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Selectarea unor tulpini de bacterii lactice pentru obţinerea de culturi starter funcţionale
Rezumat
Activitatea III.3. Studii biotehnologice privind producerea de biomasă şi biosinteză de compuşi bioactivi; folosirea de ingrediente ieftine pentru mediile de cultură (parțial)
Ca medii ieftine de creștere s-au utilizat: zer suplimentat cu 1% glucoză şi 1% NaCl, suc de sfeclă şi suc de fructe, suplimentate cu 1% peptonă din carne şi 1% NaCl. Cele două tulpini testate au prezentat o viabilitate ridicată și activitate antimicrobiană faţă de B. cereus 16.6 şi S. aureus ATCC 25923 în urma cultivării pe medii cu suc de sfeclă şi suc de fructe, în timp ce pe mediu cu zer viabilitatea bacteriilor lactice a fost redusă și nu au prezentat activitate antimicrobiană.

Activitatea III.4. Testarea supravieţuirii bacteriilor lactice în răni induse în fructe/legume şi capacitatea de control a infecţiilor fungice sau cu bacterii patogene (parțial)
In cadrul acestui obiectiv au fost examinate următoarele aspecte: testarea efectului BL asupra semințelor unor plante de interes economic; testarea efectului BL cu proprietăți antifungice pe fructe contaminate cu fungi fitopatogeni; evidențierea unor gene funcționale la tulpinile de bacterii lactice cu proprietăți antifungice.
Efectul tratamentului cu BL asupra germinației semințelor de legume


La tomate, cultivarul RioGrande, după 4 zile de incubare s-a observat că tratamentul cu tulpina Lb. brevis P61, a grăbit germinarea la 4% din seminţe, urmând ca la finalul studiului, după 7 zile de incubare, să se constate o stimulare a creşterii în lungime a rădăcinuţelor cu 8,3%. Contrar, tratamentul cu tulpina Lb. brevis P43, la acelaşi cultivar, a întârziat germinarea la 10% din seminţe, comparativ cu martorul. La finalul studiului, fiind înregistrată şi o inhibare a creşterii în lungime a rădăcinuţelor, cu 12,5% faţă de varianta netratată.


La cultivarul de tomate Unibac, nu au fost înregistrate diferenţe în ceea ce priveşte germinarea seminţelor; nici una dintre variantele de tratament nu a reușit să depăşească martorul în privinţa creşterii în lungime a rădăcinuţelor. La ardei, nu au putut fi făcute notări, deoarece seminţele introduse în studiu nu au avut germeni viabili; la castraveţii cv. Marketmore s-a evidențiat o întârziere a germinaţiei seminţelor. 

Efectul BL asupra creșterii răsadurilor de legume

Studierea efectului BL asupra răsadurilor de legume a fost realizat prin teste efectuate la camera pentru creşterea plantelor (Sanyo MLR351H). Primele observaţii au fost realizate când la proba martor au răsărit ~50%, apoi 75% din seminţe, dar şi la răsărirea deplină. Au urmat apoi observaţii biometrice pentru determinarea taliei plăntuţelor şi a greutăţii în masă verde. Vigoarea plantei a fost calculată prin raportarea greutăţii umede la înălţimea plantuţelor. După cinci săptămâni de la răsărirea deplină la tomatele din cv. Unibac, a fost apreciată biometric vigoarea plăntuţelor, prin cântărirea biomasei proaspete şi corelarea acesteia cu talia plăntuţei.


Rezultatele obținute evidențiază faptul că tulpina P61 a avut ușoare efecte de stimulare atât a germinației semințelor de tomate testate, cât și a creșterii și dezvoltării răsadului, comparativ atât cu martorul netratat, cât și cu tulpina P43. De remarcat că rezultatele privind germinația semințelor în condiții de sol sunt similare celor obținute pe plăci Petri cu apă agarizată.

Utilizarea bacteriilor lactice cu proprietăţi antifungice în scopul reducerii infecţiilor cu putregai la fructe
Pe parcursul experimentelor realizate in vitro în etapele anterioare și verificate în această etapă, au fost selectate 12 tulpini de bacterii lactice cu proprietăți antifungice importante. Dintre acestea, două tulpini (Lb. brevis P43 şi P61), prezintă activitate antifungică faţă de Botrytis cinerea, Monilia sp. şi Penicillium expansum, fungi responsabili pentru producerea de putregai cenuşiu, putregai brun, respectiv putregaiul albastru la fructe.

