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Introducere

in prezent, intelegerea stiintificd a proceselor fermentative s-a extins considerabil,
incluzand o cunoastere detaliatid a proceselor biochimice si a biocatalizatorilor implicati. Tn
industria alimentara si in alimentatie, aceste procese contribuie la cresterea valorii nutritive si
functionale a alimentelor, prin implicarea unor culturi starter de microorganisme, cu potential
probiotic si a produselor derivate, pre-, post- si paraprobioticele, incluse recent in noul
concept metabiotice. Aceste componente au un potential benefic important pentru sanatate,
manifestat prin modularea microbiotei intestinale, sustinerea diversitatii microbiene, intarirea
barierei intestinale si mentinerea echilibrului general al sistemului gastrointestinal. Totodata,
studiile recente au evidentiat efecte pozitive ale consumului de alimente fermentate asupra
unor afectiuni cronice, precum bolile cardiovasculare, obezitatea, diabetul, sindromul
metabolic, bolile neuro-degenerative etc. (Biswas & Das Mohapatra, 2023; Torre et al., 2025).

Interesul in crestere pentru produsele functionale fermentate folosind culturi artizanale
cum ar fi membranele de kombucha si granulele de chefir (lapte si apa) a condus la
intensificarea cercetarilor asupra proprietatilor lor bioactive. Pe scurt, toate cele trei consortii
de microorganisme salbatice au in comun in componenta microbiotei lor, consortii de bacterii
lactice, acetice si drojdii, insa cu o larga diversitate de genuri si specii si in proportii diferite. In
microbiota granulelor de chefir de lapte (GCL) predomina bacteriile lactice, urmate de drojdii
si, mai rar, bacteriile acetice. in microbiomul granulelor de chefir de apa (GCA), drojdiile sunt
cele mai numeroase, urmate de bacteriile lactice si intr-o proportie mai redusa, de bacteriile
acetice. In cazul consortiului asociat membranelor de kombucha (engl. SCOBY- Symbiotic
Culture of Bacteria and Yeast), bacteriile acetice sunt cele predominante, urmate de drojdii si,
mai rar, de bacterii lactice. Astfel, in culturile artizanale, bacteriile lactice predominante apartin
genurilor Lactobacillus spp., Lactococcus spp. si Leuconostoc spp., dar si Bifidobacterium
spp. Unele specii au fost redenumite conform noii taxonomii (Zheng et al., 2020). Printre
drojdii, se regasesc genurile Saccharomyces spp., Brettanomyces spp., Kloeckera spp.,
Saccharomycodes spp., Schizosaccharomyces spp., Torulaspora spp., Zygosaccharomyces
spp., Kluyveromyces spp., si Candida spp.. In ceea ce priveste bacteriile acetice, cele mai
frecvente apartin genurilor Acetobacter spp., Gluconobacter spp. si Komagataeibacter spp.
(Ding, Krasilnikova, et al., 2022; Ding, Stoyanova, et al., 2022b).

in prezent, o multitudine de tulpini de microorganisme indigene, izolate din aceste
consortii, este utilizata in productia de alimente, furaje si ingrediente functionale. Derivate ale
acestor microorganisme probiotice sunt valorificate in formularea suplimentelor alimentare, a
furajelor, a produselor functionale, precum si a ingredientelor utilizate in industria farmaceutica
si cosmetica, datoritd multiplelor lor efecte bioactive benefice in vitro si in vivo, precum
activitatea antimicrobiana si antioxidanta, efectele antiinflamatoare, anticancerigene,
antihipertensive, antidiabetice si hepatoprotectoare (da Anunciagao et al., 2024).

Datorita diversitatii microorganismelor din consortiile naturale, acestea pot transforma
atat pe substraturi conventionale, precum ceaiul negru sau verde cu adaos de zahar (pentru
kombucha), apa suplimantata cu fructe uscate, cu zahar (pentru GCA) sau lapte (pentru GCL),
cat si substraturi neconventionale, cum ar fi infuziile din plante medicinale (pentru kombucha
sau GCA), sucuri de fructe sau apa de cocos (pentru GCA), lapte vegetal, zer sau colostru
(pentru GCL), dar si substraturi derivate din cereale, inclusiv cele aglutenice (hrisca, quinoa,
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etc.), leguminoase (linte, naut etc). De asemenea, subprodusele agro-alimentare, precum coji
de cartof dulce, okara, pulpe de fructe sau resturi de legume, sunt utilizate cu succes ca
substraturi in procesele fermentative (Pihurov et al., 2024). Aceste substraturi furnizeaza
nutrientii esentiali pentru microorganisme, incluzand carbohidrati, proteine si alti compusi cu
azot, fibre, polifenoli, acizi organici, vitamine si minerale.

Astfel, atat consortiile artizanale, cat si tulpinile izolate cu potential probiotic sunt
utilizate pentru producerea de produse fermentate functionale, bogate in postbiotice (ex. acizi
grasi cu lant scurt, proteine bioactive, exopolizaharide, vitamine, enzime), si/sau prebiotice
(ex., fructooligozaharide, galactooligozaharide, beta-glucani) cu o gama larga de aplicatii. De
asemenea, trebuie mentionate si paraprobioticele, care se obtin prin inactivarea celulelor prin
diferite tratamente (termic, cu ultrasunete, incalzire ohmica, presiuni Tnalte etc.).
Paraprobioticele pot fi ulterior integrate in diverse formule alimentare, imbunatatind astfel
proprietatile bioactive (Aguilar-Toala et al., 2018; Nataraj et al., 2020; Zang et al., 2024).

Astfel, substraturile fermentate, cu ajutorul tulpinilor probiotice individuale,
selectionate, sau a consortiilor microbiene, contribuie la rezolvarea si prevenirea problemelor
de sanatate si sustenabilitate alimentara. in acest context, metabioticele se prezintd ca o
alternativa promitatoare, avand in vedere ca includ celule vii si moarte (intacte sau rupte),
componente celulare si metaboliti microbieni formati prin fermentatii sau eliberati din celule.
Combinarea acestor elemente in formule alimentare si medicinale poate conduce la
dezvoltarea unor produse inovative cu efecte terapeutice. Metabioticele obtinute prin aportul
consortiilor indigene de microorganisme din microbiomul culturilor starter artizanale, pot
reprezenta o directie inovativa in dezvoltarea a produselor functionale cu impact deosebit in
cresterea calitatii vietii.

Teza de doctorat intitulata ,,Valorificarea potentialului unor culturi artizanale de
microorganisme pentru obtinerea de produse cu functionalitate ridicata” a vizat izolarea
si evaluarea potentialului bioactiv al unor tulpini de bacterii lactice din culturi artizanale
(membrane de kombucha, GCL si GCA), in culturi pure sau in consortii. De asemenea, s-a
urmarit optimizarea proceselor de obtinere a unor produse fermentate prin fermentarea unor
substraturi neconventionale utilizadnd consortii singulare sau prin combinarea microbiotei
acestora, avand ca scop obtinerea de postbiotice cu caracteristici functionale si diversificarea
compozitionala si a proprietatilor produselor fermentate. in plus, au fost analizate si aplicate
tehnici de inactivare a unor tulpini de bacterii lactice izolate din consortiile studiate in vederea
obtinerii de paraprobiotice si testarea preliminara a proprietatilor bioactive ale acestora.
Totodata, s-a pus accent pe valorificarea potentialului postbioticelor si a paraprobioticelor, prin
integrarea acestora in formule functionale de ingrediente, alimente si furaje.

Cercetarile efectuate in cadrul stagiului de doctorat au vizat urmatoarele obiective stiintifice
generale:

v Obtinerea unor tulpini pure de microorganisme (bacterii lactice, bacterii acetice si
drojdii) din microbiomul natural al culturilor starter artizanale, urmata de caracterizarea
morfologicd, taxonomica si capacitatea de fermentare a wunor substraturi
neconventionale (faina din linte rosie, coji de cartof dulce, okara si colostru bovin).
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v' Evaluarea si identificarea prin modelare matematica si analiza statistica a parametrilor
cheie pentru optimizarea proceselor fermentative, utilizand consortii microbiene
multiple, prin co-cultivarea culturilor starter artizanale pe medii neconventionale.

v Obtinerea paraprobioticelor din tulpinil selectionate cu potential probiotic, prin
tratamente combinate, tratament termic, incalzire ohmica si tratament cu ultrasunete
si testarea proprietatilor bioactive ale acestora.

v' Valorificarea potentialului bioactiv al metabioticelor prin integrarea acestora in
alimente si furaje pentru pesti.

Lucrarea este organizata in doua sectiuni:

I. STUDIUL DOCUMENTAR, intitulat ,,Stadiul actual al cercetarilor in domeniul
utilizarii culturilor starter artizanale si a produselor derivate pentru obtinerea de
produse cu proprietati functionale” contine un capitol, cu cinci subcapitole, studiul actual
in domeniul analizei si utilizarii culturilor starter artizanale (membrane de kombucha, GCL si
GCA) si perspectivele privind utilizarea acestora in procese biotehnologice controlate, pentru
obtinerea de metabiotice, adica complexe functionale contindnd prebiotice, probiotice,
postbiotice si paraprobiotice. Astfel, s-a descris componenta microbiomului specific fiecarui
tip de cultura, potentialul metabiotic si posibilitatile de integrarea produselor fermentate
obtinute prin aportul culturilor artizanale, in ingrediente si alimente functionale.

Il. STUDIUL EXPERIMENTAL evidentiaza rezultatele cercetarilor originale efectuate in
decursul perioadei de doctorat, fiind structurat in sase capitole dupa cum urmeaza:

Capitolul 2, intitulat ,,/zolarea din microbiomul culturilor starter artizanale a unor
microorganisme cu aplicatii biotehnologice si selectia tulpinilor cu proprietati
bioactive”, prezinta obtinerea si descrierea morfologica a unor culturilor pure izolate din
microbiota culturilor starter artizanale (kombucha, GCL si GCA). Ulterior, s-a realizat selectia
bacteriilor lactice cu proprietati fermentative valoroase, urmata de identificarea filogenetica a
acestora pentru confirmarea apartenentei la speciile de interes biotehnologic. Tulpinile
selectionate au fost testate pentru evaluarea proprietatilor bioactive (capacitatea acidifianta,
activitatea antimicrobiana, potentialul antioxidant, precum si potentialul probiotic, inclusiv
determinarea activitatii hemolitice, ca indicator al sigurantei pentru utilizare in produse sau
suplimente alimentare.

»Demonstrarea simbiofunctionalitatii co-culturilor artizanale in conditii
fermentative neconventionale si caracterizarea produselor fermentate obtinute”
prezentate Tn Capitolul 3 a avut ca scop utilizarea combinatiilor de culturi artizanale in
vederea obtinerii unor produse fermentate cu proprietati bioactive superioare. A fost aplicata
o abordare inovativa, care a constat in variatia tipului si a dimensiunii inoculului, a compozitiei
mediului fermentativ si a conditiilor de fermentatie, pentru optimizarea procesului in vederea
cresterii valorii functionale a produselor fermentate. Functionalitatea co-culturilor de tip
kombucha — GCA si kombucha — GCL, a potentialului antioxidant si a activitatii antimicrobiene.
De asemenea, in produsele fermentate s-au determinat compusii bioactivi (acizi organici,
compusi polifenolici, peptide bioactive), utilizdnd cromatografia de lichide de inalta
performanta (HPLC).
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Capitolul 4, intitulat ,,Optimizarea proceselor fermentative utilizdnd consortii
multiple de culturi starter artizanale si medii fermentative neconventionale”, prezinta
strategia de optimizare a procesului de fermentatie a unor medii de cultura formulate pe baza
de infuzie de ceai negru, unul imbogatit cu colostru bovin si zahar, inoculat cu culturi starter
obtinute din membrane liofilizate de kombucha si GCL, iar altul suplimentat cu stafide si zahar,
inoculat cu culturi starter din membrane liofilizate de kombucha si GCA. Experimentele au fost
proiectate si analizate statistic prin modelare matematica, utilizand tehnicile de planificare a
experimentelor si optimizare Plackett-Burman si metodologia analizei suprafetei de raspuns.
A fost evaluata influenta variabilelor independente asupra procesului fermentativ, in corelatie
cu proprietatile functionale ale produselor fermentate obtinute, precum continutul de compusi
bioactivi (acizi organici, polifenoli si flavonoide), capacitatea antioxidantd si activitatea
antimicrobiana.

Capitolul 5, intitulat ,,Obtinerea paraprobioticelor derivate din tulpini de bacterii
lactice probiotice selectionate, izolate din microbiomul culturilor artizanale”, prezinta
rezultatele testelor de obtinere a paraprobioticelor prin inactivarea celulelor vii ale bacteriilor
probiotice, Lacticaseibacillus paracasei (MIUG BL80), si Lacticaseibacillus paracasei subsp.
tolerans (MIUG BL87), utilizdnd metode combinate precum tratamentul cu ultrasunete—
tratament termic si incalzirea ohmicé—tratament termic. S-au studiat si modelat matematic
cinetica de inactivare a celulelor, avand ca scop identificarea celei mai eficiente metode si a
celei mai optime variante de procesare pentru obtinerea paraprobioticelor (celule moarte,
intacte sau rupte).

Capitolul 6, cu titlul , Valorificarea potentialului biotic al postbioticelor si
paraprobioticelor”, a vizat evaluarea proprietatilor bioactive ale produsului fermentat obtinut
prin co-fermentarea cu ajutorul consortiilor membrane de kombucha si GCL, precum si
testarea efectului postbioticelor asupra cresterii si a functilor metabolice ale pestilor, prin
suplimentarea furajelor clasice cu produsul fermentat. De asemenea, s-au investigat
proprietatile bioactive ale paraprobioticelor obtinute prin tratament combinat ultrasunete—
termic, utilizand tulpina de drojdie Saccharomyces cerevisiae ca model experimental. in plus,
paraprobioticele au fost integrate in dezvoltarea unei bauturi fermentate cu potential
functional, formulatd pe baza de maia din faina de secara si zat de cafea, fiind realizata
determinarea continutului de compusi bioactivi si evaluarea proprietatilor bioactive.

Capitolul 7, Concluzii finale, reprezintd concluzii relevante obtinute Th urma studiilor
experimentale realizate, cu privire la: evaluarea microbiotei culturilor artizanale, prin izolarea
si caracterizarea tulpinilor pure de bacterii si drojdii; formularea unor produse fermentate prin
co-cultivarea consortilor de microorganisme din culturi starter artizanale, cu proprietati
tehnologice si functionale superioare, care au fost evaluate atat in conditii biotehnologice
controlate la nivel de laborator, cat si pe organisme vii (pesti); obtinerea si caracterizarea
paraprobioticelor, urmate de integrarea acestora in procesul de fermentare, conducand la
obtinerea unei noi bauturi fermentaté cu valoare adaugata.

Capitolele ce prezintd studii experimentale sunt organizate mai multe sectiuni:
Introducere, unde sunt prezentate stadiul actual al cercetarilor in domeniu si sunt definite
scopurile experimentelor derulate; Materialele si metodele utilizate ce descriu materiile prime,
materialele, reactivii utilizati, si metodele experimentale si de evaluare a datelor
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experimentale; Rezultate si discutii, in care rezultatele obtinute sunt prezentate si discutate in
contextul literaturii de specialitate; Concluzii partiale.

Referintele bibliografice au fost incluse ca un capitol distinct la finalul tezei, sub titlul
Bibliografie.

Teza de doctorat are un volum de 201 pagini si include un total de 39 de figuri si 53
de tabele. Componenta teoretica, care prezinta o radiografie a stadiului actual al cercetarilor
in domeniul abordat (studiul bibliografic), reprezinta 12,93% din totalul lucrarii, iar partea
experimentala, in care se prezinta cercetarile realizate si rezultatele obtinute, reprezinta
87,07% din total.

in incheiere, sunt evidentiate contributiile originale prin care aceastd tezd de
doctorat isi aduce aportul la imbogatirea conceptelor fundamentale si aplicative privind
aplicatiile culturilor starter artizanale biotehnologie, subiecte relativ putin studiate in Romaénia,
precum si directile de continuare a cercetarilor viitoare si modalitatile de diseminare a
rezultatelor obtinute.

Rezultatele au fost diseminate prin publicarea a 7 articole stiintifice, dintre care 6
publicate in reviste cotate ISI (Microorganisms, Foods, Applied Sciences, The Annals of the
University Dunarea De Jos of Galati, Applied Food Research), 1 articol publicat in revista
indexata in baze de date internationale (/nnovative Romanian Food Biotechnology) si 1 capitol
publicat intr-o carte aparuta in editura internationala (IntechOpen). De asemenea, un numar
de 19 lucrari au fost comunicate Tn cadrul unor manifestari stiintifice de prestigiu din domeniu,
atét la nivel national, cat si international.

Activitatile de cercetare desfasurate in cadrul tezei de doctorat au beneficiat de
sprijinul infrastructurii moderne de cercetare a Centrului Integrat de Cercetare, Expertiza si
Transfer Tehnologic (BioAliment-TehnlA) (www.bioaliment.ugal.ro), din cadrul Facultatii de
Stiinta si Ingineria Alimentelor a Universitatii ,Dunarea de Jos” din Galati.

Pe parcursul studiilor doctorale, doctoranda a fost implicata in echipa unui proiect de

cercetare, cu tematica complementara cu cea a tezei de doctorat, dupa cum urmeaza:

v PCE 159/2021-2023 - Concepte emergente noi pentru functionalizarea alimentelor,
prin tranzitia de la probiotice la metabiotice, ca strategie de promovare a sanatatii
(BIOTICS+; https://www.biotics.ugal.ro/index.php/en/), director de proiect prof.dr.ing.
Gabriela-Elena Bahrim

Teza de doctorat a fost realizata sub indrumarea stiintifica a doamnei prof. dr. ing. Gabriela-
Elena BAHRIM, in calitate de conducator de doctorat, si a comisiei de indrumare, care a avut
urméatoarea componenta: prof. dr. ing. Nicoleta STANCIUC, prof. dr. ing. Daniela BORDA,
prof. dr. ing. Lorena DEDIU, cercetator stiintific gradul I, CS.l. dr. biochim. Oana
CRACIUNESCU.
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Capitolul 2. 1zolarea din microbiomul culturilor starter artizanale a
unor microorganisme cu aplicatii biotehnologice si selectia
tulpinilor cu proprietati bioactive

2.1. Introducere

Izolarea microorganismelor cu potential probiotic din alimentele fermentate, cum ar fi
produsele lactate, carnea, legumele si extractele din plante, oferd un avantaj competitiv in
utilizarea lor eficienta ca microorganisme starter cu proprietati functionale. Aceste
microorganisme isi mentin caracteristicile probiotice pe parcursul procesului de fermentare,
contribuind la obtinerea unor produse alimentare cu caracteristici functionale imbunatatite,
precum si la dezvoltarea suplimentelor si a ingredientelor functionale (Ntiantiasi & Lianou,
2023).

Culturile starter artizanale, granulele de chefir lapte, granulele de chefir de apa si
membrana de kombucha (engl. Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts - SCOBY), fiind cele
mai des utilizate in fermentatia diferitor substraturi conventionale si neconventionale, sunt
cunoscute ca o sursa excelenta de microorganisme probiotice (bacterii si drojdii), care
functioneaza in consortii complexe de microorganisme salbatice, intr-un sinergism perfect,
imobilizate in suporturi polimerice naturale specifice, biosintetizate de acestea pentru a
asigura microincapsularea naturala si cu rol de protectie a celulelor fata de factorii externi.

