dozarea spectrofotometrică s-a observat că activitatea cea mai mare a LDH a fost 

înregistrată, în general, la temperatura cea mai scăzută, dar de multe ori similară ca valoare cu cea 

înregistrată la temperatura optimă. La temperatura de incubare cea mai mare, activitatea LDH a 

fost, însă, cea mai mică, cu excepția tulpinii 41.2, unde a fost maximă. 

 

În ceea ce privește spectrele izoenzimatice ale alcool dehidrogenazei (ADH) obținute în 

cazul tulpinilor crescute la diferite temperaturi, nu au fost detectate diferențe semnificative. 

Activitatea ADH a fost detectată spectrofotometric doar la cele două tulpini de Leuconostoc și la 

Lb. brevis FV403, având valori maxime la celulele crescute la 15°C. 

 

În cazul malat dehidrogenazei (MDH), activitatea a fost detectată doar la cele două tulpini 

de Leuconostoc și la cele două tulpini de Lactobacillus, fără diferențe importante între valorile la 

diferitele temperaturi de incubare. În gelul de poliacrilamidă, doar pentru 3 dintre tulpinile testate, 

Leuconostoc mesenteroides P109, Leuconostoc mesenteroides P124 și Lactobacillus brevis FV 

403, se observă apariția unor benzi, de intenstitate diferită. Pentru tulpinile Leuconostoc 

mesenteroides P124 și Lactobacillus brevis FV 403 se observă și apariția unor benzi suplimentare, 

de intensitate diferită (în general mai intense la temperatura minimă de incubare). 
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În cazul superoxid dismutazelor (SOD), în gelul de poliacrilamidă se observă apariția unei 

varietăți foarte mari de benzi, dovedind o specificitate redusă a metodei de colorare. Prin metoda 

spectrofotometrică, SOD au fost evidențiate doar la tulpina L. lactis 19.3. Activitatea maximă a 

SOD a fost înregistrată în extractele proteice obținute de la celulele crescute la temperatura cea 

mai mică, 20°C, iar cea mai mică la temperatura optimă de creștere. Deși SOD sunt cunoscute ca 

fiind implicate în protecția față de stresul oxidativ la diferite tipuri de microorganisme, inclusiv 

bacterii lactice (Bruno-Barcena și colab. 2004), studiile noastre au arătat implicarea acestei enzime 

și in alte tipuri de stres, cum ar fi stresul termic. ob 
 
Detecția și profilele electroforetice ale unor izoenzime intracelulare în condiții de stres 

osmotic 

 În cazul tulpinilor supuse stresului osmotic, se observă apariția unor benzi de intensitate 

diferită în profilele izoenzimatice ale LDH la 4 dintre tulpinile testate, Enterococcus durans 41.2, 

Leuconostoc mesenteroides P 109,  Leuconostoc mesenteroides P 124 și Lactobacillus brevis FV 

403. Pentru Lactobacillus brevis FV 403 se observă și apariția unor benzi suplimentare de 

intensitate mai mică. Dozarea spectrofotometrică a LDH a arătat că nu există diferențe 

semnificative între activitatea enzimatică a extractelor proteice obținute de la culturile cu NaCl, 

față de martor.  

 La profilul electroforetic al ADH, nu se observă diferențe semnificative la benzile obținute 

în condiții de stres osmotic. Totuși în cazul tulpinilor de Leuconostoc, activitatea ADH în 

extractele de la celulele crescute în prezența NaCl, a fost mai mică decât la martor. 

În cazul malat dehidrogenazei (MDH), pentru 3 dintre tulpinile testate, Leuconostoc 

mesenteroides P109, Leuconostoc mesenteroides P124 și Lactobacillus brevis FV 403, se observă 

apariția unor benzi de intenstitate diferită. De asemenea, se observă apariția unor benzi 

suplimentare, în general mai intense pentru proba martor comparativ cu proba cu sare. 

Din nou, profilul electroforetic al SOD arată o varietate mare de benzi atât pentru martor 

cât și pentru probele supuse stresului osmotic. Activitatea SOD înregistrată spectrofotometric la 

varianta martor a fost similară cu cea a variantei în prezența de NaCl. 