Ca urmare, s-a luat în considerare posibilitatea utilizării acestor microorganisme cu scopul de a proteja fructele perisabile de atacul acestor mucegaiuri. Astfel, cele două tulpini au fost studiate ex vivo pe fructe (cireşe şi prune), pentru a determina efectul protector faţă de atacul cu Botrytis cinerea, Monilia sp. sau Penicillium expansum.

Observaţiile efectuate pe parcursul păstrării fructelor au arătat că infecţiile cu B.cinerea la cireşe sunt mai puţin avansate în cazul fructelor tratate cu bacterii lactice, comparativ celor fără tratament, putregaiul instalându-se mai uşor pe fructele rănite comparativ celor cu pericarpul intact. De asemenea, s-a observat că infecţia a pătruns mai uşor în fructele fără pedicel. De asemenea s-a dovedit și de această dată că utilizarea tulpinii P61 a condus la obținerea celor mai bune rezultate, comparativ atât cu martorul netratat, cât și cu tulpina P43.

Testele realizate pe prune pentru evaluarea eficacităţii antagoniste a bacteriilor lactice faţă de P.expansum nu au evidenţiat infecţii patogene la fructele cu pieliţa intactă (nerănită). Ca urmare, aprecierea gradului de atac a fost făcută numai la fructele rănite supuse testării. 

La fructele tratate cu bacterii lactice gradul de atac a fost cuprins între 33 şi 35% după primele 4 zile de incubare, ajungând până la 45-46% după o săptămână de păstrare. În cazul fructelor netratate, putregaiul s-a extins în pulpa fructului fără să formeze fructificaţii. Prunele au fost putrezite în proporţie de până la 50%, la o săptămână după infectare, fiind acoperite cu miceliu fin numai pe suprafaţa rănită. 
Tratamentele cu BL, deşi au încetinit ritmul de extindere al patogenului în fruct, nu au oferit o suficientă protecţie faţă de atacul putregaiului albastru, patogenul putând să se extindă în fruct aproape în acelaşi ritm de creştere ca în varianta martor.

În cazul tratamentelor preventive cu bacterii lactice lactice pentru reducerea atacului de putregai  brun la prune, s-a constatat că inocularea cu P61 are o eficacitate de 88%  în prevenirea moniliozei, iar inocularea cu P43 o eficacitate de 66%. Având în vedere virulenţa acestui patogen față de fructe se consideră că tratamentele cu bacterii lactice ar putea fi de interes pentru menţinerea fructelor sănătoase o perioadă de timp mai îndelungată.
Detectarea unor gene funcționale la tulpini de bacterii lactice cu proprietăți antifungice

Studiul continuă experimentele efectuate în etapa anterioară ele fiind concentrate asupra unor gene pentru rezistența bacteriilor lactice la pH, pentru rezistența la pH și săruri biliare sau pentru rezistența la săruri biliare 

Sintetizând rezultatele obținute în urma experimentelor de PCR aplicate la 19 tulpini de bacterii lactice cu proprietăți antifungice se poate concluziona că unele gene se găsesc la toate tulpinile analizate în timp ce altele doar la o parte a bacteriilor lactice.
Aceste rezultate evidențiază faptul că nici una dintre tulpinile analizate nu a permis obținerea de produși de amplificare în cazul genei bsh considerată a fi implicată în procesul de rezistență la sărurile biliare. In schimb, la 7 tulpini a fost detectată gena LBA1446 care, de asemenea are funcții în asigurarea aceleiași proprietăți. Dintre genele implicate în rezistența la pH a fost detectată prezența genelor dltD și LBA1272 la toate tulpinile testate, iar la 7 dintre tulpini a fost evidențiată gena groEL. Dintre genele posibil a fi implicate în rezistența la pH și săruri biliare, la tulpinile analizate (la două dintre ele) a fost detectată gena clpL. 
In afara acestor gene implicate în supraviețuirea bacteriilor lactice la nivelul tractului gastrointestinal, în experimente a mai fost examinată prezența și a altor gene ce codifică sinteza unor enzime implicate în biosinteza riboflavinelor și folatului (ribA, ribG, fol P și fol K), dovedindu-se că majoritatea tulpinilor testate prezintă cel puțin două dintre aceste gene. Acest aspect prezintă importanță din punct de vedere practic în cazul în care tulpinile producătoare ar fi utilizate pentru obținerea de produse fermentate bazate pe cereale. 
Un alt aspect examinat din punct de vedere molecular a fost acela al detectării unor gene (agl, α amy, malL) al căror produși sunt implicați în metabolizarea amidonului, fapt ce poate conferi tulpinilor bacteriene respective o flexibilitate ecologică mai mare. Astfel, gena agl a fost evidențiată la 47% dintre tulpinile bacteriene, gena malL la 36,8% dintre tulpini, iar gena α amy la 78,9% dintre bacteriile lactice testate.
Activitatea IV. Producerea de alimente fermentate standardizate (murături, borş etc.) la scară de laborator și evaluarea produselor fermentate obținute
1. Utilizarea unor tulpini de bacterii lactice pentru obținerea de sucuri fermentate de legume
Experimentele efectuate în cadrul acestei etape au avut drept scop evaluarea a două tulpini de bacterii lactice, Lb. brevis P43 și P61 pentru obținerea unei băuturi fermentate pornind de la suc de sfeclă. Alegerea pentru experimente a acestor tulpini se bazează pe rezultatele anterioare referitoare la proprietățile antifungice ale acestora.