In vitro, in produsele fermentate beneficile aduse de componentele metabiotice
(prebiotice, probiotice, postbiotice si paraprobiotice) ofera calitati nutritionale si functionale
superioare si totodata efecte benefice cu impact asupra calitatii, conservabilitatii si sigurantei
alimentare. Studiile prezentate in acest capitol au vizat izolarea unor microorganisme
performante din microbiomul culturilor starter artizanale in vederea selectiei si utilizarii in
procese fermentative, pe baza proprietatilor biotehnologice utile in formularea produselor si
ingredientelor functionale. Izolarea si caracterizarea microorganismelor din aceste culturi
ofera oportunitati semnificative pentru identificarea tulpinilor cu proprietati bioactive, cum ar fi
activitatea antimicrobiana, activitatea antioxidanta si proprietatile probiotice. S-a vizat selectia
unor culturi de bacterii lactice pentru utilizare in fermentarea unor substraturi neconventionale
(colostru bovin, linte rosie, coaja de cartofi dulci si okara), pe baza proprietéatilor acestora de
a creste potentialul bioactiv si functional al produselor fermentate. Selectia acestor tulpini este
esentiala pentru dezvoltarea unor biotehnologii avansate cu implicatii in industria alimentara,
farmaceutica, cosmetica, agricultura, protectia mediului etc.

Pentru diversificarea produselor si a ingredientelor functionale, precum si pentru
valorificarea unor substraturi fermentative neconventionale cu potential benefic in
multiplicarea microorganismelor probiotice si Tn obtinerea metabolitilor postbiotici cu
proprietati bioactive, in aceasta tezd au fost analizate urmatoarele materii prime: colostrul
bovin, faina de linte rosie, faina din coji de cartofi rosii si okara (reziduu rezultat in urma
producerii laptelui de soia).

Obiectivele stiintifice ale studiilor prezentate Tn acest capitol au vizat izolarea unor
microorganisme valoroase din punct de vedere microbiologic, din microbiomul culturilor starter
artizanale (GCA, GCL, membrana de kombucha). Studiile s-au axat in principal pe culturi de
bacterii lactice, care s-au selectionat pe baza capacitatii acestora de a fermenta diferite
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substraturi neconventionale in vederea obtinerii unor produse fermentate cu proprietati
bioactive, selectia, identificarea taxonomica si testarea potentialului probiotic.

2. 2. Materiale si metode

2. 2. 1. Reactivi si medii de cultura. Medii fermentative formulate

Metodologia de cercetare a cuprins:

- lzolarea din microbiomul culturilor artizanale a unor culturilor pure si caracterizarea
morfologica

- Selectia si cultivarea tulpinilor de bacterii lactice cu proprietati fermentative valoroase

- Identificarea filogenica a tulpinilor de bacterii lactice selectionate

- Evaluarea caracteristicilor probiotice a tulpinilor selectionate

2. 3. Rezultate si discutii

2.3.1. Izolarea si caracterizarea morfologica a microorganismelor izolate din
microbiomul culturilor starter artizanale

Un numar de 18 tulpini de bacterii lactice, capabile sa se dezvolte in conditii de
aerobioza si facultativ anaerobioza, au fost izolate, din microbiota culturilor artizanale
(kombucha, GCA si GCL).

Din mediul fermentat cu membrane de kombucha au fost izolate doua tulpini de bacterii
acetice, codificate MIUG BA 1si MIUG BA 2, prin cultivare pe mediile GYC si Carr, specifice
genurilor Gluconobater spp. si Acetobacter spp. in plus, tipul bacteriilor acetice prezente in
kombucha influenteaza formarea acizilor organici, cum ar fi acidul gluconic si acidul acetic
care contribuie la calitatea functionala a bauturii fermentate. Un studiu a testat formularea unui
consortiu de culturi microbiene pentru a initia fermentatia pentru obtinerea bauturii
kombucha. Astfel, a fost propus un amestec de de tulpini precum Acetobacter pasteurianus,
Gluconobacter oxydans, Saccharomyces cerevisiae, Leuconostoc mesenteroides. Astfel, A.
pasteurianus are un potential ridicat in productia de acid acetic si celuloza bacteriana, astfel
oferid un mediu optim pentru productia de kombucha fermentata. lar, G. oxydans are
potentialul de a furniza efecte bioactive, prin bioproducerea unor postbiotice precum acidul
gluconic si acidul glucuronic. Prin urmare, in mediul fermentat de bacterii s-au detectat 10,32
mg/mL de acid glucuronic si 25,49 mg/mL de gluconat (Lee et al., 2023).

Din microbiomul culturilor artizanale au fost izolate 7 tulpini de drojdii, dintre care 3
tulpini din kombucha (codificate MIUG D137, MIUG D138, MIUG D139), 3 tulpini din GCL
(codificate MIUG D140, MIUG D141, MIUG D142), si o tulpina din GCA (codificata MIUG
D143).

2.3.2. Selectia unor tulpini de bacterii lactice izolate din microbiomul culturilor starter
artizanale pe baza proprietatilor bioactive

Utilizarea culturilor selectionate de bacterii lactice, izolate din microbiomul culturilor
starter artizanale, pentru fermentarea substraturilor neconventionale, faina din linte rosie,
faina din coaja de cartofi rosii, okara si colostru bovin au condus la obtinerea de produse
fermentate cu prorietati bioactive valoroase. Astfel, mediul fermentativ formulat din 5% faina
de linte rosie, 4% faina din coaja de cartof dulce si 3% okara (codificat LCO 543) fermentat cu
bacteriile izolate a avut urmatoarele caracteristici, si anume: valoarea pH-ului mediului
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fermentat a variat in intervalul 3,69 — 4,60, aciditatea totala titrabila intre 4,87 si 16,01 mL
NaOH, 0,1 N, potentialul antioxidant intre 1,43 - 2,45 mM ET/mL iar pentru activitatea
antibacteriana au fost masurate valori ale zonei de inhibare a dezvoltarii bacteriei sporulate,
Bacillus subtilis MIUG B1, cuprinse intre 0,50 — 4,83 mm. Produsele fermentate, obtinute cu
tulpinile de bacterii lactice codificate MIUG BL79, MIUG BL80, MIUG BL87 si MIUG BL89, au
prezentat valori ridicate ale aciditatii titrabile, cuprinse in intervalul 15,72 — 16,01 mL NaOH
0,1N. Activitatea antioxidantd s-a incadrat intre 2,12 — 2,39 mM ET/mL, iar potentialul
antibacterian masurat a fost in limitele 3,33 — 3,67 mm. Pentru activitatea antifungica nu s-a
remarcat prezenta unei zone clare de inhibare a cresterii, insa s-a observat inhibarea partiala
a capacitatii de sporulare a tulpinii indicator (Asperqgillus niger).

Pentru probele fermentate obtinute prin transformarea mediului pe baza de colostru
bovin s-au determinat cele mai scazute valori a pH-ului, in probele fermentate cu tulpinile de
bacterii lactice codificate MIUG BL79, MIUG BL91 si MIUG BL92. in cazul aciditétii titrabile
cele mai mari valori au fost cuprinse intre 112,50°T si 125°T, pentru produsele fermentate cu
bacteriile lactice codificate MIUG BL80, MIUG BL87, MIUG BL91 si MIUG BL92. Cele mai
mari valori ale activiatii antioxidante de 0,96 si 0,72 mM ET/mL au fost raportate in cazul
probelor fermentate cu tulpinile codificate MIUG BL90 si MIUG BL83, insa acestea nu au
prezentat activitate antibacteriana impotriva tulpinii indicator Bacillus subtilis testata.

Produsele fermentate obtinute cu tulpinile mentionate au prezentat diametrul zonei de
inhibitie cuprins intre 4,33 si 6,33 mm, iar activitatea antioxidanta a avut valori cuprinse intre
0,35 si 0,44 mM ET/mL. Valori de 0,14 mM ET/mL au fost obtinute la fermentarea colostrului
cu GCL. Pentru Aspergillus niger, probele fermentate au inhibat sporularea, cu exceptia
produsului fermentat obtinut cu tulpina codificatd MIUG BL 91, care nu a inhibat sporularea
mucegaiului.

in urma selectiei, pe baza caracteristicilor bioactive a produselor fermentate utilizand
substraturi neconventionale, pe baza de colostru bovin si subproduse agro-alimentare, doua
tulpini, nou izolate din microbiota culturilor artizanale, codificate MIUG BL 80 si MIUG BL87,
au demonstrat proprietati biotehnologice valoroase pentru producerea de compusi biologic
activi (postbiotice).

2.3.3. Identificarea filogenetica a tulpinilor de bacterii lactice selectionate

Identificarea moleculara a celor doud tulpini selectionate a evidentiat faptul ca tulpinile
apartin genului Lactobacillus spp., specia Lacticaseibacillus paracasei (Lc. paracasei) MIUG
BL8O0, izolata din granula de chefir de apa si Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans (Lc.
paracasei subsp. tolerans) MIUG BL87, izolata din GCL.

2.3.4. Evaluarea potentialului probiotic al tulpinilor de bacterii lactice selectionate

Tulpinile identificate au fost testate pentru demonstrarea proprietatilor probiotice si
anume: rezistenta in medii cu pH acid, cu saruri biliare si mentinerea viabilitatii in tranzitul
gastrointestinal.

Supravietuirea in medii cu pH 2,0

in studiul bacteriilor izolate din granule de chefir, dupa 4 ore de termostatare la
temperatura de 37°C, viabilitatea celulelor de bacterii lactice, la pH 2,0, a variat intre 3,85 —
2,31 log ufc/mL, gradul de supravietuire fiind de 40,17 % si 24,72 %, in comparatie cu tulpina
comerciala (L. casei ATCC 393) unde nu au fost determinate celule viabile.
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Supravietuirea in medii cu pH 3,0

Dupa 4 ore de termostatare, in mediu MRS, la temperatura de 37°C, viabilitatea
celulelor de bacterii lactice, la pH 3,0, a variat intre 9,46 — 9,26 log ufc/mL, gradul de
supravietuire fiind de 95,94 % si 99,87 %. in comparatie cu tulpina comerciala, L. casei ATCC
393 al carei grad de supravietuire a fost de 92,99 % (Cotarlet et al., 2023).

Supravietuirea in prezenta sarurilor biliare (0,3% g/v)

In cazul bacteriilor lactice studiate, dupa 4 ore de termostatare la temperatura de 37°C,
viabilitatea celulelor de bacterii lactice, in prezenta sarurilor biliare (0,3% g/v), a variat intre
8,40 — 6,63 log ufc/mL , gradul de supravietuire fiind de 91,15 % si 74,05 %, in comparatie cu
tulpina comercialad unde nu au fost evidentiate celule viabile, in conditii similare de tratament.

Supravietuirea bacteriilor lactice selectionate pe parcursul digestiei gastro-intestinale in vitro

Gradul de supravietuire pentru tulpinile selectionate codificate MIUG BL80 si MIUG
BL87, dupa 190 minute de digestie, au fost de 91,96% (8,70 log ufc/mL) si 60,10% (5,71log
ufc/mL), in comparatie cu tulpina comerciala (L. casei ATCC 393) pentru care nu au fost
evidentiate celule viabile, in conditii similare de tratament.

Astfel, s-a efectuat testul de co-agregare ce indica proprietatea celulelor probiotice de
a adera la tesutul gazda, cum ar fi celulele epiteliale din intestinul uman. Astfel, prin co-
agregare a fost testatd actiunea tulpinilor selectionate de bacterii lactice impotriva tulpinilor
patogene E. coli si S. aureus. Tulpina cu potential probiotic codificatd MIUG BL 80 a
demonstrat un procent de co-agregare ridicat de peste 18%, pentru E. coli si 14%, pentru S.
aureus, ceea ce insemna are capacitatea de a impiedica bacteriile patogene de a se coloniza
la nivelul intestinului uman.

Tulpinile Lc. paracasei MIUG BL80 si Lc. paracasei subsp. tolerans MIUG BL 87 nu
au prezentat activitate hemolitica pentru a- sau B-hemoliza, indicAnd y-hemoliza, dupa
cultivare timp de 72 h, la temperatura de 37°C ceea ce presupune a fi sigure,aceasta fiind
printre cerintele primare pentru selectarea unei tulpini probiotice.

2. 4. Concluzii partiale

Consortile de microorganisme din microbiomul culturilor artizanale, precum
membrana de kombucha (SCOBY) si granulele de chefir de apa si lapte, reprezintd o sursa
valoroasa si diversificata de tulpini bacteriene si de drojdii cu un potential probiotic. Pe baza
caracteristicilor analizate, respectiv rezistenta la pH 2,0 si pH 3,0; capacitatea de supravietuire
in prezenta sarurilor biliare (0,3% g/v) cat si in conditii simulate in vitro ale digestiei gastro-
intestinale, precum si capacitatea de co-agregare a bacteriilor lactice studiate cu tulpini de
bacterii patogene si lipsa activitatii hemolitice, au fost selectionate doua tulpini de bacterii
lactice cu potential probiotic, Lc paracasei MIUG BL80 si Lc. paracasei subsp. tolerans MIUG
BL 87 considerate tulpini din categoria GRAS. Tulpinile selectionate vor fi studiate in etapele
urmatoare in vederea obtinerii de postbiotice si paraprobiotice cu proprietati bioactive.

Capitolul 3. Demonstrarea simbiofunctionalitatii co-culturilor
artizanale in conditii fermentative neconventionale si caracterizarea
produselor fermentate obtinute

3. 1. Introducere
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Consortiile de microorganisme din culturile starter artizanale au o functionalitate
simbiotica perfecta, adaptata in timp, care asigura stabilitatea caracteristicilor produselor
fermentate si reproductibilitatea proceselor fermentative si totodatd se caracterizeaza prin
stabilitate metabolicad deosebita si protectie naturala fatd de microorganismele de alterare si
patogene. Datorita progreselor tehnice a metodelor de investigare biochimica este posibila
identificarea si caracterizarea postbioticelor, compusi bioactivi functionali, metaboliti primari si
secundari sintetizati de catre microorganisme, ca produse extracelulare sau eliberati din celule
prin distrugerea acestora, care administrate in cantitati adecvate actioneaza benefic asupra
sanatatii, care pot prezenta unele avantaje comparativ cu ,bioticele” traditionale, cum sunt
probioticele si prebioticele (Wegh et al., 2019). Scopul fermentatiilor utilizadnd microorganisme
multiple, furnizate de consortiile naturale ale granulelor de chefir de apa/lapte si membrane
de kombucha (SCOBY), este de a obtine postbiotice diverse in concentratii ridicate, in sensul
imbunatatirii proprietatilor functionale, precum si de a investiga modul in care consortiile
actioneaza in simbioza pentru a creste functionalitatea in vitro si in vivo a produselor
fermentate si spectrul de metabiotice produse natural. Postbioticele par a fi candidati buni ca
tinte terapeutice noi, in bolile secolului XXI, cum ar fi diabetul, afectiuni gastrointestinale,
afectiuni hepatice, cancer, depresie si anxietate. Culturile starter artizanale prezinta o serie de
particularitati din punctul de vedere al capacitatii de postbioticare care imprima caracteristicile
functionale ale produselor fermentate (Calvanese et al., 2025) .

Obiectivele stiintifice ale studiilor descrise in acest capitol au vizat:

1. Utilizarea combinatiilor de culturi artizanale pentru obtinerea de produse fermentate
cu proprietati bioactive superioare. Aceasta abordare este inovativa prin variatia
dimensiunii inoculului, a compozitiei mediului si a conditiilor fermentative.

2. Demonstrarea functionalitatii co-culturilor de culturi artizanale, kombucha - granule de
chefir apa si kombucha - GCL.

Aceasta abordare este noua, intrucat co-cultivarea culturilor artizanale este foarte
putin studiatd pe plan national si international. Studiul vizeaza obtinerea unor consortii
microbiene re-adaptate, capabile sa produca o gama larga de compusi biologic activi
(tribiotice; pre-, pro- si postbiotice), in conditii biotehnologice simple si eficiente.

3. 2. Materiale si metode
Au fost utilizate urmatoarele metode de investigare:

- Fermentatii cu culturi multiple de consortii artizanale: co-cultura SCOBY si granule de
chefir de lapte si co-cultura SCOBY si granule de chefir de apa;

- Analiza produselor fermentate pentru evidentierea proprietéatilor bioactive, corelate cu
functionalitatea culturilor starter. S-au evaluat pH-ul, aciditatea totald titrabila,
activitatea antimicrobiand, activitatea antioxidanta si cuantificarea acizilor organici prin
cromatografie HPLC.

3. 3. Rezultate si discutii

3.3.1. Capacitatea de acidifiere in conditii fermentative neconventionale a co-culturilor
de microorganisme din microbiota culturilor starter artizanale

Pentru a valida statistic raspunsurile analizate precum si a demonstra diferentele
semnificative prezente, s-a formulat ipoteza nula (HO) care afirma ca valorile medii ale datelor
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analizate pentru cele sase probe testate sunt egale. In cazul in care, valoarea p este mai mica
decét nivelul de semnificatie de 0,05, se respinge ipoteza nula, si se accepta ipoteza
alternativa conform céreia sunt diferente semnificative intre probe.

Astfel, testul Tukey pentru varianta experimentala P1, pentru raspunsul pH, indica
diferente semnificative intre probe (p>0,05). De asemenea, modelul este adecvat si se
potriveste cu datele experimentale, coeficientul de determinare (R?) fiind de 99,94%.

Valoarea pH-ului la probele martor (fermentatii cu culturi individuale de GCL -M2 si
SCOBY - M1) a fost de 4,02-4,76, comparativ cu probele in care s-au utilizat co-culturi,
acestea avand valoarea de 3,17 la a cincea sarja de fermentatie (P5) si valoarea de 3,43, la
a treia sarja de fermentatie (P3) (Tabelul 3.1). Scaderea pH-ului se explica prin acumularea
de acizi organici, in special acizii lactic si acetic, acestia fiind produsele finale majore ale
metabolismului carbohidratilor prin activitatea fermentativa a bacteriile lactice. Acumularea de
acid lactic si scaderea pH-ului contribuie la o activitate inhibitoare cu spectru larg impotriva
bacteriilor Gram-pozitive si Gram-negative (Sen & Mansell, 2020).

in cazul probelor din a doua varianta experimental&, co-fermentarea mediilor cu GCA
si SCOBY, testul Tukey a indicat diferente semnificative intre probe, mai putin intre probele
PA1 si MA2, PA3 si PA1, PA7 si PA3. De asemenea, modelul determinat s-a dovedit a fi
adecvat datelor experimentale (R? - 99,06%). De asemenea, valoarea pH-ului a variat in
intervalul 3,4 - 3,6, valorile fiind apropiate de cele ale probele martor (MA1 si MA2).