Modificările structurale apărute în condițiile de stres studiate au fost determinate cu 

ajutorul microscopiei electronice de baleiaj (Scanning Electron Microscopy - SEM). 

De exemplu, pentru tulpina Lactobacillus helveticus RFF 34.9, în condiții optime de 

creștere, celulele au formă tipică de bacili, rotunjiți la capete. Când cultura a fost supusă unor 

factori de stres, am putut observa o serie de modificări structurale evidente. Astfel, în culturile 

obținute la temperatură scăzută față de cea optimă, celulele sunt scurte și aplatizate. La temperatura 

maximă de creștere, celulele capătă o formă alungită și sunt mai subțiri față de cele de la 

temperatura optimă de creștere. Când în mediul de cultură a fost adăugată NaCl, se observă că 

celulele bacteriene sunt curbate, unele având aspect de inel.  

 

2. Evaluarea producerii de compuși cu aplicații bionanotehnologice în condiții de stres termic 

și salin 

În ceea ce privește evaluarea producerii de exopolizaharide (EPS) în condiții de stres 

termic, cantitatea acestora variază semnificativ cu temperatura de incubare. Tulpina Leuconostoc 

mesenteroides P 109 produce cantități maxime de EPS la temperatura optimă de creștere (17,38 

g/L), dar valori asemănătoare au fost obținute și la temperatura minimă de incubare (15,33 g/L).  
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A doua tulpină producătoare de EPS, Leuconostoc mesenteroides P124, a sintetizat cantități 

maxime de EPS la temperatura minimă de incubare (16,52 g/L). Producerea unor cantități mari de 

EPS la temperaturi mici de creștere poate fi explicată printr-un mecanism de apărare al celulelor 

față de condițiile nefavorabile din mediul de cultură. Cantitățile de EPS produse la temperatura 

maximă de creștere au fost mult mai mici pentru ambele tulpini de bacterii lactice producătoare de 

EPS. Adaosul de 7% NaCl în mediul de cultură a avut ca rezultat scăderea producerii de EPS. Însă, 

chiar și în aceste condiții, cantitatea de EPS produsă de Leuconostoc mesenteroides P 109 (11,68 

g/L) este suficient de mare, ceea ce o face potrivită pentru folosirea în obținerea unor alimente cu 

proprietăți reologice îmbunătățite. Cantitatea de EPS sintetizată de Leuconostoc mesenteroides P 

124 a scăzut dramatic (1,02 g/L), și poate fi explicată prin creșterea slabă în prezența a 7% NaCl, 

densitatea optică atingând valori de numai 0,52. 

  

Activitatea inhibitoare a bacteriocinelor față de tulpina indicator Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus 6901T variază în funcție de condițiile de stres testate.  

Cea mai mare activitate, 51 200 AU/mL, a fost obținută pentru  Lactococcus lactis 19.3 

după 24 de ore de incubare la 20°C, urmată de activitatea obținută la temperatura optimă de 

creștere și în prezența a 3% NaCl (25 600 AU/mL). La 37°C, activitatea bacteriocinei produsă de 

Lactococcus lactis 19.3 s-a înjumătățit  ajungând la 12 800 AU/mL. 

 

În cazul tulpinii Enterococcus durans 41.2, activitatea maximă a bacteriocinei a fost 

obținută la temperatura optimă de creștere (800 AU/mL). La temperatura minimă, respectiv 

maximă, sau în prezența de NaCl, activitatea a fost mai mică, sub 100 AU/mL, respectiv 200 

AU/mL. 

Tulpina Lactobacillus helveticus 34.9 este, de asemenea, producătoare de bacteriocine în 

condiții optime de temperatură (200 AU/mL), însă s-a observat o creștere a activității 

antibacteriene la temperatura maximă de creștere, precum și la cultivarea în mediu cu NaCl (400 

AU/mL, respectiv 1600 AU/mL).  

În ceea ce priveste producerea de strat S, aceasta a fost evidențiată prin electroforeză SDS-

PAGE, atât în condiții optime de creștere, cât și în cazul celulelor supuse stresului termic și salin. 