S-a constatat că utilizarea drept inocul a unor tulpini de bacterii lactice poate permite obținerea unor noi produse cu proprietăți benefice. Un prim aspect ce trebuie menționat este legat de faptul că prin utilizarea celor două tulpini de bacterii lactice s-a obținut un suc de sfeclă fermentat (după 7 zile de incubare la 37°C) care a prezentat proprietăți organoleptice satisfăcătoare, atât în privința aspectului general cât și al gustului și mirosului. De remarcat faptul că prin utilizarea inoculului bacterian culoarea sucului de sfeclă s-a menținut o perioadă îndelungată, de până la 6 săptămâni. O altă observație este legată de absența contaminării cu fungi a probelor de suc de sfeclă nediluat, inoculate cu bacterii lactice, chiar și după 5 săptămâni de incubare la temperatura camerei. 
2. Utilizarea unor tulpini de bacterii lactice pentru obținerea de varză fermentată

Varza feliată subţire a fost introdusă în tuburi Falcon sterile de 50 ml peste care s-a adăugat soluţie de NaCl în concentraţie finală de 3% și 1% inocul (una din tulpinile: Enterococcus faecium VL47, Lactobacillus amylolyticus P40, Lactobacillus oryzae P49, Leuconostoc citreum P126, Lactobacillus plantarum 16, Lactobacillus fermentum SE25, Lactobacillus plantarum P58, Lactobacillus fermentum 34.9). 


În urma analizei organoleptice s-a constatat faptul că probele au prezentat gust și miros diferit, unele fiind mai acide și având un miros înțepător, iar altele, care au fermentat mai lent, au fost mai puțin acide. 
În urma studiilor realizate au fost selectate două tulpini Lactobacillus amylolyticus P40 și Leuconostoc citreum P126 pentru analizele ulterioare datorită calităților organoleptice pe care acestea le-au prezentat.

Analiza rep-PCR a profilelor ADN ale coloniilor dezvoltate din probele prelevate la diferite intervale de timp, a evidenţiat faptul că tulpinile de bacterii lactice utilizate în acest studiu şi-au păstrat viabilitatea pe parcusul procesului fermentativ, ele regăsindu-se după 24h şi respectiv 72h.

3. Utilizarea unor tulpini de bacterii lactice pentru obținerea de borș
În cadrul laboratorului au fost obținute mai multe variante de borș, pornind de la metoda tradițională folosită pentru obținerea borșului de casă. Au fost realizate fermentații cu și fără inocul bacterian (Lactobacillus plantarum P26, Leuconostoc mesenteroides P115), cu și fără adăugarea de huște (o parte din tărâțele fermentate anterior pentru obținerea de borș de casă). Probele de borș (inclusiv câteva probe de borș de casă) au fost analizate din punct de vedere al încărcăturii și diversității microbiene, dar și în ceea ce privește proprietățile fizico-chimice.