Tabelul 3.1. Caracteristicile produselor fermentate obtinute prin fermentare cu co-culturi
artizanale, SCOBY si GCL

Proba pH Aciditatea Activitatea Activitate Activitate
totala antioxidanta, antibacteriana antifungica
titrabila,mL DPPH,mM ET/ impotriva impotriva
NaOH 0,1 N mL B.subtilis, A.niger, mm

mm

P1 3,423+0,025¢ 7,78+0,029¢ 2,23+0,4072b 5,50+0,316° 2,50+0,070°

P3 3,433+0,006° 9,02+0,050¢ 2,37+0,110° 5,66+0,272° 4,33+0,1492

P5 3,170+0,010° 20,14+0,0962 2,27+0,2372 7,33+0,210° 2,37+0,3072b

P7 3,323+0,021¢ 9,58+0,085P 1,68+0,145°¢ 8,66+0,272° 1,50+0,226°

M1 4,760+0,0102 1,29+0,015¢ 1,34+0,087¢ 0,002+0,001¢ 0,002+0,001¢

M2 4,020+0,020° 2,47+0,288¢ 1,14+0,284° 0,001+0,001¢ 0,001+0,001¢

*Datele reprezintd media a trei determindri independente, iar literele diferite arata diferente
semnificative intre probele analizate (p<0,05).

in ceea ce priveste aciditatea totala titrabila (ATT) pentru probele fermentate cu co-
cultura SCOBY si GCL din punct de vedere statistic testul Tukey idica ca intre toate probele
sunt diferente semnificative. De asemenea, modelul obtinut s-a dovedit adevcat si se
potriveste cu datele experimentale (R%-99,97%). Astfel, se observa c&, in comparatie cu
probele martor M1 si M2, in care ATT-ul are valori cuprinse intre 1,29 si 2, 47 mL NaOH 0,1
N, probele fermentate cu co-culturi artizanale au valori mai ridicate (intre 7,78 si 20,14 mL
NaOH 0,1 N), ceea ce demonstreaza producerea de acizi organici prin fermentatie. Proba P5
are valoarea cea mai ridicatd 20,14 mL NaOH 0,1 N, acesta fiind proba dupa a cincea sarja
de fermentatie, insa dupa sarja a saptea de fermentatie, valoarea ATT a scazut pana la 9,58
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mL NaOH 0,1 N, ca urmare a dezvoltarii excesive a microorganismelor acidofile sau a
microorganismelor care utilizeaza acizii ca surse de carbon.

Tabelul 3.2. Caracteristicile produselor fermentate obtinute prin fermentare cu co-culturi
artizanale, SCOBY si GCA

Proba pH Aciditatea totala Activitatea Activitate Activitate
titrabila, mL antioxidanta, antibacteriana antifungica
NaOH 0,1 N DPPH,mM ET/ impotriva impotriva
mL B.subtilis, mm  A.niger, mm
PA1 3,40+0,046° 9,69+0,163° 2,46+0,3132 5,0040,248° 2,33+0,375°
PA3 3,62+0,021¢¢  7,23+0,167° 2,38+0,2852 2,66+0,357° 3,83+0,428°
PA5 3,42+0,015° 11,270,482 2,41+0,336° 4,33+0,3832 3,94+0,542°
PA7 3,47+0,010¢  5,53+0,524¢ 2,36+0,1332 1,66+0,395°¢ 4,00+0,464°
MA1 3,52+0,015¢  5,54+0,409¢ 2,27+0,2732 0,001+0,001¢ 6,33+0,490°
MA2 3,01+0,006>  8,09+0,103° 2,18+0,2442 5,00+0,621° 0,001+0,001¢

*Datele reprezintd media a trei determindri independente, iar literele diferite arata diferente
semnificative intre probele analizate (p<0,05).

in probele fermentate cu co-cultura SCOBY si GCA, s-au evidentiat diferente
semnificative, cu exceptia probelor codificate PA7 si proba martor MA2 si intre PA3 si MA2.
lar, modelul obtinut s-a dovedit a fi adecvat si se potriveste cu datele experimentale (R? -
98,16%). De asemenea, se observa ca probele din sarja intai de fermentatie (PA1) si a cincea
sarja de fermentatie (PAS5), au prezentat valorile cele mai ridicate ale ATT (9,69 mL NaOH 0,1
N si 11,27 mL NaOH 0,1 N), dar la proba din sarja a 7-a de fermentatie (PA7) valoarea ATT s-
aredus panala 5,53 mL NaOH 0,1 N, acesta fiind apropiata de proba martor MA1. Reducerea
aciditatii poate indica o scadere a eficientei potentialului, observata dupa 7 sarje consecutive
de fermentatie (35 de zile). In aceastad etapa, interactiunile microbiene devin competitive,
aparand dezechilibre in consortiul microbian multiplu, ceea ce poate conduce la scaderea
densitatii populationale a unor specii microbiene dominante, implicate in producerea de acizi
sau care utilizeaza acizii in calitate de surse de carbon.

3.3.2. Continutul in acizi organici al produselor fermentate cu co-culturi artizanale
multiple

in produsele fermentate cu co-culturi artizanale, GCL SCOBY in conditii fermentative
prezentate anterior, au fost identificati urmatorii acizi organici, din categoria acizilor grasi cu
catena scurta: acidul propionic, lactic si acetic ce corespund pentru probele din a cincea sarja
de fermentare. Acizii identificati sunt cunoscuti ca avand potential antimicrobian si proprietati
bioactive in vivo.in produsele fermentate obtinute cu co-culturi de GCA/lapte si SCOBY, exista
molecule inca a patru compusi importanti care nu s-au putut identifica din cauza lipsei
compusilor standard aferenti.

3.3.3. Activitatea antioxidanta a produselor fermentate cu culturi artizanale multiple

Produsele fermentate cu culturi artizanale au proprietati antioxidante puternice, astfel
au rol benefic pentru organismul uman, prin eliminarea si neutralizarea radicalilor liberi,
chelarea ionilor de fier si cupru si inhibarea enzimelor din grupul oxidazelor.
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Produsele fermentate obtinute prin co-culturarea GCL cu SCOBY prezintd o activitate
antioxidanta semnificativa din punct de vedere statistic (Tabelul 3.1), comparativ cu variantele
in care SCOBY a fost combinat cu GCA, unde diferentele nu au fost statistic semnificative.
lar, testul Tukey arata ca intre probele martor (M1 si M2) si a treia sarja de fermentare P3 sunt
diferente semnificative. De asemenea, modelul este adecvat si se potriveste cu datele
experimentale fiind de 85,82%. De asemenea, dupa a treia sarja de fermentatie (P3 cu
valoarea de 2,37 mM ET/mL), insa dupa a saptea sarja de fermentatie, ca si in cazul aciditatii,
activitatea antioxidanta s-a redus, la valoarea 1,67 mM ET/mL, probele martor prezentand
valori de 1,34 mM ET/mL si 1,14 mM ET/mL. in cazul produselor fermentate cu co-cultura de
GCA cu kombucha (Tabelul 3.2), s-au obtinut valori ale activitatii antioxidante cuprinse intre
2,36 - 2,46 mM ET/mL, in timp ce pentru probele martor valorile au fost mai reduse, de 2,27
mM ET/mL si 2,18 mM ET/mL. Testul Tukey indicadnd ca intre probe nu sunt diferente
semnificative statistic.

3.3.4. Activitatea antimicrobiana a produselor fermentate cu culturi artizanale multiple

Pentru produsele fermentate obtinute cu co-cultura formata din GCL si SCOBY, testul
Tukey a indicat ca intre probele martor (M1 si M2) si intre P3 si P1 nu sunt diferente
semnificative, iar intre celelalte probe sunt diferente semnificative. De asemenea, modelul
este adecvat si se potriveste cu datele experimentale (R? - 99,72%). Rezultatul a evidentiat
zona de inhibitie de 8,66 mm, pentru Bacillus subtilis MIUG BL1, aferenta probei din sarja a
saptea de fermentare (P7), iar pentru activitatea antifungica impotriva Aspergilus niger cea
mai buna valoare de inhibare, de 4,33 mm, s-a obtinut pentru proba din a treia sarja de
fermentare (P3). lar, testul Tukey indica diferente semnificative intre probe, mai putin intre
probele martor. De asemenea, modelul este adecvat si se potriveste cu datele experimentale
(R?-97,76%). lar, odata cu cresterea numarului de cicluri de fermentare, creste si activitatea
antibacteriana, datoritd acumularii in concentratii mari a acizilor, dar si a altor compusi cu efect
antimicrobian. Prin urmare, acumularea acizilor determind o activitate antimicrobiana cu
spectru larg Tmpotriva bacteriilor Gram-pozitive si Gram-negative. Activitatea antimicrobiana
se datoreaza faptului ca formele nedisociate ale acizilor (ex. acidul lactic sau acetic) patrund
in membrana celulelor microbiene, ducand la acidifierea citoplasmei si inhibarea enzimelor
esentiale, in special excesului de saruri. La un pH intracelular mai ridicat, acesti acizi se
disociaza si elibereaza ioni de hidrogen care perturba functii metabolice importante, precum
fosforilarea oxidativa si transportul substraturilor (Shen et al., 2018).

in cazul produselor fermentate obtinute prin fermentare cu co-culturile GCA si SCOBY,
testul Tukey indica diferente semnificative intre probe, cu exceptia celor dintre PA1, PA5 si
MAZ2, precum si dintre PA7, PA3 si PAS. Modelul este, de asemenea, adecvat si prezinta o
corespondenta buné cu datele experimentale, nregistrand un grad de potrivire de 97,24%. in
plus, proba din primul ciclu de fermentare (PA1), impreuna cu martorul MA2, a prezentat o
zona de inhibitie de 5 mm fata de bacteria sporulata Bacillus subtilis. in schimb, cea mai mare
valoare a activitatii antifungice (6,33 mm), s-a obtinut pentru proba martor fermentata cu
SCOBY (MA1), rezultatul poate fi atribuit si compusilor antimicrobieni prezenti in ceaiul negru,
microorganismele din microbiota culturii starter singulare se comporta mai bine in mediul de
fermentare specific. Astfel, testul Tukey indica diferente semnificative, cu exceptia probelor
codificate P5 si P7 si P3. De asemenea, modelul este adecvat si se potriveste cu datele
experimentale fiind de 96.87%.
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3. 4. Concluzii partiale

Culturile artizanale (membrane SCOBY, granule de chefir apa si GCL) au fost utilizate
in culturi multiple pentru fermentatia unor medii neconventionale pentru a obtine produse
fermentate cu proprietati bioactive superioare. Produsele fermentate obtinute cu co-cultura
formata din 4 % SCOBY si 2 % GCL (in stare liofilizata) pe un mediu de fermentatie format
din colostru bovin (1%), ceai negru (2%) si zahar (10%), au demonstrat proprietati functionale
(potential antioxidant si antimicrobian) superioare, comparativ cu produsele fermentate cu co-
cultura formata din 4% SCOBY si 2% GCA.

Inter-relatiile biologice ce se stabilesc intre diferitele specii componente ale microbiotei
culturilor artizanale si functionalitatea biochimica a acestora au de asemenea implicatii directe
asupra caracteristicilor produselor fermentate.

La fermentarea in sarje succesive, produsul fermentat obtinut are proprietati bioactive
variabile (activitatea antioxidantad si activitatea antimicrobiand), in functie de numarul de
repetari al procesului fermentativ si caracteristicile mediului de fermentatie (compozitia
chimica, pH-ul si metaboliti rezultati prin fermentatie), care pot produce schimbari calitative si
cantitative ale procesului de bioticare.

Toate aceste variabile independente au fost avute in vedere pentru a fi optimizate prin
tehnici de programare a experimentelor, de modelare matematica si analiza statistica, avand
ca principal obiectiv cresterea potentialului tribiotic al produsului fermentat, prin continutul de
pre-, pro-, postbiotice.

Capitolul 4. Optimizarea proceselor fermentative utilizand consortii
multiple de culturi starter artizanale si medii fermentative
neconventionale

4.1. Fermentatii cu culturi simbiotice, in consortii multiple, din granule de
chefir de lapte si membrane SCOBY

Interesul global pentru consortiile naturale de microorganisme, cum ar fi granulele de
chefir de lapte si membranele SCOBY (kombucha), a crescut semnificativ datoritd varietatii
substantelor biochimice (postbiotice) pe care le produc, avand potential deosebit pentru
aplicatii nutritionale, farmaceutice si cosmeceutice. Acestea se remarca prin stabilitatea si
complexitatea potentialului lor metabolic. Multi dintre metabolitii microbieni sunt molecule
bioactive cu proprietati antibacteriene, anticancerigene si antivirale (Shukla, 2015), precum si
alte cateva efecte terapeutice asupra fiziopatologiei organismelor superioare. Acesti compusi
naturali au demonstrat cresterea interesului privind aplicabilitatea lor, in comparatie cu
compusii de sinteza chimica, deoarece au potentialul de a fi siguri si netoxici (Ghosh & Sil,
2015). De obicei, metabolitii valorosi sunt obtinuti prin fermentarea cu monocultura starter sau
cu un amestec de culturi starter (culturi multiple), in conditii biotehnologice controlate (Jawed
et al., 2019). insa, se poate obtine o concentratie ridicad de compusi biotici (pre-, post- i
probiotice) si o larga diversitate compozitionala prin fermentarea cu ajutorul consortiilor
naturale de microorganisme din culturile artizanale, precum, GCL si membrane de kombucha
(SCOBY), acestea fiind stabile microbiologic si biochimic, fiind capabile sa functioneze intr-un
perfect sinergism si simbioza (Avila-Reyes et al., 2022). Bacteriile, drojdiile si bacteriofagii
incapsulate intr-o matrice de exopolizaharide (kefiran), se gasesc predominant in microbiota
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GCL. Laptele de vaca este un substrat specific pentru fermentarea granulelor de chefir de
lapte. Zerul, colostrul si alte tipuri de lapte sau derivate din lapte sunt utilizate frecvent ca
substraturi de fermentatie (Ciucan et al., 2021).

Obiectivele studiilor prezentate in acest capitol au vizat optimizarea procesului de
fermentatie a unui mediu de cultura, formulat pe baza de infuzie de ceai negru, suplimentat
cu colostru bovin si zahar, utilizand culturi starter multiple, formate din membrane SCOBY si
GCL. Experimentele au fost proiectate si analizate statistic pe baza modelarii matematice prin
utilizarea tehnicilor Plackett-Burmann si analiza suprafetei de raspuns (din eng. Response
Surface Methodology). A fost analizatd influenta variabilelor independente selectate
(parametrii procesului biotehnologic) cu impact asupra procesului fermentativ, luand in
considerare raspunsurile corelate cu proprietatile functionale ale produsului fermentat, adica
continutul de posbiotice (acizi organici, polifenoli si flavonoide), activitatea antimicrobiana si
capacitatea antioxidanta.

4.1.1. Materiale si metode
Studiul a fost efectuat utilizand urmatoarele metode:

- Optimizarea procesului fermentativ a co-culturii de membrana SCOBY liofilizata si
granule de chefir de lapte liofilizate prin analiza Plackett-Burman si prin prin metoda
analizei suprafetei de raspuns ;

- Evaluarea potentialului bioactiv: determinarea pH-ului si a aciditatii titrabile, a
proprietatilor antifungice si antibacteriene, a proprietatilor antioxidante; analiza acizilor
organici si a compusilor polifenolici

4.1.2. Rezultate si discutii
Selectia parametrilor biotehnologici cu influentd asupra procesului fermentativ

in baza rezultatelor obtinute, s-a decis varierea urméatorilor factori: concentratia de ceai
negru intre 1-3% (g/v), concentratia de zahar intre 5-10% ( g/v), concentratia de colostru bovin
1-5% (g/v), 4 -7 zile, timpul de fermentatie, concentratia biofilmului SCOBY liofilizat, intre 0,1—
0,3% (g/v) si concentratia de GCL liofilizate, intre 0,1-0,3% (g/v), in cadrul a 15 variante
experimentale generate de program. Valorile obtinute pentru raspunsurile analizate, pentru
cele 15 probe testate, au variat dupa cum urmeaza: 3,50-3,84, pentru pH, 75-187,50°Th,
pentru aciditatea titrabila, 2,06-2,42 mM ET/mL, pentru activitatea antioxidanta, 10,03—14,53
mm zona de inhibitie, pentru activitatea antibacteriana fata de B. subtilis si 82,17-86,89%
raport de inhibare, pentru activitatea antifungica. lar, modelul experimental pentru
experimentele derulate in acest capitol a fost validat statistic pe baza coeficientilor de regresie
mai mari de 80% si a valorii p<0,05.

Optimizarea procesului fermentativ in vederea cresterii concentratiei de compusi bioactivi

Tindnd cont de rezultatele obtinute anterioar prin analiza Plackett-Burman, pentru
analiza suprafetei de raspuns au fost selectati trei parametri semnificativi, pe baza relevantei
lor statistice (p<0,05), dupd@ cum urmeaza: concentratia de colostru bovin (A), care a fost
variata intre 1-5%; concentratia de ceai negru (B) (1-3%) si concentratie de granule liofilizate
de chefir de lapte (F ) (0,1-0,3%). Ceilalti factori, concentratia de inoculul SCOBY (0,5%),
temperatura (30°C) si timpul de fermentatie (5 zile) au fost mentinuti constanti, rezultand 20
de variante experimentale. Raspunsurile analizate au fost : pH-ul, aciditatea titrabila,
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activitatea antioxidanta, activitatea antibacteriana, fatd de E. coli, S. aureus, B. subtilis si
activitatea antifungica fata de A. niger.

Potentialul de acidifiere a crescut odata cu cresterea concentratiei de cultura starter
(GCL, liofilizate) si scaderea concentratiei de ceai negru. Pentru toate cele 20 de probe
analizate, valorile pentru raspunsuri au variat, dupa cum urmeaza: 3,38-3,89, pentru pH;
100-344,8°Th, pentru aciditate; 0,91-2,72 mM ET/mL, pentru activitatea antioxidanta; 0—
18,50 mm zona de inhibitie, pentru activitatea antibacteriana (fata de S.aureus, B.subtilis si
E.coli') si 90,41-100% RI, pentru activitatea antifungica (faté de Aspergilus niger). Pe baza
acestor rezultate obtinute s-a modelat un proces optimizat, prin fermentarea unui mediu
compus din 6,27% (g/v) pulbere de colostru bovin, 1,64% (g/v) ceai negru, 7,5% (g/v) zahar,
inoculat cu 0,36% (g/v) cultura de GCL si 0,5% (g/v) cultura SCOBY liofilizata, derulat in
conditii aerobe, Tn sistem stationar la temperatura de 30°C, timp de 5 zile.

Activitatea antibacteriana a unui produs fermentat obtinut prin fermentare cu SCOBY,
s-au raportat valori de 14,5-19 mm zona de inhibitie fatd de S. aureus, E coli si B. cereus au
fost (Al-Mohammadi et al., 2021). Mai mult, o inhibare completa a unor tulpini de B. cereus, si
partiala a unor tulpini de S. aureus si E. coli au fost evidentiate pentru un produsul lactat
fermentat obtinut prin fermentare cu granule de chefir (Kim et al., 2016).

Rezultatele modelului validat au fost prezentate in Tabelul 4.11. Valorile experimentale
au fost apropiate de cele preconizate, cu o dezirabilitate de 95% (D), ceea ce inseamna ca
efectele individuale si corelate ale parametrilor studiati sunt validate.

Tabelul 4.11. Validarea modelului privind efectul parametrilor biotehnologici studiati asupra
proprietatilor bioactive ale produsului fermentat

Raspuns Val_oarefz Valoa_rea 5

estimata experimentala
Aciditae titrabila, °Th 434,50 456,25+0,16
Activitate antioxidanta, mM ET/mL 2,45 2,42+0,01
Activitate antibacteriana fata de E. coli, mm 9,50 8,67+0,10
Activitate antibacteriana fata de S. aureus, mm 5,07 8,00+0,22
Activitate antibacteriana fata de B. subtilis, mm 21,98 21,67+0,10
Dezirabilitatea 0,95

Caracteristicile produsului fermentat obtinut in conditii optimizate

Produsul fermentat obtinut in conditii optimizate a prezentat valoare ridicata a aciditatii
titrabile, o excelenta activitate antibacteriana si proprietati antioxidante care induc proprietatile
functionale ale acestuia, comparativ cu mediul martor nefermentat cu aciditatea de
12,5+0,05°Th; activitatea antioxidanta de 2,105+0,002 mM ET/mL; fara activitate
antimicrobiana detectata). Aceste date au demonstrat ca procesul de optimizare cu co-cultura
de consortii salbatice a imbunatatit proprietatile bioactive ale produsului fermentat.