În cazul tulpinii Lactobacillus helveticus RFF 34.9, se observă o creștere a intensității 

benzii corespunzătoare temperaturii maxime de creștere față de temperatura optimă. Rezultate 

similare au fost obtinute de Frece și colab. 2005, autorii sugerând că proteinele stratului S se 

exprimă preferențial în condiții de stres termic. 

Pentru tulpina Lactobacillus brevis FV 403, nu se observă modificări semnificative ale 

benzilor obținute la diferite temperaturi de creștere.  

În condiții de stres osmotic, benzile corespunzătoare proteinelor stratului S sunt mai puțin 

intense față de proba martor pentru ambele tulpini testate. 

 

În final a fost testată rezistența tulpinilor selectate (Lactococcus lactis 19.3, Leuconostoc 

mesenteroides P109 și Lactobacillus helveticus RFF 34.9)  la temperaturi ridicate (60-80°C) pentru 

perioade scurte de timp (1-6 min). La 60°C, procentul de supraviețuire după 6 minute de tratament 

este foarte ridicat pentru tulpina Lactobacillus helveticus RFF 34.9 (~90%), în timp ce pentru 

celelalte două tulpini este de 55%, respectiv 22%. De asemenea, la 70°C, după 3 minute de 

tratament termic, Lactobacillus helveticus RFF 34.9  are o rată de supraviețuire foarte bună (peste 
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50%) în comparație cu celelalte tulpini. În schimb, după 3 minute de expunere la temperatura de 

80°C, s-a observat moartea tuturor tulpinilor. 

 Mai mult, am încercat să creștem rezistența tulpinilor testate la condițiile de stres salin 

printr-o pre-adaptare într-un mediu cu concentrații moderate de NaCl. Pre-adaptarea s-a realizat 

conform tabelului de mai jos: 

Tulpina: 41.2 19.3 P109 P124 403 34.9 

Concentrația de sare 1% 5% 5% 5% 7% 2% 

 

Bacteriile lactice enumerate mai sus au fost crescute de patru ori în mediu MRS suplimentat 

cu concentrația de sare specificată. După adaptare, creșterea tulpinilor a fost testată în mediu MRS 

cu următoarele concentrații de NaCl: 

 41.2: 2%, 3%, 4%, 5%; 

 19.3: 6%, 7%, 8%, 9%; 

 P109: 6%, 7%, 8%, 9%; 

 P124: 6%, 7%, 8%, 9%; 

 403: 8%, 9%, 10%, 11%; 

 34.9: 3%, 4%, 5%, 6%. 

Experimentul nu a furnizat rezultate satisfăcătoare, creșterea bacteriilor adaptate la 

concentrația de sare următoare celei de adaptare nefiind diferită față de cea a bacteriilor neadaptate. 

Considerăm că se impune un studiu mai elaborat, prin care să se testeze posibilitatea de adaptare 

la stres printr-o incubare prealabilă în diferite condiții, nu neapărat în același tip de stres. Acest 

lucru se va putea face după ce vom avea și datele din următoarea etapă, privind răspunsul la diferite 

valori de pH și concentrații de săruri biliare.  

CONCLUZII 

Rezultatele experimentale obţinute în etapa finală 2016 a acestui proiect ne-au condus la 

următoarele concluzii: 

 Studiile noastre aduc informații noi cu privire la răspunsul la anumiți factori de stres a unor 

bacterii lactice cu proprietăți funcționale 

 Tulpinile testate sunt tolerante la stresul termic și salin, supraviețuind inclusiv la 

temperaturi foarte ridicate pentru perioade scurte de timp  

 Rezultatele noastre confirmă implicarea anumitor proteine și enzime în răspunsul la factorii 

de stres testați 

 Bacteriile testate suferă o serie de modificări structurale în condiții de stres, așa cum au 

fost evidențiate prin SEM 

 Funcționalitatea bacteriilor testate (producere de bacteriocine, exopolizaharide, proteinele 

stratului S) este influențată de condițiile de creștere  
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