Din probele de borș de casă colectate din diferite surse au fost izolate, în special tulpini aparținând genului Lactobacillus. Aproximativ jumătate din aceste probe au prezentat o diversitate de specii foarte mică (una sau două specii de lactobacili), în timp ce din alte probe au fost izolate trei sau mai multe specii. Lactobacillus amylolyticus a fost cea mai frecventă specie izolată, fiind regăsită în 11 probe de borș. Alți lactobacili frecvent întâlniți au fost Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei și Latobacillus buchneri, fără a putea face o corelație cu mediul de izolare. Lactobacillus panis, Lactobacillus brevis, Lactobacillus oris și Enterococcus durans au fost izolate doar din câte una sau două probe de borș și doar împreună cu o altă specie de Lactobacillus. 
Analizele microbiologice ale probelor colectate în fermentațiile din laborator au arătat că enterobacteriile și drojdiile nu contribuie la fermentație, sau numărul lor este mult prea mic pentru a putea fi detectate. 
În cazul fermentațiilor cu inocul bacterian, tulpinile folosite ca inocul au fost stabile în timp, au dominat fermentația iar proprietățile organoleptice ale produselor fermentate au fost satisfăcătoare. 
Analize fizico-chimice ale probelor de borș
Aminoacizi și proteine. Între probele de borș de casă nu au fost observate diferențe în ceea ce privește profilul de benzi de aminoacizi. În schimb, în cazul fermentațiilor din laborator, s-a observat o intensificare a unor benzi de la prima la ultima probă colectată, posibil ca urmare a acțiunii unor enzime proteolitice din substratul fermentat sau enzime produse de microorganismele implicate în fermentație.
Concentrația proteică a probelor de borș de casă a fost, în general mică, sub 0.5 mg/ml. În timpul fermentațiilor în laborator, în special în cele care au folosit huștele ca inocul, concentrația proteinelor a crescut de la 0.8 mg/ml la aproximativ 1.9 mg/ml după 9h de fermentație, după care a rămas aproximativ constantă. Prin electroforeza în gel de poliacrilamidă s-au detectat unele diferențe în profilele proteice ale probelor colectate la diferite intervale de fermentație. 
În cazul fermentațiilor cu inocul bacterian sau fără inocul și fără huște, concentrația proteică a crescut în primele 6h de fermentație, după care a scăzut ușor spre finalul fermentației. În ceea ce privește profilul benzilor electroforetice, au fost observate aceleași fenomene ca și în cazul fermentațiilor cu huște. 
Polizaharide. Conținutul de polizaharide al probelor colectate în fermentațiile din laborator a fost de 1.7-1.9 g/l, dar au fost diferențe semnificative între probele de borș de casă din diferite surse. Polizaharidele izolate din trei probe alese întâmplător au fost hidrolizate și analizate prin HPLC. Analiza a evidențiat prezența resurilor de glucoză, xiloză și arabinoză în compoziția acestor polizaharide, proveniți probabil, din fibrele de cereale, care conțin (-glucani, arabinoxilani, oligozaharide și amidon.
Polifenoli. Probele de borș de casă conțin cantități variabile de polifenoli, de la 340 µg/ml la 790 (g/ml. În fermentațiile în laborator, conținutul în polifenoli a fost mult mai mic, de maxim 330-360 (g/ml. O explicație a concentrației mari de polifenoli a probelor de borș de casă ar fi că, în timp, proteinele sunt hidrolizate, eliberând aminoacizi aromatici, care interferă cu dozarea polifenolilor.
CONCLUZII

Experimentele realizate pe parcursul acestei etape și rezultatele obținute permit următoarele concluzii:

- a fost selectată o tulpină bacteriană (Lb. brevis P61) care a avut ușoare efecte de stimulare, atât a germinației semințelor de tomate testate, cât și a creșterii și dezvoltării răsadului;
- la cireșe, tratamentul cu tulpina P61 a redus semnificativ gradul de atac cu B.cinerea comparativ cu martorul netratat, iar la prune, tratamentul cu aceeași tulpină a redus atacul cu Monilia;  
- analiza moleculară a prezenței unor gene funcționale implicate în rezistența bacteriilor lactice la valori scăzute ale pH și/sau la săruri biliare, în metabolismul amidonului sau în sinteza riboflavinei și folatului a evidențiat unele diferențe în privința prezenței acestor gene;
- în ceea ce privește utilizarea unor bacterii lactice ca inocul pentru obținerea unor alimente fermentate, rezultatele sunt promițătoare; au fost obținute produse variate (varză murată, borș, suc de sfeclă fermentat) cu proprietăți organoleptice îmbunătățite sau cel puțin similare cu produsul tradițional; tulpinile bacteriene folosite ca inocul și-au păstrat viabilitatea în timp. Totuși, pentru a stabili formula și condițiile optime de obținere a unor asemenea produse mai sunt necesare teste suplimentare, mai ales în privința concentrației inoculului, a substratului și a perioadei de incubare. De asemenea, în testarea calităților organoleptice a acestor produse trebuie incluse mai multe persoane, cu preferințe alimentare cât mai variate. 
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