Concentratiile de acizi organici si polifenoli, compusi postbiotici formati in produsul
fermentat obtinut in conditii optimizate de fermentatie, au fost evaluate comparativ cu mediul
nefermentat (proba martor).

Continutul de acizi organici
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Analiza HPLC a produsului fermentat, obtinut in conditiile de fermentatie optimizate
propuse, a evidentiat zece compusi (Figura 4.3), dintre care cinci acizi organici au fost
indentificati, acizii: lactic, citric, acetic, butiric si izovaleric, patru dintre acestia fiind din
categoria acizilor grasi cu catena scurta, postbiotice extrem de valoroase.
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Figura 4.3. Cromatograma HPLC pentru evidentierea acizilor organici din mediul
fermentat. Pikuri: 2 — acid citric; 3 — acid lactic; 4 — acid acetic; 8 — acid butiric; 9 — acid
isovaleric; 1, 5 — 7, 10 — acizi organici neidentificati

O crestere a concentratiei acizilor lactic si acetic a putut fi observata de la 7,77 mg/mL
la 24,39 mg/mL, respectiv, de la 9,14 mg/mL la 25,21 mg/mL, in timpul fermentatiei. A fost
detectat si acidul citric (5,77 mg/mL), si nu a putut fi detectat in proba martor (mediu
nefermentat). Astfel, comparativ cu proba martor, in produsul fermentat, concentratiile de
acizii lactic si acetic au crescut de péana la trei ori, iar acidul citric a rezultat in urma
fermentatiei. Acidul izovaleric a ramas constant la nivelul de 4,36 mg/mL. Acidul butiric a
prezentat o mica scadere in timpul fermentatiei, de la 81,63 mg/mL la 67,33 mg/mL.

Pentru conservare produsul fermentat a fost liofilizat si reanalizat privind continutul Tn
acizi organici, observandu-se o crestere cantitativa a acizilor citric, butiric, isovaleric (ca
urmare a cresterii concentratiei de substanta uscata) si lipsa acidului acetic (acid volatil).

Studiul actual a demonstrat posibilitatea obtinerii acizilor grasi cu catena scurta (lactic,
acetic, butiric si isovaleric, recunoscuti ca postbiotice valoroase, prin fermentarea substratului
neconventional (colostru bovin, ceai negru si zahar) cu tulpini multiple de microorganisme
(bacterii lactice, bacterii lactice si drojdii) din microbiota culturilor starter artizanale (GCL si
SCOBY; culturi liofilizate).

Continutul de polifenoli si flavonoide

in proba optimizata au fost detectati 14 compusi la lungimea de undd de 280 nm
(Figura 4.4a) si identificati 8, iar la lungimea de unda de 320 nm (Figura 4.4b) au fost
identificati 3 compusi, din 4 detectati.
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Figura 4.4. Cromatograma HPLC pentru separarea flavonoidelor si a polifenolilor din
produsul fermentat (lichid, dupa fermentare) la lungimile de unda de 280 nm (a) si 320 nm
(b). Identificarea peak-urilor: (a) 1 — acid galic; 2 — epicatechina; 3 — acid cafeic; 7 —
quercetina; 10 — apigenina; 11 — isorhamnetina; 4 — 6, 8, 9, 12 — 14 — compusi neidentificati;
(b) 2 — acid galic; 3 — epicatechina; 4 — acid cafeic; 1 — compus neidentificat.

Principalii compusi fenolici, detectati Tn produsul fermentat analizat, au fost
epicatechina 1062,69 pyg/mL si acidul cafeic 314,86 pyg/mL, urmat de quercetina 18,20 pg/mL,
izorhamnetina 2,97 pg/mL si apigenina 0,22 ug/mL. in timpul fermentatiei, a putut fi observata
bioconversia epicatechinei in galat de epicatechina, epigalocatechind si galat de
epigalocatechina. Ca atare, s-a demonstrat ca celulele microbiene, sensibile la acid, au
eliberat catechinele din ceaiul negru, ceea ce ar putea spori cantitatea de polifenoli din ceaiul
fermentat. Continutul de cofeina al ceaiului negru fermentat cu kombucha a scazut de la
217,81ug mL/L pana la 100,72 ug mL/L (IlvaniSova et al., 2019).

In produsul liofilizat concentratia unor compusi polifenolici se modificad comparativ cu
produsul lichid, ca urmare a cresterii continutului de substanta uscata. Compozitia fenolica a
produsului fermentat obtinut in conditii optimizate de fermentatie a fost corelata cu activitatea
antioxidanta, sustinand astfel proprietatile functionale ale acestora.

4.1.3. Concluzii partiale

Abordarea inovatoare a acestui studiu deriva din utilizarea GCL si a membranelor
SCOBY, cu rol de culturi starter multiple, liofilizate, pentru a realiza procese de fermentatie in
conditii neconventionale. Astfel, prin corelarea parametrilor biotehnologici specifici fiecarui
consortiu (compozitia mediului, tipul si concentratia inoculului, temperatura si timpul de
fermentare), proiectarea experimentelor, modelarea matematica si din analiza statistica au
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fost stabilite mai multe variabile independente cu impact asupra proprietatilor functionale ale
produsului fermentat.

Rezultatele obtinute au demonstrat c& microorganismele din microbiota culturilor
artizanale studiate, au fost capabile sa functioneze in sinergism si simbioza, amplificand astfel
caracteristicile functionale ale produsului fermentat.

in conditiile biotehnologice testate, cei mai importanti parametri pentru obtinerea unui
produs fermentat cu functionalitate crescuta au fost stabiliti, dupaé cum urmeaza: concentratia
de colostru bovin, concentratia de infuzie de ceai negru si concentratia granulelor liofilizate de
chefir de lapte. De asemenea, un potential de acidificare superior, o activitate antioxidanta de
2,42 mM ET/mL si respectiv o activitate antibacteriana de 8,0, 8,67 si 21,67 mm fata de S.
aureus, E. coli si respectiv B. subtilis, au fost detectate pentru produsul fermentat obtinut in
conditiile optimizate de fermentatie. Mai mult, s-a demonstrat ca produsul fermentat obtinut
in aceste conditii contine postbiotice cu potential functional, cum ar fi: acizi organici cu
proprietati functionale (butiric -67,33 mg/mL, acetic - 25,21 mg/mL, lactic - 24,39 mg/mL, citric
- 5,77 mg/mL si acizi izovaleric - 4,36 mg/mL ) si compusi polifenolici (acizi galic si cafeic—
7,40 , respectiv, 314,86 pg/mL, epicatechind -1062,69 pg/Ll, quercetina - 18,20 pyg/mL si
izorhamnetina 2,97 pg/mL).

Produsul obtinut se recomanda ca bioingredient valoros cu aplicatii Tn formularea
alimentelor si a furajelor, cu impact asupra proceselor biochimice din in vitro si in vivo, cu
implicatii tehnologice si functionale deosebite, ce vizeaza stabilitatea microbiologica, siguranta
alimentara si sanatatea consumatorilor.

4.2. Fermentatii cu culturi simbiotice, in consortii multiple, din granule de chefir de
apa si membrane SCOBY

Culturile artizanale, membranele SCOBY si granulele de chefir de apa (GCA) cuprind
in matricele polizaharidice in care sunt imobilizate in mod natural microorganismele din
consortiu, celuloza, respectiv dextran (si o cantitate redusa de levan). Microbiota acestora
este formata din bacterii lactice, bacterii acetice, uneori bifidobacterii si drojdii, cu proprietati
probiotice. Prin functionalitatea lor simbiotica formeaza in produsele fermentate o gama larga
de metaboliti (prebiotice, postbiotice). Aceste culturi si-au dezvoltat in timp sisteme naturale
de protectie impotriva contaminantilor (microorganisme saprofite si patogene) (Moretti et al.,
2022). Pe langa faptul ca poseda activitate antimicrobiana, produsele fermentate cu granulele
de chefir de apa prezintd o activitate biologica pozitiva, si anume, proprietati functionale
imunomodulatorii, antiinflamatorii (Moreira et al., 2008), antihipertensive, hepatoprotectoare,
hipocolesterolemice, antioxidante (M. Alsayadi, Y. Jawfi, 2013). Substratul  specific
fermentatiei cu membranele SCOBY pentru obtinerea bauturii kombucha este ceaiul
negru/verde, in timp ce substratul pentru granulele de chefir de apa este apa cu zahar si fructe
uscate (stafide, smochine, curmale) (Moretti et al., 2022), temperatura de fermentatie fiind
asemanatoare, 20-25°C. Ideea experimentelor propuse in acest subcapitol este ca cele doua
sisteme simbiotice diferite pot furniza produse fermentate contindnd metabiotice (pre-, pro-,
post si paraprobiotice) cu o gama larga de beneficii si aplicatii.

4.2.1. Materiale si metode

Metodele experimentale au avut ca scop:

- Obtinerea produselor fermentate prin co-fermentarea mediilor neconventionale cu
granule de chefir de apa si membrane SCOBY
- Analiza caracteristicilor bioactive ale produselor fermentate
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- Optimizarea procesului fermentativ a co-culturii de membrana SCOBY liofilizata si
granule de chefir de apa liofilizate prin analiza Plackett-Burman si prin prin metoda
analizei suprafetei de raspuns

4. 2. 2. Rezultate si discutii
Selectia parametrilor biotehnologici care influenteaza procesul fermentativ

Selectarea celor mai importanti parametri care influenteaza procesul de fermentatie cu
consortii artizanale prin analiza Plackett-Burman

Modelarea statistica prin tehnica PB a generat 15 combinatii experimentale utilizand
intervalele de variatie a factorilor alesi, astfel: concentratia de ceai negru, 1-3% (g/v);
concentratia de zahar, 5-10% (g/v) si concentratia de stafide, 3-6% (g/v); 5 - 7 zile de
fermentatie; concentratia culturii SCOBY liofilizata, 0,2-0,5% (g/v); concentratia granulelor de
chefir de apa liofilizate, 0,2—0,5% (g/v).

Astfel, au fost obtinute umatoarele variatii: 3,46-3,96, pentru pH; 20-225°Th, pentru
aciditatea titrabila; 2,388-2,412 mM ET/mL, pentru activitatea antioxidanta; 0,00-12,67 mm
zona de inhibitie pentru activitatea antibacteriana fata de E. coli; 0,00-14,00 mm fata de S.
Aureus; 1,50-14,33 mm fatd de B. subtilis si 82,06-100% de inhibitie pentru activitatea
antifungica.

Réaspunsurile analizate, activitatea antioxidanta si activitatea antibacteriana fata de S.
aureus au fost validate statistic pe baza coeficientilor de regresie mai mari de 80% si a valorii
probabilitatii p<0,05.

Optimizarea procesului fermentativ

In urma analizei rezultatelor prin analiza PB, au fost identificati trei parametri cu impact
pozitiv aupra procesului biotehnologic, si anume: concentratia de ceai, concentratia de stafide
si timpul de fermentatie. Ceilalti factori s-au pastrat contsanti, dupa cum urmeaza: concentratia
de inoculul SCOBY liofilizat, 0,2%; concentratia de granule liofilizate de chefir de apa, 0,2%;
temperatura, 30°C; timpul de fermentatie, 5 zile.

De asemnea, factori precum cantitatea de inocul, concentratia de zahar si de fructe
adaugate, compozitia mediului, concentratia de calciu, cantitatea de oxigen dizolvata in
mediul de fermentatie, timpul si temperatura de fermentatie au fost mentionati ca factori cu
impact pozitiv in procesul in care s-a utilizat ca inocul GCA, cu beneficii asupra proprietatilor
bioactive ale produsului finit (Dolores et al., 2022).

Matricea experimentald obtinuta prin modelul compozitiei centrale a generat 20 de
variante experimentale, iar raspunsurile analizate au fost: pH-ul, aciditatea titrabila, activitatea
antioxidanta, activitatea antibacteriana fata de E. coli, S. aureus, B. subtilis si activitatea
antifungica fata de A. niger.

Conform modelului compozitiei centrale s-au obtinut urmatoarele intervale de valori
pentru raspunsurile analizate: 3,42 — 3,97, pentru pH; 51,25 — 158,75°Th (cu exceptia probei cu
637,5°Th), pentru aciditate; 2,006 — 2,395 mM ET/mL, pentru activitatea antioxidanta; 0 — 6,67
mm zona de inhibitie, pentru activitatea antibacteriana fata de E. coli; 0 — 7,67 mm, pentru
activitatea antibacteriana faté de S. aureus; 5,17 — 18,5 mm, pentru activitatea antibacteriana
fata de B. Subtilis; 70,12—100% grad de inhibitie, pentru activitatea antifungica fata de A. niger.
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In urma aplicarii conditiilor optimizate, s-a obtinut un produs optimizat cu potential
biologic ridicat, prin co-fermentarea unui mediu compus din 3,52 % (g/v) stafide, 1,0 % (g/v)
ceai negru si 5% (g/v) zahar cu consortiile microbiene din culturile starter artizanale liofilizate
(0,2% (g/v) GCA si 0,2% (g/v) membrana SCOBY, cu termostatare in conditii aerobe, in sistem
stationar la temperatura de 30°C, timp de 5 zile.

Evaluarea proprietatilor bioactive ale produsului fermentat obtinut in conditii
fermentative optimizate

Valorile experimentale obtinute s-au integrat in intervalul valorilor preconizate de
model cu un nivel de incredere de 95%. De asemenea, dezirabilitatea modelului obtinut a fost
de 0,901, ceea ce indica ca aplicand conditiile fermentative optimizate se va obtine un impact
pozitiv asupra rapunsurilor analizate.

Tabelul 4.28. Validarea parametrilor biotehnologici ai procesului optimizat pentru obtinerea
produsului fermentat

. Intervalul nivelului de incredere de 95%, Valoarea
Raspuns . . . <
conform modelului matematic experimentala
pH 3,30-3,70 3,25+0,01
Aciditate titrabila 55,50 — 444,60 375,83+0,02
Dezirabilitatea modelului 0,901

Produsul fermentat obtinut in conditii optimizate s-a caracterizat printr-o valoare
ridicata a aciditatii totale de 375,83°Th si un pH scazut de 3,25, in comparatie cu proba martor
(proba nefermentata), care a prezentat o aciditate totala de 9,27°Th si o valoare a pH-ului de
4,69. De asemenea, proba martor (mediul nefermentat, prelucrat in conditii similare cu cele
ale probelor fermentate) nu a prezentat activitate antibacteriana, iar cea antifungica a fost
foarte redusa (RI-2,68%), in schimb activitatea antioxidanta este mai ridicata (2,507 mM
ET/mL), datorita polifenolilor din ceai.

Continutul de acizi organici al produsului fermentat obtinut in conditii optimizate

Utilizand tehnica HPLC s-au identificat, separat si cuantificat compusii prezenti in
produsul optimizat nefermentat (proba martor) dar si cel fermentat, atat sub forma lichida cat
si liofilizata.

in produsul fermentat (proba lichida) s-a evidentiat prezenta a 11 compusi (Figura 4.7),
dintre care 3 au fost identificati (acidul acetic, butiric si isovaleric), din categoria acizilor grasi
cu catena scurta, recunoscuti pentru proprietatile functionale deosebite.
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Figura 4. 7. Cromatograma HPLC ce descrie profilul acizilor organici din produsul
fermentat obtinut in conditii fermentative optimizate (proba lichida). Identificarea peak-urilor:
3 — acid acetic; 7 — acid butiric; 9 — acid isovaleric; 1, 2, 4 — 6, 8, 10, 11— acizi organici
neidentificati

in proba liofilizatd de produs s-a evidentiat prezenta a 13 compusi, dintre care au fost
identificati 4 (acidul citric, acetic, butiric si isovaleric). In proba martor nefermetatid s-a
determinat prezenta a 12 compusi, dintre care s-au identificat 2 (acidul acetic si butiric). Dintre
acizii identificati, acidul acetic este caracteristic pentru komcbucha si intr-o proportie mai
redusa pentru GCA, dupa fermentare cantitatea acestuia creste de la 4,34 mg/mL la 8,72
mg/mL. In ceea ce priveste acidul citric, acesta nu este un compus specific pentru kombucha
regasindu-se mai rar in produsul fermentat de SCOBY (Huang et al., 2016) si GCA, acidul
fiind identificat doar la proba liofilizata in cantitate de 8,76 mg/g s.u.. Acidul butiric se gaseste
mai rar in bauturile kombucha, dar totusi prezenta acestuia este plauzibila, astfel, Utoiu si
colab., 2018, au detectat 0,14 g acid butiric/L, dupa 5 zile de fermentare (Utoiu et al., 2018),
comparativ cu studiul de fata, in care cantitatea de acid butiric a crescut prin fermentatie de
la 37,90 mg/mL la 45,81 mg/mL. Acidul isovaleric este un compus volatil ce contribuie la
aroma produsului fermentat, acesta si alti compusi volatili se formeaza prin sinergia
metabolica dintre bacterii acetice si drojdii (de exemplu, Acetobacter indonesiensis cu
Brettanomyces bruxellensis) si poate fi regasit in cantitate de pana la 7000 pg/L (0,007
mg/mL) (Tran, Billet, et al., 2022). In produsul fermentat lichid, obtinut in conditii optimizate,
acidul isovaleric s-a detectat in cantitate de 0,88 mg/mL, iar in produsul liofilizat, cantitatea
este mai mare prin concentrarea acestuia in timpul liofilizarii.

Continutul in polifenoli si flavonoide al produsului fermentat obtinut in conditii
optimizate

in produsul fermentat obtinut in conditii optimizate (lichid, imediat dupa fermentare) s-
au evidentiat, la lungimea de unda de A=280 nm, 16 compusi polifenolici (Figura 4.8a), dintre
care, in conditiile analitice testate au fost identificati, 6 compusi (acidul galic, epicatechina,
rutin trihidrat, acidul cafeic, acidul ferulic, isorhamnetina). Prin analiza produsului fermentat in
stare liofilizata, s-au detectat 19 compusi polifenolici, dintre care s-au identificat 6 compusi
(acidul galic, acidul clorogenic, rutin trihidrat, acidul vanilic, hesperiding, isorhamnetina). in
proba martor s-au determinat 9 compusi polifenolici si doar un compus a fost identificat (acidul
cafeic).
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Figura 4.8. Cromatograma HPLC ce descrie separarea flavonoidelor si a polifenolilor
din produsul fermentat (lichid), prin analiza la lungimile de unda 280 nm (a) si 320 nm (b).
Identificarea peak-urilor: (a) 2 — acid galic, 3 — epicatechina, 4 — rutin trihidrat, 5 — acid
cafeic, 8 — acid ferulic, 14 — isorhamnetina, 1, 6, 7, 9 — 13, 15, 16 — compusi neidentificati;
(b) 2 — acid galic, 3 — acid clorogenic, 4 — epicatechina, 8 — isorhamentina, 1,5 -7 —
compusi neidentificati

o

La lungimea de unda de A=320 nm, au fost evidentiati 8 compusi (Figura 4.8b), dintre
care 4 identificati (acidul galic, acidul clorogenic, epicatechina, isorhamentina). In produsul
liofilizat s-au evidentiat 18 compusi, dintre care 5 au fost identificati (acidul galic, rutin trihidrat,
acidul ferulic, miricetin, hesperidina). in proba martor s-au evidentiat 22 compusi, dintre care
2 au fost identificati (acidul clorogenic, acidul cafeic). Compusii polifenolici majoritari din
produsul fermentat obtinut in conditii biotehnologice optimizate sunt acid cafeic, 255,64
pg/mL, rutin trihidrat, 568,93 pg/mL si epicatechina, 1135,69 pg/mL, la lungimea de unda de
280 nm si 828,54 pg/mL, la lungimea de unda de 320 nm, dintre care doar acidul cafeic s-a
regasit si in proba martor, in cantitate de 16,80 pug/mL, la 280 nm si 1,05 pg/mL, la 320 nm,
acesta fiind specific ceaiului negru. In cantitate mai micd sunt prezenti acidul galic,
isorhamnetina, acidul feluric si acidul clorogenic. in proba liofilizata s-au identificat 3 compusi:
hesperidina, acidul vanilic si miricetina. Unii compusi au fost identificati de Vazquez-Cabral si
colab., 2017, in kombucha obtinuta prin fermentarea ceaiului negru, de exemplu miricetina -
0,184 mg/L, acid galic-54,396 mg/L, acid cafeic -16,213 mg/L, acid clorogenic - 0,539 mg/L,
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epicatechina -142,62 mg/L si rutin - 4,245 mg/L. De asemenea, in produsul fermentat cu GCA
au fost dentificati acidul clorogenic, cafeic, taninuri, vitaminele C si D, glucozide, diverse
enzime, inclusiv lipaza, amilaza si proteaza (Vazquez-Cabral et al., 2017).

4. 2. 3. Concluzii partiale

Sudiile demonstreaza capacitatea microorganismelor din microbiota culturilor
artizanale de a functiona in co-culturi multiple, in conditii fermentative neconvetionale. in
varianta combinarii culturilor din SCOBY si GCA, principalele variabile independente
(parametri biotehnologici) cu influentd asupra proprietatilor bioactive ale produsului fermentat
s-au dovedit a fi: concentratia de ceai, timpul de fermentare, concentratia de stafide. Astfel, in
urma proiectarii experimentelor, a modelarii matematice si analizei statistice, s-a obtinut un
produs fermentat cu proprietati bioactive imbunatatite, cu un profil functional benefic, sustinut
prin compozitia in postbiotice, acizi grasi cu catena scurta si polifenoli. Prezenta acestor
compusi demonstreaza potentialul functional al produsului fermentat cu potentiale utilizari ca
bioingredient in formularea alimentelor, a furajelor sau a unor nutraceutice sau cosmeceutice.

Capitolul 5. Obtinerea paraprobioticelor derivate din tulpini de
bacterii lactice probiotice selectionate, izolate din microbiomul
culturilor artizanale

5.1. Introducere

Stiinta microbiomului uman a adus 1in prim-plan conceptul de probiotice,
microorganisme vii care, atunci cand sunt administrate in cantitati adecvate, confera beneficii
sanatatii gazdei. Ins& conceptul de probiotice a evoluat spre metabiotice. Metabioticele, care
includ celulele vii, metabolitii si moleculele semnal ale microorganismelor probiotice, au
capacitatea de a gestiona o varietate de functii ale corpului, cum ar fi fiziologia, metabolismul,
epigenetica, informatiile, controlul, transportul, imunitatea, neurohormonii si comportamentul.
Toate aceste functii sunt legate de microbiota simbiotica a organismului gazda (Shenderov et
al., 2020a). Metabioticele includ QS-metabiotice (care sunt modulatori ai conceptului Quorum
Sensing — capacitatea bacteriilor si altor microorganisme de a comunica si coordona
comportamentul prin secretia de semnale moleculare), paraprobiotice, postbiotice, prebiotice
(Artyukhova & Kozlova, 2019). Astfel, paraprobioticele, cunoscute si sub numele de
,probiotice inactivate” sau ,probiotice fantoma”, sunt ,celule microbiene neviabile (intacte sau
rupte) sau extracte celulare brute (cu compozitie chimicd complexa), care, atunci cand sunt
administrate oral sau topic in cantitati adecvate, ofera beneficii sanatatii consumatorilor umani
sau animale. Paraprobioticele au fost raportate a avea numeroase beneficii pentru sanatate,
inclusiv reducerea riscului de infectii oportuniste la oameni. Spre deosebire de probioticele
traditionale, care necesita sa fie vii pentru a-si exercita efectele benefice, paraprobioticele pot
fi mai stabile si mai sigure, reducénd riscul de infectii la persoanele vulnerabile. Mecanismul
de actiune al paraprobioticelor nu se bazeaza pe colonizarea tractului intestinal, ci mai
degraba pe interactiunile directe cu sistemul imunitar sau prin alte cai biochimice. De exemplu,
aceste microorganisme inactivate pot stimula sistemul imunitar, pot ajuta la mentinerea
integritatii barierei intestinale sau pot avea efecte antiinflamatoare (Siciliano et al., 2021).

Obtinerea de paraprobiotice implica inactivarea celulelor microbiene vii, care poate fi
realizata prin mijloace chimice sau fizice, fara a prezenta pericol pentru consumul ulterior al
produsului. De obicei, se foloseste tratamentul termic, mai rar radiatiile ultraviolete, curentul
electric, presiunea inalta sau ultrasunetele, uneori combinatii ale acestora. Tn timpul procesului
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de tratare, structurile celulelor sunt deteriorate, pastrand anumite proprietati fiziologice. De
exemplu, Tn timpul tratamentului termic, membranele celulelor sunt deteriorate, iar nutrientii si
ionii eliberati cauzeaza agregarea ribozomilor, denaturarea proteinelor si deteriorarea ADN-
ului. Astfel, metodele de inactivare a celulelor microbiene influenteaza semnificativ
proprietatile finale ale paraprobioticelor. in prezent, problema tehnologiei de obtinere a
paraprobioticelor cu proprietati definite ramane deschisa (Kornienko, 2022).

Doua metode moderne utilizate pentru obtinerea paraprobioticelor sunt tratamentul cu
ultrasunete si tratamentul ohmic. Aceste metode au fost completate de tratamentul termic
pentru asigurarea inactivarii totale a celulelor microbiene. Aceste metode difera in modul in
care afecteaza celula bacteriana si tipul de compusi bioactivi care rezultd din proces.
Astfel,tratamentul cu ultrasunete presupune utilizarea undelor de presiune cu o frecventa de
20 kHz sau mai ridicata. In general, echipamentele cu ultrasunete utilizeaza frecvente de la
20 kHz la 10 MHz, care au capacitatea de a provoca cavitatie si de a inactiva celulele in
suspensie (Piyasena et al., 2003). incélzirea ohmica este o tehnologie inovatoare utilizata in
industria alimentara, inclusiv pentru obtinerea de paraprobiotice. Aceasta implica trecerea
unui curent electric printr-un material alimentar/suspensie de celule, ceea ce conduce la
incalzirea rapida si uniforma a produsului. Minimizand astfel deteriorarea componentelor
nutritionale si organoleptice ale alimentelor (Wang et al., 2021). Tratamentul termic este
eficient pentru inactivarea diverselor microorganisme, celule vegetative, sporii bacteriilor,
drojdii si mucegaiuri, iar fiecare tip de microorganism necesitd intensitate diferita a
tratamentului termic. Acest model este utilizat pentru a evalua cum variaza viteza de inactivare
a bacteriilor in functie de factori precum timpul, temperatura, sau alte conditii de mediu.
Comparativ cu modelele clasice, cum ar fi cel logaritmic liniar, modelul Weibull permite o mai
corecta prelucrare a datelor experimentale si generarea curbelor de inactivare (Mafart et al.,
2002).

Obiectivul principal al studiului prezentat in acest capitol a avut in vedere evaluarea
potentialului de obtinere a paraprobioticelor prin inactivarea celulelor unor culturi de bacterii
lactice selectionate cu potential probiotic, izolate din microbiomul culturilor starter artizanale,
prin tratamente combinate ultrasunete-tratament termic si incalzire ohmica-tratament termic.

5.2. Materiale si metode
Metodele experimetale in acest capitol au vizat:

- Obtinerea paraprobioticelor (din doua tulpini cu potential probiotic Lacticaseibacillus
paracasei MIUG BL8O0 si Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans MIUG BL87) prin
tratament combinat cu ultrasunete si tratament termic si tratament combinat incalzire
ohmica si tratament termic

- Eficientizarea inactivarii celuleor bacteriene prin modelarea cineticii de inactivare a
celulelor in vederea obtinerii paraprobioticelor

- Testarea in vitro a citotoxicitatii (Tn cadrul liniei celulare stabilizata de fibroblaste murine
NCTC, clona L929) si a activitatii antitumorale (asupra linia celulara HT-29, derivata
din adenocarcinom colorectal uman) a paraprobioticelor. lar evaluarea viabilitatii
celulare a fost realizata prin testul MTT (bromura de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliu) care masoara activitatea metabolica a celulelor pe baza reducerii
colorantului tetrazolic de catre dehidrogenazele mitocondriale. Totodata, integritatea
membranei celulare, s-a realizat prin dozarea lactat dehidrogenazei (LDH) eliberata in
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mediul de cultura. lar, pentru analiza morfologiei celulare a fost realizatd coloratia
Giemsa, care a fost aplicata ambelor linii celulare.

5.3. Rezultate si discutii

5.3.1. Obtinerea paraprobioticelor prin tatament combinat ultrasunete si tratament
termic

in experimentele efectuate, celulele tulpinilor cu potential probiotic Lc. paracasei,
codificate MIUG BL 80 si MIUG BL 87 au fost inactivate prin tratament cu ultrasunete cu o
reducere de 4 log ufc/ml, urmate de tratament termic.

La tratamentul combinat TUS-TT al tulpinii MIUG BL 87 se observa ca inactivarea este
mai pronuntata la temperatura de 85°C (Figura 5.1). Astfel, dupa 5 minute de tratament, la
temperatura de 65°C si temperatura de 75°C, se obtine o reducere de 1,5 log ufc/ml, respectiv
2 log ufc/ml. Dupa 3 minute, la temperatura de 85°C o reducere de 4,3 log ufc/ml, aceasta
reducere fiind dupa 25 minute, prin tratament termic la temperatura de 75°C. lar, modelul
Weibull, atat in forma propusa de Peleg, cat si cea de Mafart, aplicat inactivarii tulpinii
codificate MIUG BL 87 prin tratament combinat cu ultrasunete si tratament termic, nu s-a
validat din punct de vedere statistic. Avand in vedere timpii de inactivare obtinuti, varianta
optima pentru asigurarea inactivarii complete a celulelor bacteriene ale acestei tulpini consta
in procesarea suspensiilor celulare intr-un volum de 25 mL prin ultrasunete, la o amplitudine
de 80%, timp de 20 de minute, urmata de un tratament termic aplicat pe un volum de 3 mL,la
temperatura de 85°C, timp de 20 de minute. Varianta optima a fost codificata Para87.
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Figura 5.1. Dinamica inactivarii celulelor tulpinii MIUG BL 87 prin tratament termic la
temperaturile 65°C, 75°C si 85°C , dupa tratamentul cu ultrasunete
In cele ce urmeaza se analizeaza inactivarea celulelor tulpinii codificata MIUG BL 80,
care s-a validat statistic prin tratamentele aplicate. Figura 5.2 si Figura 5.3 prezinta dinamica
inactivarii celulelor prin tratament termic, dupa tratamentul cu ultrasunete.
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Figura 5.2. Dinamica inactivarii logaritmice prin tratament termic a celulelor tulpinii MIUG BL
80 conform modelului Weibull propus de Peleg (Pred- date predictionate; Real- date
experimentale)

Din Figura 5.2 se observa ca odata cu cresterea temperaturii, inactivarea se
intensifica. Prin tratament termic, dupa tratamentul cu ultraunete, pentru tulpina codificata
MIUG BL80, s-a obtinut o reducere de 2,5 log ufc/ml, la temperatura de 85°C, dupa 2 minute,
in timp ce la temperatura de 75°C, s-a obtinut o reducere de 2,5 log ufc/ml, in 9 minute, iar la
temperatura de 65°C, s-a obtinut o reducere de 2,5 log ufc/ml, in timp de 23 minute.
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Figura 5.3. Dinamica inactivarii logaritmice a tulpinii MIUG BL 80 conform modelului Weibull
propus de Mafart (Pred- date predictionate; Real- date experimentale)

Din Figura 5.3 se observa ca, la temperatura de 65°C, inactivarea logaritmica a tulpinii
MIUG BL 80 duce la o reducere de 2,7 log ufc/ml, dupa 25 minute de tratament, in timp ce
dupa 5 minute s-a observat o reducere de 1 log ufc/ml. La temperatura de 75°C, dupa 25
minute de tratament termic, s-a observat o reducere de 4,1 log ufc/ml, iar dupa 5 minute o
reducere de 2 log ufc/ml. La temperatura de 85°C, dupa 9 minute, s-a obtinut o reducere de
3,9 log ufc/ml, iar dupa 3 minute o reducere de 3 log ufc/ml. De asemenea, conform
parametrului n (care descrie concavitatea curbei de supravietuire), pe o duratd mai lunga de
timp apare o fractiune rezistenta la inactivare, fenomen observat in special la temperatura de
85°C, timp de 4 si 9 minute (Figura 5.3), se presupune ca migrarea metabolitilor din celulele
rupte in mediu, a contribuit la adaptarea la stres, sporind astfel rezistenta celulelor inca vii.

Adecvarea modelului a fost evaluata prin coeficientul de determinare (R?) si abaterea
medie patratica (AMP). Conform rezultatelor, modelul Weibull a oferit o descriere fidela a
inactivarii microbiene pentru tratamentele testate. Astfel, AMP-ul de 0,20482 si R? mai mare
de 0,9592 demonstreaza o corelare buna pentru ambele modele experimentale.
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Pornind de la estimarile parametrilor de inactivare obtinute prin modelul Mafart, s-a
demonstrat inactivarea termica cu o reducere cu 5 log ufc/ml a celulelor. De asemenea s-a
observat ca timpul de inactivare real nu are o valoare fixa, aceasta variaza in functie de
deviatia standard a parametrilor modelati ¢ si p. In acelasi timp, distributia valorilor
parametrilor o si p este o distributie normala de tip Gauss-Laplace.

Pentru simularea Monte Carlo s-au efectuat 5000 de iteratii. Probabilitatea ca timpul
de inactivare sa fie < 25 minute este de 31,38%, iar pentru un timp de < 30 minute,
probabilitatea este de 38,22%. Avand in vedere rezultatul mai satisfacator pentru
probabilitatea de 38,22%, s-a ales timpul de 30 minute pentru inactivare.

In baza rezultatelor obtinute si a modeldrii matematice a cineticii de inactivare a
celulelor pentru obtinerea paraprobioticelor, se recomanda procesarea suspensiilor de celule
in volum de 25 mL cu ultrasunete, la amplitudinea de 80%, timp de 20 minute, urmata de
tratament termic, in volum de 3 mL, la temperatura de 75°C, timp de 30 minute. Pentru
aceasta variantd a fost propusa schema bloc pe operatii unitare pentru obtinerea
paraprobioticelor prin tratament combinat cu ultrasunete si tratament termic. Varianta
optimizata a fost codificata Para80.

Rezultatele cineticii de inactivare a tulpinii codificata MIUG BL 80 demonstreaza ca,
pentru tratamentul termic al suspensie de celule, anterior tratata cu ultrasunete, pe masura ce
temperatura creste, viteza de inactivare scade. Mecanismul de inactivare prin tratament cu
ultrasunete provoaca leziuni ireversibile ale membranelor celulare bacteriene, generand pori
care permit eliberarea metabolitilor din celuld. Modificarile legaturilor chimice si modificarile
structurii proteinelor cresc, de asemenea, permeabilitatea membranei. Aplicarea
tratamentelor termice induce ruperea peretilor celulari bacterieni, conducand la eliberarea de
componente intracelulare, ADN-ul si constituentii peretelui celular (Kornienko, 2022).

5.3.2. Obtinerea paraprobioticelor prin tatament combinat, tratament termic si
incalzire ohmica

In cazul, incalzirii ohmice se utilizeaza un curent electric alternativ pentru a genera
caldura prin efectul Joule, ceea ce diferd de incélzirea conventionald. Tratamentul ohmic
poate provoca electroporarea, un efect non-termic, prin care campul electric extern creeaza
un potential transmembranar in membrana fosfolipidica. Acest potential face ca compusii
incarcati negativ din interiorul microorganismelor sa fie atrasi de sarcina pozitiva externa si
invers. Daca tensiunea depéaseste limita membranei, se formeaza pori care conduc la liza
membranei si moartea microorganismului (Miller et al., 2020). Celulele tratate prin incalzire
ohmica au demonstrat o sensibilitate mai mare la tratamentul termic, comparativ cu
tratamentul cu ultrasunete, cand bacteriile lactice au fost mai rezistente la tratamentul termic.
Astfel, pentru tulpina codificata MIUG BL 80 (Figura 5.5), la temperatura de 65°C s-a observat
o reducere a viabilitatii de 2 log ufc/ml, dupa 3 minute, la temperatura de 75°C, dupa 2 minute,
s-a obtinut o reducere de 3,2 log ufc/ml, iar la temperatura de 85°C, dupa 1 minut, s-a detectat
o reducere de 3,7 log ufc/ml. in acest caz, dinamica inactivarii nu s-a validat statistic.
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Figura 5.5. Dinamica inactivarii termice a celulelor tulpinii MIUG BL 80, dupa tratamentul de
incalzire ohmica

Celulele tulpinii codificata MIUG BL 87 dupa tratamentul ohmic (4,63-10* ufc/mL)
s-au inactivat in totalitate prin tratamentul termic, la toate cele trei temperaturi testate, chiar
din primii timpi de inactivare. Nici in acest caz, rezultatele nu s-au validat statistic.

5.3.3. Efectul de citotoxicitate si capacitatea antitumorala a paraprobioticelor

in cazul testelor realizate pe fibroblastele murine NCTC, clona L929, tratate cu Para80
si Para87, testul MTT a indicat un grad ridicat de biocompatibilitate, la dilutiile de 1/10 si 1/100,
indiferent de durata expunerii. in ceea ce priveste viabilitatea celulara in cazul tratamentului
cu paraprobioticele Para80 nediluate, s-a observat o scadere pana la valoarea de 72,36%
pentru primele 24 de ore, pentru ca ulterior viabilitatea acestora sa scada semnificativ la
28,86%, dupa inca 24 de ore de tratament. Totodata, tratamentul aceleiasi linii celulare cu
proba Para87, nediluatd a evidentiat o valoare a viabilitati dupa 48 de ore, mai mare
comparativ cu tratamentul realizat cu Para80, aceasta fiind de 43,76%.

Aceste rezultate demonstreaza faptul ca, prin co-cultivarea fibroblastelor murine cu
ambele tipuri de paraprobiotice, diluate de 100 de ori, viabilitatea acestora nu scade sub 96
%, nici dupa 48 de ore de tratament.

in ceea ce priveste tratamentul liniei celulare HT-29 cu paraprobioticele mentionate,
efectul antitumoral se observa doar in situatia in care probele nu sunt diluate, viabilitatea
acestora scazand semnificativ si ajungand la 10,01% (pentru Para80) si respectiv la 10,70 %
(pentru Para87), dupa 48 de ore de la co-incubare. Pentru celelalte concentratii testate, se
constata efectul citotoxic doar in cazul dilutiei 1/2 , dupa 48 de ore de tratament, situatie Tn
care viabilitatea celulelor tumorale a scazut la 65,69% (pentru Para80) si respectiv la
74,26%(pantru Para87).

In cazul evaluérii integritatii membranei fibroblastelor murine NCTC prin testul LDH,
rezultatele obtinute au fost in acord cu cele de viabilitate celulara realizate prin testul MTT.
Mai exact, in urma tratamentului fibroblastelor cu probele Para80 si Para87, la concentratiile
aferente dilutiilor 1/10 si 1/100, dupa 48 de ore de incubare, cantitatea de LDH eliberata in
mediul de cultura a fost comparabila cu cea a probei control, demonstrandu-se astfel o buna
citocompatibilitate celulara a acestor paraprobiotice la concentratiile mentionate.

Tn schimb, tratamentul fibroblastelor murine cu paraprobioticele nediluate (concentratia
1) determina cresterea semnificativa a cantitatii de LDH eliberata, la 1,71 u.a., in cazul Para80
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si 1,63 u.a, In cazul probei Para87, dupa 48 de ore de co-incubare. Concentratia aferenta
dilutiei 1/2 afecteaza viabilitatea celulara mult mai putin in primele 24 de ore, cantitatea de
LDH eliberata fiind usor crescutd comparativ cu proba martor, insd aceasta creste in
urmatoarele 24 de ore la 1,25 u.a. (pentru Para80) si 1,19 u.a.(pentru Para87).

In cazul evaluarii integritatii membranei celulelor tumorale incluse in linia celulara HT-
29, prin testul LDH, tratamentul cu ambele probe aflate inh concentratia aferenta dilutiei 1/2,
determina un anumit nivel de afectare celulara care se accentueaza semnificativ odata cu
cresterea concentratiei probelor si cu timpul de incubare. Mai exact, cantitatea de lactat
dehidrogenaza eliberata in mediul de cultura, a fost semnificativ mai mare in comparatie cu
proba control, ajungand la 1,80 u.a. pentru tratamentul cu Para80 si 1,83 u.a. pentru
tratamentul cu Para87, dupa 48 de ore, ceea ce demonstreaza inducerea efectelor citotoxice
asociate efectului antitumoral.

in schimb, pentru concentratiile aferente dilutiilor 1/0 si 1/100, niciuna dintre probele
evaluate nu au evidentiat efect antitumoral, dupa 24 de ore de tratament valorile LDH fiind
comparabile cu cele existente in proba control.

Pentru a sustine rezultatele mentionate anterior, s-au realizat o serie de imagini de
microscopie optica ale fibroblastelor murine NCTC cultivate atat in prezenta probei Para 80
cat si a probei Para87. Astfel, se constata ca, dupa 48 de ore de co-incubare, in cazul ambelor
paraprobiotice, fibroblastele prezinta o morfologie celulara normala, similara cu cea a probei
control, la concentratia corespunzatoare dilutiei 1/100. Celulele au prezentat un aspect
normal, avand o forma usor poligonald, cu 2-3 prelungiri citoplasmatice, citoplasma fina si
nuclei eucromatici cu nucleoli multipli. De asemenea, densitatea celulara a fost asemanatoare
cu cea a probei control. In schimb, tratamentul fibroblastelor murine cu probele aflate la
concentratia aferenta dilutiei 1/2, afecteaza densitatea celulara, aceasta scazand vizibil, odata
cu afectarea morfologiei celulare. Astfel, pe langa celulele poligonale normale se observa si
celule fusiforme sau celule stelate cu multiple prelungiri si citoplasma granulara. Efectul
citotoxic al paraprobioticelor asupra liniei fibroblastice creste considerabil in situatia Tn care
probele sunt incubate fara nici o dilutie, respectiv la concentratia 1, aldturi de scaderea
semnificativa a densitatii celulare (Figura 5.6)
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Figura 5.6. Imagini de microscopie ale fibroblastelor NCTC netratate (A) si tratate cu Para80
(B) si Para87 (C), la concentratiile (de la stanga la dreapta) 1/100, 1/2, 1, dupa de 48 de ore
de incubare

Pe de alta parte, imaginile oferite de microscopia optica, dupa incubarea celulelor
intestinale tumorale HT-29 in prezenta probelor Para80 si Para87, timp de 48 de ore, au
dezvaluit o morfologie celulara epiteliala normala, similara cu cea a probei control la
concentratia aferenta dilutiei 1/100 (Figura 5.7). Totodata, densitatea celulara a fost similara
cu cea a probei control. In schimb, tratamentul celulelor tumorale cu paraprobioticele aflate in
concentratia aferenta dilutiei 1/2, nu determina modificari majore ale morfologiei celulare dar,
afecteaza proliferarea celulara, care a fost inhibatd. Astfel, densitatea celulara s-a redus
semnificativ in comparatie cu proba control.

In cazul tratamentului cu probele nediluate s-au observat modificari severe ale
morfologiei celulare, celulele HT-29 fie au capatat o forma rotunda, fie s-au detasat de
substrat, in timpul procesului de colorare (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Imagini de microscopie ale celulelor tumorale HT-29 netratate (A) si tratate cu
Para80 (B) si Para87 (C) la concentratiile (de la stanga la dreapta) 1/100, 1/2, 1, dupéa de 48
de ore de termostatare

Astfel, se poate aprecia faptul ca, ambele tipuri de paraprobiotice au evidentiat cel mai
ridicat grad de biocompatibilitate, in cazul concentratiilor aferente dilutiilor 1/10 si 1/100, fiind
citotoxice doar la concentratia maxima testatd (forma nediluatd). in ceea ce priveste
concentratia asociata dilutiei 1/2, proba Para80 manifesta efecte citotoxice asupra
fibroblastelor murine doar dupa 48 de ore de tratament.

In ceea ce priveste activitatea antitumorala, proba Para87 nu a evidentiat un astfel de
efect la concentratile mai scézute, insa incepadnd cu dilutia 1/2, a indus o scadere
semnificativa a viabilitatii celulare, de 74,26%, ceea ce indica un potential efect antitumoral.

Daca ne raportam la cea mai mica viabilitate celulara care sa sugereze un efect
antitumoral clar, fara a afecta in mod citotoxic celulele normale NCTC, atunci se poate aprecia
ca, In cazul probei Para87, concentratia aferenta dilutiei 1/2 ar putea fi relevanta.

Rezultatele indica faptul ca citocompatibilitatea paraprobioticelor este influentata de
metoda de inactivare aleasa si de dilutia acestora. De asemenea, efectele benefice pentru
sanatate, precum proprietatile imunomodulatoare, capacitatea de a regla microbiota
intestinala si impactul asupra translocarii bacteriene depind de tratamentul de inactivare ce
pastreazd componentele celulare esentiale, cum ar fi acidul teichoic, acidul lipoteichoic,
peptidoglicanul, forma suprafetei celulare si structura generald a celulei. De asemenea, o
explicatie pentru efectele antioxidante, antiinflamatoare si de restaurare a integritatii
intestinale ale paraprobioticelor comparativ cu probioticele este aceea ca anumiti compusi
bioactivi, inclusiv fosfolipide, acizi grasi, oligozaharide si compusi asemanatori
peptidoglicanului, sunt eliberati din structurile interne si membranele celulare ale bacteriilor
neviabile, mentindndu-se intr-o forma activata (Kang et al., 2025).

5.4. Concluzii partiale

Rezultatele obtinute prin tratamentele suspensiei de celule ale culturilor de bacterii
lactice cu potential probiotic si modelarea matematica a cineticii de inactivare a demonstrat
ca, in conditiile testate, inactivarea in totalitate a celulelor se obtine prin tratamentul unui
volum de 25 mL de suspensie celulara (1-108 ufc/mL), utilizand ultrasunete la o intensitate de
80%, timp de 20 de minute, urmat de tratament termic la temperatura de 75°C, timp de 30
minute.

Tratamentul preliminar cu ultrasunete sau prin incalzire ohmica genereaza diferente
semnificative in ceea ce priveste efectele asupra integritatii celulei bacteriene si a compusilor
eliberati prin ruperea celulelor. in cazul tratamentului cu ultrasunete, celula bacteriana este
adesea fragmentata complet, ceea ce conduce la eliberarea unui spectru larg de compusi
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intracelulari bioactivi. In contrast, incalzirea ohmica mentine in mare parte integritatea celulei.
Astfel, ultrasunetele sunt preferabile cand se doreste obtinerea de fragmente celulare si
metaboliti specifici, iar tratamentul ohmic este util pentru pastrarea structurilor celulare intacte,
dar inactivate.

Ambele tratamente ofera solutii complementare pentru obtinerea paraprobioticelor, a
caror eficientd functionala va fi demonstrata prin aplicatiile practice vizate ulterior. Mai mult,
rezultatele demonstreaza ca paraprobioticele pot fi sigure la dilutie de 1/10 si 1/100 si
citotoxice doar in forma nediluata.

Paraprobioticul Para80 a prezentat efecte citotoxice moderate la o dilutie de 2, dupa
48 h, iar paraprobioticul Para87 a demonstrat un posibil efect antitumoral semnificativ la dilutia
1/2, fara a afecta celulele normale.

Capitolul 6. Valorificarea potentialului biotic al postbioticelor si
paraprobioticelor

6.1. Obtinerea si utilizarea unui ingredient cu potential biotic pentru formularea
furajelor cu aplicatii in acvacultura

6.1.1. Introducere

in industria alimentara, postbioticele joaca un rol esential in sustinerea sigurantei
alimentare, prin inhibarea agentilor patogeni, asigurarea inocuitatii si prelungirea termenului
de valabilitate al produselor. in plus, acestea sunt addugate in alimente functionale si
suplimente nutritive pentru a oferi beneficii aditionale pentru sanatatea consumatorilor, evitand
necesitatea manipularii culturilor vii, care sunt sensibile la conditiile de depozitare si procesare
(Colombo Pimentel et al., 2024). Compusi ca bacteriocinele, acizii organici, enzimele sunt
utilizati pentru a asigura bioconservarea si ambalarea alimentelor, controlul formarii biofilmelor
si biodegradarea contaminantilor, contribuind astfel la imbunatatirea calitatii, a inocuitatii si a
sigurantei produselor alimentare (Moradi et al., 2020).

In industria piscicold, postbioticele sunt utilizate pentru a imbunatati sanatatea si
productivitatea pestilor, crescand rezistenta la boli, imbunatatind absorbtia nutrientilor si
optimizand cresterea, fara riscul de contaminare a mediului acvatic (Wu et al., 2020).
Postbioticele care pot fi incorporate in hrana pestilor pot fi vitaminele B, K si aminoacizi
aromatici, acizi grasi cu lant scurt (acidul acetic, acidul propionic si acidul butiric), peptide
antimicrobiene (bacteriocinele si defensinele), glutationul, acidul fenillactic si aminoacizii. De
asemenea, in categoria postbioticelor au fost incluse si peroxidul de hidrogen, compusii
organici volatili (VOCs) si fitoestrogeni (equolul, enterolactona si enterodiolul), ureaza A si B,
acidul hidroxifenilacetic si exopolizaharidele (EPS) (Tao et al., 2024). Folosirea acestor
ingrediente in furajarea pestilor asigura cresterea calitatii vietii in mediul acvatic, obtinerea
produselor acvatice de calitate superioara si mai sigure pentru consumul uman.

Scopul principal al studiului prezentat in acest subcapitol a fost evaluarea proprietatilor
bioactive ale produsului fermentat obtinut prin co-cultivarea consortiilor artizanale de
microorganisme din microbiota membranelor de kombucha si din GCL, prin evaluarea
impactului acestuia asupra dezvoltarii si sanatatii pestilor, crescuti in sistem recirculant.
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6.1.2. Materiale si metode
Metodele experimentale au vizat:

- Integrarea produsului fermentat optimizat NutriFerment (din subcapitolul 4.1.2) in
formularea furajelor pentru dieta pestilor din specia Acipenser baerii (sturion siberian)

- Evaluarea impactului fiziologic al furajelor suplimentate cu NutriFerment cu potential
biotic

6.1.3. Rezultate si discutii

Caracteristicile produsului fermentat utilizat ca ingredient in furaje

Produsul fermentat analizat in subcapitolul 4.1.2 prezinta caracteristici bioactive
precum aciditate titratabila de 456,25°Th, activitate antioxidanta- 2,42 mM ET/ml, activitate
antibacteriana impotriva E. coli (8,67 mm), S. aureus (8,00 mm) si B. Subtilis (21,67 mm). De
asemenea, produsul fermentat in forma sa liofilizata, contine postbiotice cu proprietati
functionale, cum ar fi acizi organici (citric - 18,38 mg/ml, butiric - 104,14 mg/mL si izovaleric -
6,03 g/ml) si compusi fenolici (acizi galici si cafeici -170,36 si 21,56 pg/ml, epicatechina -
9946,63 ug/ml, isorhamnetina- 4,20 ug/ml, hesperidina - 456,05 pg/ml, quercetina 3-B-D-
glucozida - 18,42 pg/ml). Acestia pot contribui la mentinerea sanatatii gastrointestinale,
modularea sistemului imunitar si reducerea inflamatiei (Pihurov et al., 2022).

Compusii detectati Tn produsul obtinut certificd impactul pozitiv asupra proprietatilor
functionale ale produsului, prin continutul de acizi organici si compusi fenolici, precum si
proprietatile antimicrobiene si antioxidante. Produsul obtinut este recomandat ca un
bioingredient valoros, cu mai multe aplicatii posibile in formularea alimentelor si furajelor, cu
impact in vitro (stabilitatea si calitatea furajelor) si in vivo (sénatatea si calitatea vietii
organismelor).

Evaluarea efectului postbioticelor asupra cresterii si functiilor metabolice ale pestilor

Rezultatele obtinute (Tabelul 6.1), certificd ca pentru varianta de furajare codificata
PK2, ce contine 0,2% NF, au subliniat ca pestii din acest lot au prezentat cea mai buna
performanta de crestere in ceea ce priveste acumularea de biomasa si eficienta conversiei
furajelor. Astfel, dupa 35 de zile de crestere, greutatea totala a crescut de 1,84 ori, greutatea
medie a crecut de 1,84. lar, raportul de conversie a furajului a fost de 1,19, iar rata specifica
de crestere a fost de 1,21. Raportul de eficientd a proteinelor a avut valoarea de 1,55, iar
procentajul de crestere in greutate a fost de 83,93% (Rimniceanu et al., 2022).

Tabelul 6.1. Parametrii de crestere a sturionilor hraniti cu furaj suplimentat cu postbiotice

Parametrii Variante experimentale
PM PK1 PK2 PK3
Sporul de crestere 204,94 + 209,44 + 17,842 220,32 + 28,16° 204,03 + 5,78°?
(9) 11,40°
Factorul de conversie 1,28 +0,05° 1,26 + 0,112 1,19 + 0,152 1,29 + 0,04

al hranei (kg furaj/kg
spor crestere)

Rata specifica de 1,15+ 0,06 1,16 + 0,072 1,21 +0,16° 1,14 £ 0,032
crestere (%/zi)
Coeficientul de 1,44 £0,03*° 1,47 +0,13? 1,55 +0,20° 1,44 + 0,042

eficienta proteica
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Procentajul de 77,94 + 79,13 +6,41° 83,93 + 5,242 77,09 +6,12°2
crestere in greutate 5,462
(%)

Desi nu au fost identificate diferente statistice semnificative, rezultatele ofera informatii
importante despre stabilitatea si consistenta experimentului. Aceste rezultate contribuie la o
intelegere mai clara si sugereaza directii pentru cercetari suplimentare, precum ajustarea
conditiilor experimentale, a parametrilor testati sau explorarea altor factori care nu au fost
considerati in prezentul studiu, dar care ar putea fi relevanti.

Stresul oxidativ a fost evaluat prin determinarea nivelurilor de malondialdehida (MDA)
si glutation redus (GSH), acesta a fost diminuat pentru toate variantele experimentale, cu
exceptia variantei martor. Astfel, GSH a inregistrat cea mai mare valoare pentru lotul furajat
cu varianta PK3, cu valoarea de 0,29 + 0,09 uMol/dl, mai mare comparativ cu lotul furajat cu
varianta PK1 unde concentratia a fost de 0,22 + 0,07 pMol/dl. in cazul lotului furajat cu varianta
PK2 concentratia GSH (0,28 + 0,014 uMol/dl) nu a fost diferita fata de lotul furajat cu varianta
PK3 ambele fiind insa diferite de varianta martor, unde, la finalul experimentului, valoare GSH
a fost doar 0,18 +0,05 pMol/dl. Valorile MDA au urmarit indeaproape tendinta GSH
evidentiindu-se astfel faptul cd suplimentarea furajelor pentru sturioni cu 0,2% NutriFerment
stimuleaza sistemul oxidativ prin producerea de molecule de glutation si reducerea MDA
(Rimniceanu et al., 2023).

6.1.4. Concluzii partiale

Produsele fermentate cu consortii de microorganisme (bacterii si drojdii) simbiotice,
asociate in GCL si membrane SCOBY, sunt promitatoare pentru utilizare in acvacultura ca
aditivi furajeri ecologici. Studiul preliminar sugereaza ca produsele fermentate cu aceste
culturi artizanale, pe baza de ceai negru, colostru si zahar, contin acizi organici (citric, acetic,
izovaleric, galic si cafeic), precum si alti compusi bioactivi, cum ar fi epicatechina, miricetina,
isorhamnetina, hespiridina si quercetina, care pot imbunatati apararea antioxidanta a
sturionilor, pot stimula maturarea si pot creste eficienta hranitoare. Noua abordare a
conceptului de metabiotice, prin dezvoltarea conceptului clasic de probiotice, ofera
perspective inovatoare pentru dezvoltarea de noi produse si ingrediente cu impact in cresterea
calitatii vietii.

6. 2. Testarea proprietatilor bioactive ale paraprobioticelor utilizadnd drojdia
Saccharomyces cerevisiae ca organism model

6.2.1. Introducere

Paraprobioticele au atras atentia pentru rolul lor in mentinerea echilibrului
microbiomului intestinal, Tn special in interactiunea cu drojdiile. Acestea pot preveni infectiile
oportuniste cauzate de drojdii, cum ar fi cele produse de Candida albicans, prin mai multe
mecanisme: inhibarea cresterii drojdiilor si perturbarea metabolismului lor, modularea
raspunsului imunitar pentru a stimula apararea impotriva infectiilor fungice, imbunatatirea
barierei intestinale, pentru a preveni translocarea drojdilor in sdnge sau alte organe,
reducerea inflamatiei, pentru a preveni deteriorarea tesuturilor si complicatiile asociate
infectiilor fungice (Siciliano et al., 2021; Vazquez-Munoz & Dongari-Bagtzoglou, 2021). Aceste
efecte le fac candidate valoroase pentru utilizarea in produsele alimentare si suplimentele
menite sa sustina sanatatea intestinala si imunitara.
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Microorganismele sunt utilizate pentru a studia diferite aspecte ale stresului oxidativ la
nivel biochimic, molecular si celular, oferind modele utile. Deteriorarea oxidativa a proteinelor,
lipidelor, acizilor nucleici si a altor componente celulare, precum si sistemele de aparare
impotriva stresului oxidativ (Garcia-Sanchez et al., 2020). Modelul preferat pentru studierea
raspunsului la stres in celulele eucariote este drojdia Saccharomyces cerevisiae
(Vanderwaeren et al., 2022).

Pentru drojdia de panificatie, Saccharomyces cerevisiae, s-a demonstrat ca
paraprobioticele stimuleaza cresterea drojdiei si productia de CO2, imbunatatind textura si
volumul aluatului. De asemenea, contribuie la fermentarea constanta prin cresterea rezistentei
drojdiei la conditii nefavorabile si contaminare. Aceste interactiuni optimizeaza procesul de
fermentare si calitatea produselor finale in produse de patiserie (Dangi et al., 2017) .

Obiectivul principal al acestui studiu a vizat evaluarea eficacitatii paraprobioticelor
obtinute din tulpina bacterii lactice a tulpinii Lacticaseibacillus paracasei MIUG BL 80 prin
tratamente combinate ultrasunete-termic utilizand tulpina de drojdie Saccharomyces
cerevisiae ca celule model.

6.2.2. Materiale si metode
Studiul a vizat:

- Evaluarea comportamentului metabolic al drojdiei in medii suplimentate cu paraprobiotice cu
ajutorul modelarii cinetice prin modelul Gompertz;

- Evaluarea stabilitatii drojdiei in timpul depozitarii in prezenta paraprobioticelor

- Evaluarea capacitatii fermentative a drojdiei in prezenta paraprobioticelor

6.2.3. Rezultate si discutii
Analiza dinamicii si cinetica multiplicarii celulelor de drojdie

Modelul Gompertz este printre cele mai frecvent utilizate modele sigmoide pentru
analiza datelor de crestere si multiplicare a culturilor de microorganisme. Modelul Gompertz
poate fi aplicat pentru a descrie cresterea plantelor, a diferitelor specii de animale, precum si
a microorganismelor, inclusiv a bacteriilor (Tjgrve & Tjgrve, 2017). Reparametrizarea ecuatiei
Gompertz a fost introdusa pentru a transforma parametrii sai matematici in parametri biologic
semnificativi, rezultdnd modelul Gompertz modificat de Zwietering. Acest model este utilizat
in principal pentru analiza datelor de evolutie a culturilor de bacterii in timpul cultivarii in medii
lichide (Gomes et al., 2021). In acest studiu, modelul a fost folosit pentru evaluarea evolutiei
culturii de drojdie testate. lar drojdia Saccharomyces cerevisiae este folosita ca organism
model pentru studiile ce vizeaza evaluarea raspunsului celular la diferite tipuri de stres
(Kwolek-Mirek & Zadrag-Tecza, 2014).

Conform modelului Gompertz, evolutia culturii este dependentd in special de
parametrul A, care este in crestere la probele suplimentate cu paraprobiotioce, comparativ cu
proba martor.

Intr-un model ideal, R? trebuie s& aibd o valoare apropiatd de 1, indicand o
reproductibilitate sportitd a datelor experimentale. in contextul experimentului realizat
(Tabelul 6.2), valorile R? observate (intre 0,538 si 0,752) sunt moderate, sugerand ca modelul
explica variabilitatea procesului de fermentatie. Desi nu sunt ideale, aceste valori sunt
rezonabile pentru un sistem complex.
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Tabelul 6.2. Parametrii de multiplicare a celulelor de drojdie, in acord cu modelul Gompertz

Parametrii M P5 P10 P15
A 1,334+0,320 1,461+0,273 1,50540,243 1,586+0,235

(Mmaxxe)/A 195,800+5,803 196,300+4,922 196,500+4,374 196,800+4,247

A -0,010
R? 0,538 0,657 0,720 0,752
AMP 0,422

Pentru un model ideal, abaterea medie patratica (AMP) ar trebui sa fie cat mai aproape
de 0, ceea ce ar semnala o potrivire perfecta intre valorile estimate si cele reale. Parametrul
AMP exprima eroarea medie dintre valorile observate si cele prezise de model. Totusi, in
conditii reale, mai ales Tn procese dinamice precum fermentatia, un AMP cu valoarea 0 este
putin probabil de obtinut. Valoarea AMP de 0,422 sugereaza o potrivire rezonabila a
modelului. Tn procesul de fermentatie, factori precum temperatura, pH-ul si activitatea
microbiana sunt variabile independente.
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Figura 6.2. Dinamica culturii de drojdie Saccharomyces cerevisiae conform modelului
Gompertz (literele din fata numelui probei indica tipul datelor: "Y" reprezinta valorile
experimentale, iar "P" valorile prezise)

Efectul paraprobioticelor asupra dinamicii de inmultire a drojdiei de panificatie in
prezenta paraprobioticelor este descrisa in Figura 6.2. In toate probele, faza exponentiala este
mai accentuatd in primele 6 h. Probele au prezentat rezultate apropiate in stimularea
multiplicérii celulelor, indicand usoare diferente intre ele. Astfel, Tn primele 6 ore de cultivare,
la o concentratie de peste 10% de paraprobiotic, numarul de generatii aproape se dubleaza
comparativ cu martorul. Aceeasi tendinta se observa si in cazul vitezei de inmultire, in timp
ce timpul de generatie se reduce aproximativ la jumatate.
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Randamentul biomasei uscate determinat dupa 48 de ore de cultivare are valori mai
mari la proba martor (5,078 g/L) si proba P10 (4,955 g/L), urmand proba P5 (4,780 g/L) si P15
(4,527 g/L). Aceasta diferenta de biomasa sugereaza o incetinire a cresterii dupa perioada de
multiplicare exponentiala sau cresterea concentratiei de paraprobiotice duce la scaderea
randamentului in biomasa uscata, posibil din cauza accelerarii diviziunii celulare si formarii de
celule mai mici si mai putin dense metabolic. Acest efect este util in aplicatii care necesita un
numar mare de celule, cum ar fi probioticele, fermentatiile rapide si cercetarile fundamentale.
Totusi, sunt necesare studii suplimentare pentru confirmarea acestor ipoteze.

Parametrii cinetici ai inmultirii drojdiilor, dupa 6h de cultivare (faza exponentiala) sunt
prezentati Tn Tabelul 6.3. Datele experimentale obtinute demonstreazé un efect pozitiv al
paraprobioticelor asupra cineticii de inmultire a drojdiilor, cel mai bune efect obtinindu-se
pentru cea mai mare concentratie testata de paraprobiotic, 10%.

Tabelul 6.3. Parametrii cinetici de multiplicare a celulelor de drojdie in faza exponentiala (6h)

Numarul de generatii Timpul de generatie

Proba (n) Viteza de inmultire (v), 1/h (o), h
M 1,363 + 0,101° 0,227 + 0,060° 4,403 £ 0,474°
P5 2,252 + 0,320% 0,375+ 0,1012° 2,665 + 0,653°
P10 2,695+ 0,379° 0,449 + 0,014 2,226 +0,133°
P15 3,042 + 0,5362 0,507 + 0,094 1,972 + 0,081°

*Literele diferite din coloana indica diferente semnificative pentru p<0,05.

Dupa 6 h de cultivare, in faza exponentiala de inmultire, se observa ca numarul de
generatii creste de la 1,363, pentru proba M, la 3,042, pentru proba P15, ce indica o
multiplicare celulara mai mare in probele cu adaos de paraprobiotice, in comparatie cu
martorul. Viteza de inmultire urmeazéa aceeasi tendinta ascendenta, crescand de la 0,227 h™,
pentru proba M, pana la 0,507 h™', pentru proba P15. Timpul de generatie, care reprezinta
timpul necesar pentru ca populatia de celule sa se dubleze, scade semnificativ de la 4,403 h,
pentru proba M, si mult mi rapid de 1,972 h, pentru proba P15. Datele experimentale arata ca
paraprobioticele influenteaza pozitiv cinetica multiplicarii drojdiilor, in special la concentratii
mai mari de 10%. Modelul pentru numarul de generatii prezintd un coeficient de determinare
(R?) de 0,814 si o valoare p de 0,003; modelul pentru rata de multiplicare are un R? de 0,743
si o valoare p de 0,010; iar in cazul timpului de generatie, modelul obtinut are un R? de 0,889
si o valoare p de 0,000.

Un studiu specifica ca cinetica de crestere a drojdiei S. cerevisiae urmeaza un tipar
bine definit: o faza de latenta de 0—4 ore, urmata de o faza exponentiala intre 4 si 12 ore, iar
apoi o faza de declin dupa 12—16 ore. In aceste intervale de timp, rata de crestere a variat
intre 0,344 si 0,367 h™, cu o valoare maxima de 0,380 h™" (Saygili et al., 2023). Mai multe
modele matematice au fost aplicate pentru a descrie acest proces de crestere in timpul
fermentatiei, aratdnd o potrivire buna cu datele experimentale (abaterea medie patratica intre
0,1103 si 0,5721 si R? intre 0,81 si 0,97). Rata specificd maxima de crestere (umax) S-a situat
intre 0,377 si 0,593 h™", iar semne vizibile de dezvoltare au aparut la aproximativ 3 ore dupa
inoculare. Greutatea celulara uscata maxima a fost atinsa in jurul a 23 de ore, dupa care
drojdia a intrat in faza stationara (24-27 h) si ulterior in faza de declin, fara modificari evidente
la nivel vizual (Ardestani, 2014).
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Evaluarea activitatii fermentative a drojdiei in prezenta paraprobioticelor

Pentru evaluarea activitatii fermentative a drojdiei crescute in mediul cu adaos de
probiotice, s-a folosit metoda Ostrovski prin determinarea timpului de ridicare a bilei de aluat
la suprafata (Tabelul 6.4).

Tabelul 6.4. Evaluarea activitatii fermentative a drojdiei prin metoda Ostrovski

M P5 P10 P15

Timpul de ridicare, min 14,45+0,104>" 14,20+ 0,1532 13,41+ 0,108 13,26+ 0,168
*Literele diferite arata diferente semnificative pentru p<0,05

Datele experimentale indicd de asemenea o activare a capacitatii fermentative a
drojdiei testate prin cresterea concentratiei de paraprobiotic. Din datele prezentate se observa
o diferentd semnificativa intre proba martor M si probele P10 si P15, ceea ce sugereaza ca o
cantitate mai mare de 10% suspensie de Para80 in mediul de fermentare influenteaza pozitiv
activitatea fermentativa a drojdiei.

Efectul paraprobioticelor asupra viabilitatii celulelor la depozitare

Determinarea viabilitatii celulare este o metoda importanta in analiza citotoxicitatii Si
genotoxicitatii, avand si aplicatii in procesele industriale care implica microorganisme.
Viabilitatea celulara este exprimata ca procentajul de celule vii dintr-o populatie (Kwolek-Mirek
& Zadrag-Tecza, 2014).

Stabilitatea metabolica a drojdiei Saccharomyces cerevisiae in prezenta Para80 s-a
exprimat prin procentul de celule viabile dupa 48 de ore, 7 zile si 14 zile de pastrare la
temperatura de 4°C. Celula drojdiei Saccharomyces cerevisiae contine aproximativ 70-72%
apa, 42-45% proteine, 40% carbohidrati, 7,5% lipide (in substantd uscata) si vitamine din
complexul B. Analiza celulelor de drojdie indica faptul ca aceasta reprezinta un sistem biologic
complex, care suferd modificari in timp, iar intensitatea acestor schimbari depinde de conditiile
de pastrare, temperatura fiind un parametru important. O proba de drojdie a fost pastrata la
temperatura 4°C, timp de 12 zile, iar in aceasta perioada, continutul de carbohidrati totali a
scazut de la 48,81% la 37,50% (pe baza de substanta uscatd). De asemenea, continutul de
trehaloza a fost de 12,33% (Pejin et al., 2009).

Tabelul 6.5. Stabilitatea celulelor de drojdie prin conservare la temperatura de 4°C

Proba Celule viabile, %

48 h 7 zile 14 zile
M 90,74+0,63* 89,44+0,512 88,24+0,442
P5 93,11+0,39° 92,68+1,25P 91,57+0,83°
P10 94,48+0,60° 94,18+0,80° 94,1510,64°
P15 95,57+0,744 95,39+0,76¢ 95,45+1,25¢

*Literele mici diferite intr-o coloana denota diferente semnificative intre proba martor si probele P
(p<0,05)

Rezultatele obtinute (Tabelul 6.5) demonstreaza efectul pozitiv al paraprobioticului
testat Para80 asupra viabilitatii celulelor de drojdie, in perioada de 48 ore pana la 14 zile de
pastrare a biomasei umede, la temperatura de 4°C. Un studiu a evaluat viabilitatea celulelor
de drojdie mentinute la temperaturi cuprinse intre -20°C si 30°C, in medii lichide cu adaos de
lactoza, amidon si trehaloza. Dupa 4 saptaméani de termostatare, la temperaturile 4°C si 10°C,
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pentru o tulpind de Pichia anomala, 75-90% dintre celule au ramas viabile, fara diferente
semnificative de stabilitate celulara in functie de compusul adaugat ca stabilizator (Melin et
al., 2006).

6.2.4. Concluzii partiale

Paraprobioticul testat (Para80), contindnd celule bacteriene inactivate, intregi sau
fragmente de celule ale tulpinii probiotice Lacticaseibacillus paracasei MIUG BL 80 a
demonstrat ca exercita efecte pozitive asupra comportamentului metabolic al drojdiei de
panificatie, prin suplimentare in mediile fermentative in concentratii de peste 10%. De
asemenea, in prezenta paraprobioticului Para80 procesul de autoliza al celulelor de drojdie a
fost incetinit, prin pastrare la temperatura de 4°C, timp de 14 zile, au prezentat stabilitate fata
de autoliza. Aceste rezultate creaza premize pentru noi aplicatii practice ale paraprobioticelor
in cresterea functionalitatii culturilor starter si a diversitatii produselor si a ingredientelor
functionale.

6. 3. Valorificarea paraprobioticelor pentru obtinerea unei bauturi fermentate, cu
potential functional, pe baza de maia din faina de secara si zat de cafea

6.3.1. Introducere

Produsele fermentate au fost apreciate de-a lungul timpului nu doar pentru gustul si
textura lor unica, ci si pentru beneficile aduse sanatati. Recent, odatd cu avansarea
cercetarilor in domeniul microbiomului, un nou tip de produse fermentate a castigat atentie:
bauturile imbogatite cu paraprobiotice (Zahidah et al., 2024). Aceste bauturi reprezinta o
inovatie ce combina traditiile fermentative cu avantajele moderne ale biotehnologiei. Bauturile
fermentate cu paraprobiotice sunt produse care contin microorganisme inactive (moarte) sau
fragmente de celule bacteriene, cu proprietati bioactive, pana in prezent putin elucidate. Spre
deosebire de probioticele traditionale, care trebuie sa fie vii pentru a fi eficiente,
paraprobioticele nu necesita aceasta conditie, ceea ce le face mai stabile si mai rezistente la
conditii de depozitare si procesare. Astfel, paraprobioticele sunt mai stabile decéat probioticele
vii, ceea ce inseamna ca produsele functionale care le contin au o stabilitate sporita din acest
punct de vedere.

Studiul prezentat in acest subcapitol a vizat dezvoltarea unei retete inovative de cvas
prin inlocuirea substratului traditional de paine uscatd cu maia obtinuta din faina integrala de
secara si valorificarea zatului de cafea, si fermentare cu drojdia Saccharomyces cerevisiae,
pentru obtinerea unei bauturi functionale cu caracteristici nutritionale si functionale
imbunatatite. S-a urmarit, de asemenea, si evaluarea potentialului bioactiv al paraprobioticelor
(Para80) in sinergie cu microorganismele si substraturile utilizate.

6.3.2. Materiale si metode
Metodele au vizat:

- integrarea paraprobioticelor in bautura fermentata

- analiza proprietatilor bioactive ale bauturii fermentate

- Analiza compusilor polifenolici din bautura fermentata

- Analiza senzoriala a bauturii obtinute, prin scala hedonica cu 5 puncte, prin care s-au
evaluat caracteristici precum culoare, limpiditate, gust, carbonatare, aftertaste, textura,
acceptabilitate si aprecierea generala.
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Produsul finit, marcat cu codul P> a fost denumit MetaKvas.

6.3.3. Rezultate si discutii
Proprietatile bioactive ale bauturii fermentate

Datele experimentale (Tabelul 6.6) arata ca valorile pH-ului au variat intre 3,35 si 3,52,
ceea ce indica faptul ca toate probele sunt acide. Lidmus si colab., 2016, au fost determinat
in probele de cvas (un produs fermentat obtinut in conditii similare) substanta uscata de 8,6
% si pH-ul de 3,88 pentru cvasul fermentat cu S. cerevisiae, respectiv 7,0 % si 4,60 pentru
cvasul fermentat cu Kluyveromyces marxianus (Lidums et al., 2016). lar, aciditatea totala
titrabila a variat intre 12,78 si 14,59 mL NaOH 0,1 N, fiind mai mare pentru probele codificate
Mz si P2. Activitatea antioxidanta a prezentat valori cu variatii intre 2,299 si 2,351 yM ET/mL,
cu o valoare mai ridicata pentru proba codificatd M2z, urmata de probele codificate M1, P2 si P1.
Kaszuba si colab., 2024, pentru activitatea antioxidanta determinata prin metoda cu DPPH au
obtinut valorile de 1,83 pmol Trolox/g, pentru proba martor (cvas simplu) si de 2,11 ymol
Trolox/g, pentru probele suplimentate cu extracte din plante (Kaszuba et al., 2024).

Tabelul 6.6. Evaluarea caracteristicilor bioactive ale probelor de bauturi fermentate

Prob. pH Aciditatea  Activitatea Activitatea Activitatea  Activitate
totala antioxidanta antibacteria antibacteria antifungica
titrabila, ,mMMET/mL naasupraB. na asupra asupra
mL NaOH subtilis, mm S. aureus, niger,%
01N mm

M1 3,38+0,02" 14,48+0,07% 2,316+0,032 11,6£0,24° 6,660,112 74,71£1,12°
P1 3,350,022 12,78+0,05% 2,299+0,062 12,00£0,15°  7,83+0,16° 71,48+2,04°
M2 3,52+0,01° 14,59+0,08° 2,351+0,02° 14,5+0,21° 9,66+0,13¢ 85,751,442
P2 3,48+0,02° 13,48+0,02¢ 2,300+0,022 12,00£0,30°  10,33x0,15¢ 86,41+1,59°

*Datele prezentate sunt media + abaterea standard (SD). Literele diferite dintr-o coloana reprezinta
diferente semnificative conform testului Tukey p< 0,05

Analiza ANOVA si testul Tukey au fost efectuate pentru analiza variantei si s-a
observat ca valoarea p (p<0,05) si coeficientul de regresie, R? pentru pH (R?=95,74% ),
aciditatea totala titrabila (R?= 99,47%), activitatea antibacteriand Tmpotriva S. aureus
(R?=97,38), activitatea antibacteriana impotriva B. subtilis (R*=99,40) si activitatea antifungica
impotriva A. niger (R®=96,32), confirma validitatea statistici a datelor ce descriu
caracteristicile functionale ale produsului fermentat. Doar datele obtinute pentru activitatea
antioxidanta nu semnificative statistic (p=0,05 si R*=37,90%).

Zonele de inhibitie pentru activitatea antibacteriana impotriva bacteriei B. subtilis a
variat intre 11,6 si 14,5 mm. lar, activitatea antibacteriana asupra bacteriei S. aureus a variat
intre 6,66 si 10,33 mm. Proba codificata P> a prezentat cea mai pronuntatd activitate
antibacteriana (10,33 mm), in timp ce proba codificatd M1 a avut cel mai scazut pontential
antibacterian (6,66 mm). Aceasta variatie a activitatii antimicrobiene sugereaza ca anumiti
compusi postbiotici formati prin fermentare in probele codificate P au o eficacitate mai mare
impotriva speciei S. aureus. Activitatea antifungica asupra mucegaiului A. niger (%) a variat
intre 74,71% si 86,41%, Proba codificatd P2 a prezentat cea mai ridicata activitate antifungica
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(86,41%), ceea ce indica o eficienta crescutda Tmpotriva mucegaiului A. niger. Probele
codificate M2 si P2 au prezentat potential antifungic superior comparativ cu probele codificate
M si P+. Proprietéatile antimicrobiene sunt in corelatie cu potentialul tulpinilor fermentative de
a produce metaboliti cu activitate antimicrobiana prin metabolizarea substraturilor
fermentative.

Continutul de compusi polifenolici

Tabelul 6.7 prezinta nivelurile (exprimate in pg/mL) ale unor compusi bioactivi
identificati in mostrele de bautura fermentata fara paraprobiotic M2 si cu paraprobiotic Pa,
obtinute dintr-un amestec de maia de secara integrala, zat de cafea, drojdie, paraprobiotic si
zahar. In compozitia bauturii fermentate se regdsesc acizi fenolici (precum acidul 4-
hidroxibenzoic, galic, syringic, vanilic si protocatechuic), terpenoidul cafestol, alcaloidul
cofeina, precum si flavonoidul epicatechina. Desi unii compusi au fost identificati, cantitatile
lor nu au putut fi determinate cu precizie din cauza faptului ca valorile se aflau sub limita de
cuantificare (LOQ) a metodei aplicate (Stimac et al., 2022).

Tabelul 6. 7. Compozitia bauturii fermentate in continut de compusi polifenolici

Compus fenolic Concentratie, pg/mL

M: P:
Acid galic 105,51 £ 0,762 102,72 £ 0,312
Acid siringic 8,87 £ 0,632 ND
Acid protocatechuic 33,86 £ 1,612 34,48 £ 0,142
Acid 4-hidroxibenzoic 0,32 +0,20° 3,89+0,64°
Cafeina 12,80 £ 0,772 8,62 +2,94°
Epicatechina 23,98 £ 0,592 ND
Cafestol <LOQ <LOQ
Acid vanillic <LOQ <LOQ

Literele diferite in rénd reprezinta diferente semnificative intre proba martor si proba optimizata. ND -
Nedetectat; LOQ (din engl. Below the Limit of Quantification)- sub limita pragului de cuantificare
Acidul galic a fost compusul predominant in ambele probe, fiind identificat in
concentratii de 105,51 pg/mL in proba martor (M2) si 102,72 pug/mL in proba cu paraprobiotic
(P2). Nivelurile de acid protocatechuic au fost apropiate intre cele doua probe: 33,86 ug/mL in
M2 si 34,48 pg/mL in Pa. In schimb, acidul 4-hidroxibenzoic s-a regasit intr-o cantitate
semnificativ mai mare in P, (3,89 £ 0,64 ug/mL) comparativ cu M, (0,32 + 0,20 ug/mL),
diferentd semnificativa confirmata statistic (p = 0,001, R* = 0,955), ceea ce poate indica
procese microbiene sau enzimatice care au facilitat eliberarea acestuia. Cafeina a fost
prezenta in ambele mostre, insa intr-o concentratie mai mare in M2 (12,80 £ 0,77 pg/mL) fata
de P2 (8,62 = 2,94 pg/mL), ceea ce poate sugera o posibila degradare partiala in timpul
fermentatiei. In mostra M. au fost detectati acidul syringic (8,87 + 0,63 ug/mL) si epicatechina
(23,98 + 0,59 pg/mL), insa acesti compusi au lipsit din mostra P2. Absenta lor poate fi explicata
prin posibile interactiuni cu componentele paraprobiotice, ducand la formarea unor noi
substante bioactive. in ambele probe, cafestolul si acidul vanilic au fost detectabili, dar in
concentratii prea scazute pentru a putea fi cuantificate cu exactitate, situadndu-se sub limita de
detectie a metodei utilizate. Desi acidul galic si acidul protocatechuic au avut un profil
comparabil in cele doua mostre, anumiti compusi nu au fost identificati in P2, desi erau prezenti
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in M2. Acest lucru sugereaza ca prezenta paraprobioticelor poate influenta compozitia
compusilor fenolici, probabil din cauza modificarilor survenite in procesul de fermentatie.

Proprietatile senzoriale ale bauturii fermentate

Analiza senzoriala a fost efectuata pentru probele cu proprietati bioactive superioare,
respectiv probele M2 si P-. In urma analizei senzoriale, pentru proba codificata P2, s-au obtinut
urmatoarele punctaje: 3,8 pentru culoare, 2,33 pentru limpiditate, 3,13 pentru gust, 2,40 pentru
carbonatare, 3,53 pentru aftertaste, 3,47 pentru textura, 2,60 pentru acceptabiliate, 2,73
pentru apreciere generala. Aceste date au fost reprezentate utilizand diagrama radar pe baza
scalei hedonice cu cinci puncte (Figura 6.3).

Culoare

’

Apreciere generala 388 Limpiditate

2400
1,00 P2
A tabilitat Gust
cceptabilitate 0,00 us M2

Textura Carbonatare

Aftertaste

Figura 6.3. Atribute senzoriale ale probelor codificate P2 si Mz

Proba a primit evaluari modeste, din cauza gustului intens de fermentat cu impact
asupra gustului, texturii si aspectului. Kaszuba si colab., 2024, au obtinut cvas din paine de
secara cu adaos de aditivi pe baza de plante. De asemenea, s-a efectuat evaluarea
organoleptica (scala de 5 puncte) a limpezimii, mirosului, culorii si a gustului a produsului care
au primit urmatoarele valori pentru proba martor (fara aditivi pe baza de plante), 3,8, pentru
claritate; 4,1, pentru miros; 3,8, pentru culoare si 3,4, pentru gust, iar pentru probele cu aditivi
s-au obtinut urmatoarele medii 2,82, pentru claritate; 3,93, pentru miros; 3,12, pentru culoare;
3,60, pentru gust (Kaszuba et al., 2024). Un alt studiu efectuat de Lidmus si colab., 2016, a
analizat caracteristicile senzoriale si piata de consum a cvasului obtinut din paine de secara,
malt, acid lactic, zahar si drojdiile Kluyveromyces marxianus si Saccharomyces cerevisiae
pentru comparatie. In ceeace priveste gustul cvasului, acesta a fost evaluat cu note intre 4,1
(»placut putin”) si 5,0 (,foarte placut”). Majoritatea consumatorilor (56%) nu ar consuma cvas
obtinut prin fermentatie cu K. marxianus, in timp ce 60% dintre acestia prefera cvasul
fermentat cu S. cerevisiae datorita gustului sdu mai traditional. Cvasul obtinut prin fermentatie
cu drojdia S. cerevisiae a fost apreciat pentru aroma, aciditatea si aftertaste-ul sau, in timp ce
cvasul obtinut prin fermentatie cu drojdia K. marxianus a fost considerat lipsit de aciditate si
aroma. Trebuie de mentionat ca bauturile comerciale denumite cvas sunt, in multe cazuri,
dilutii de concentrate de extract de cereale cu apa, coloranti si arome artificiale, iar cvasul
fermentat natural contine mai putin dioxid de carbon comparativ cu bauturile comerciale, care
sunt carbonatate artificial (Lidums et al., 2016).
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6.3.4. Concluzii partiale

Bautura fermentata propusa, denumita MetaKvas, reprezinta un produs fermentat
inovator cu potentiale beneficii nutritionale si bioactive. Utilizarea substratului fermentativ pe
baza de faina de secara, fermentata natural cu bacterii lactice autohtone, asigura imbogatirea
produsului fermentat in prebiotice, probiotice si postbiotice. De asemenea, suplimentarea cu
zat de cafea si fermentarea suplimentara cu drojdie imbunatateste caracteristicile tribiotice,
iar adaugarea paraprobioticelor completeaza compozitia metabiotica. Bautura fermentata
obtinuta are proprietati bioactive, insa proprietatile senzoriale trebuie imbunatatite.

Capitolul 7. Concluzii finale

Teza de doctorat a avut ca obiectiv general studiul potentialului biotehnologic al
microorganismelor din microbiomul culturilor starter artizanale, membrane de kombucha
(engl. SCOBY- Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast), GCL si GCA, in scopul obtinerii de
bioingrediente cu proprietati tehnologice si functionale imbunatatite, destinate utilizarii n
formule alimentare. De asemenea, s-a avut in vedere obtinerea si testarea functionalitatii
paraprobioticelor, cu scopul dezvoltarii unor aplicatii in industria alimentara.

Pe baza rezultatelor experimentale prezentate si a concluziilor partiale detaliate la finalul
fiecarui capitol, pot fi sistematizate urmatoarele concluzii generale:

v Progresele in domeniul biotehnologiei permit monitorizarea si analiza detaliata a
culturilor artizanale, facilitand extinderea utilizarii acestora pentru producerea de alimente
functionale inovative, sigure, sanatoase, imbogatite Th metabiotice. Microorganismele din
microbiomul (microbiota) acestor culturi functioneaza prin inter-relatii mutuale, dezvoltand o
activitate metabolica complexa cu impact in producerea de prebiotice, probiotice si postbiotice
Utilizarea culturilor artizanale si a substraturilor neconventionale in productia de metabiotice
este promitatoare pentru obtinerea de alimente, furaje si nutraceutice, avand potentialul de a
imbunatati microbiocenoza intestinala, imunitatea organismelor si cresterea calitatii vietii.
Culturile artizanale, precum granulele de chefir (lapte, apa) si membranele SCOBY, sunt
valoroase datorita diversitatii microbiene si capacitatii acestor microorganisme de adaptare si
protectie Tmpotriva contaminarii microbiene, contribuind la diversificarea functionala a
produselor alimentare, furajelor si nutraceuticelor, cu efecte benefice deosebit de valoroase
atat in vitro cat mai ales in vivo.

v" Un alt aspect intens studiat in literatura este valorificarea subproduselor alimentare si
productia sustenabila de produse alimentare sanatoase cu valoare adaugata si ingrediente
alimentare. Procesele industriei alimentare genereaza subproduse inca bogate in nutrienti,
care sunt adesea nevalorificate, uneori cu impact negativ in poluarea mediului inconjurator .
Substraturile conventionale si neconventionale pot fi transformate in produse fermentate
functionale prin metabolismul complex al microorganismelor prin fermentatii controlate, cu
scopul de a imbunatati bioticarea, adica de a creste continutul de prebiotice, probiotice si
postbiotice, si ulterior se pot obtine si paraprobiotice. Aceasta abordare contribuie la utilizarea
mai eficientd a resurselor, avand drept rezultat dezvoltarea de produse functionale inovative,
sanatoase si sustenabile, care ofera beneficii diverse pentru sanatatea organismelor vii si
reduc impactul negativ asupra mediului inconjurator.
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v Microbiota culturilor artizanale (membranele SCOBY si granule de chefir) contine
surse valoroase si variate de tulpini bacteriene si de drojdii, cu potential bioactiv si probiotic
ridicat. in cadrul studiilor din teza de doctorat, au fost izolate si caracterizate morfologic 18
tulpini de bacterii lactice, 7 tulpini de drojdii si 2 tulpini de bacterii acetice. Selectia bacteriilor
lactice s-a realizat pe baza capacitatii de a fermenta medii neconventionale formulate din faina
de linte rosie, coji de cartof dulce, okara si colostru bovin, evaluand performantele metabolice
relevante, precum: capacitatea acidifianta, activitatea antioxidantd si proprietatile
antimicrobiene impotriva unor microorganisme de alterare si cu impact in siguranta alimentara
(mucegaiuri si bacterii). Ca urmare a acestor evaluari, au fost selectionate doua tulpini de
bacterii lactice, codificate MIUG BL80 si MIUG BL87, aflate in gestiunea Colectiei de
Microorganisme a platformei Bioaliment (acronyum MIUG), din cadrul Facultatii Stiinta si
Ingineria Alimentelor, Universitatea ,Dunarea de Jos "din Galati, afiliata la infrastructura pan-
europeana Microbial Resource Research Infrastructure (MIRRI; www.mirri.org).

v In urma evaluérii caracteristicile probiotice, rezistentid la pH scazut (2,0 si 3,0),
supravietuirea in prezenta sarurilor biliare (0,3% g/v), adaptabilitatea la simularea in vitro a
digestiei gastro-intestinale, capacitatea de co-agregarea si lipsa activitatii hemolitice, a
tulpinilor selectionate (codificate MIUG BL80 si MIUG BL87), s-a demonstrat potentialul
probiotic al acestora si s-a certificat siguranta utilizarii acestor tulpini. in urma identificarii
filogenetice s-a demostrat ca apartin speciilor Lacticaseibacillus paracasei MIUG BL80 si
Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans MIUG BL87.

v Produsele obtinute prin utilizarea unei co-culturi starter formata din amestecul 4%
membrane SCOBY si 2% GCL (in stare activa), prin fermentarea unui mediu compus din
colostru bovin (1%), infuzie de ceai negru (2%) si zahar (10%), au prezentat proprietati
functionale superioare (activitate antioxidanta si antimicrobiana) comparativ cu cele obtinute
folosind co-cultura formaté din membrane SCOBY (4%) si GCA (2%), intr-un mediu format
din infuzie de ceai negru (2%), zaharoza (10%) si stafide (3%). Diferentele observate pot fi
atribuite prezentei peptidelor bioactive generate in urma fermentarii colostrului. Acizii organici,
precum acizii propionic, lactic si acetic, au fost identificati in produsele fermentate obtinute in
ambele variante experimentale. De asemenea, se sugereaza ca dupa o perioada indelungata
de co-fermentare (35 de zile), in culturi succesive, poate conduce la denaturarea potentialului
fermentativ si la reducerea viabilitatii si a vitalitatii microorganismelor din consortiile culturilor
starter. Acest fenomen ar putea fi cauzat de competitia intensa pentru resurse intr-o populatie
microbiana suprapopulata, ceea ce poate conduce la inactivarea tulpinilor mai sensibile si la
aparitia stresului oxidativ.

v’ Utilizdnd metode de proiectare experimentald, modelare matematica si analiza
statistica (Plackett-Burman si analiza suprafetei de raspuns), s-au optimizat parametrii
biotehnologici pentru obtinerea unui produs fermentat, cu un potential biologic imbunatatit,
obtinut prin fermentarea unui mediu compus din 6,27% (g/v) pulbere de colostru bovin, 1,64%
(9/v) ceai negru, 7,5% (g/v) zahar, inoculat cu 0,36% (g/v) cultura de GCL si 0,5% (g/v)
membrane SCOBY liofilizate. Principalii parametri cu influentd asupra acestor caracteristici s-
au identificat concentratiile de colostru bovin, infuzie de ceai negru si culturi starter in stare
liofilizatad. Produsul fermentat obtinut in conditiile optime de fermentatie a prezentat aciditate
ridicata, o activitate antioxidanta de 2,42 uM ET/mL si o activitate antibacteriana de 8,0, 8,67
si 21,67 mm fata bacteriile test Staphylococcus aureus, Escherichia coli si respectiv Bacillus
subtilis. Mai mult, s-a demonstrat ca produsul fermentat contine postbiotice cu potential

54



Valorificarea potentialului unor culturi artizanale de microorganisme pentru obtinerea de
produse cu functionalitate ridicata

functional, precum: acizi organici (butiric - 67,33 mg/mL, acetic - 25,21 mg/mL, lactic - 24,39
mg/mL, citric - 5,77 mg/mL si izovaleric - 4,36 mg/mL) si compusi fenolici (acizi galic si cafeic
- 7,40, respectiv 314,86 pg/mL, epicatechind - 1062,69 ug/L, quercetind - 18,20 pg/mL si
izorhamnetina - 2,97 pg/mL). Produsul astfel obtinut se recomanda ca un bioingredient
valoros, cu multiple aplicatii in formularea alimentelor si a furajelor, avand un impact
semnificativ asupra controlului proceselor de oxidare, alterarii microbiene si a sigurantei
alimentare. De asemenea, aceste postbiotice au un impact deosebit in vivo, pentru cresterea
calitatii vietii consumatorilor.

v In urma optimizarii si analizei modelelor validate si a factorilor biotehnologici cu impact
pozitiv, s-a obtinut un produs fermentat cu un potential biologic ridicat, prin co-fermentarea
unui mediu compus din 3,52% (g/v) stafide, 1,0% (g/v) ceai negru si 5% (g/v) zahar, cu
consortiile microbiene prezente in GCA, in concentratie de 0,2% (g/v) si membrane SCOBY
in concentratie de 0,2% (g/v), in forma liofilizata. Printre principalele variabile independente
(parametri biotehnologici) care influenteaza pozitiv calitatea produsului fermentat s-au
identificat: concentratia de ceai, timpul de fermentare si concentratia de stafide. Produsul
fermentat obtinut a avut o aciditate ridicata de 375,83°Th si un pH de 3,25. De asemenea, in
compozitia sa au fost identificati acizi organici precum: acetic- 8,72 mg/mL, butiric- 45,81
mg/mL, izovaleric- 0,88 mg/mL, si compusi polifenolici, inclusiv acizii: cafeic- 255,64 pg/mL,
galic- 39,68 ug/mL, ferulic- 0,36 pg/mL, clorogenic- 0,25 pug/mL; rutin trihidrat- 568,93 pg/mL,
izorhamnetina - 11,94 pg/mL si epicatechina- 1135,69 pg/mL. Prezenta acestor compusi
sustine potentialul functional al produsului obtinut.

v" Produsul fermentat optimizat, obtinut prin fermentarea mediului format din 6,27% (g/v)
pulbere de colostru bovin, 1,64% (g/v) ceai negru, 7,5% (g/v) zahar, inoculat cu 0,36% (g/v)
GCL si 0,5% (g/v) membrane SCOBY (culturi liofilizate), timp de 5 zile, la temperatura de
30°C, continand acizi precum citric, acetic, izovaleric, galic si cafeic, precum si compusi
bioactivi precum epicatechina, miricetina, isorhamnetina, hespiridina si quercetina a fost
folosit (in stare liofilizata) la suplimentarea furajelor pentru sturioni. S-a demonstrat ca acesti
compusi contribuie la imbunatatirea apararii antioxidante a sturionilor, stimuland maturarea si
cresterea eficientei hranitoare. Integrarea produsului fermentat in furajele pentru sturioni (2
g/kg) a condus de asemenea la o performanta de crestere imbunatatita, avand ca rezultate o
acumulare mai mare de biomasa si o eficientd mai buna a conversiei furajelor. Parametrii
hematologici si biochimici analizati au indicat o activare probabila a metabolismului, corelata
cu concentratia de produs fermentat. De asemenea, suplimentarea hranei sturionilor cu
NutriFerment contribuie la stimularea sistemului oxidativ prin cresterea productiei de molecule
GSH (glutation redus) si scaderea de molecule MDA (malondialdehida) in tesuturi, ceea ce
conduce la imbunatatirea eficientei de crestere.

v S-au obtinut si testat paraprobioticele derivate din tratamentul tulpinilor selectionate
MIUG BL 80 si MIUG BL 87, prin diverse tehnici neconventionale (incalzire ohmica, tratament
cu ultrasunete) combinate cu tratament termic. Astfel, suspensiile de celulare care au fost
tratate prin incalzire ohmica, utilizadnd o sursa de curent alternativ de 50 Hz, cu un gradient de
tensiune de 20 V/cm si un timp de tratament de 15 minute, au prezentat o sensibilitate mai
mare la tratamentul termic, la temperaturi de 65°C, 75°C si respectiv 85°C, comparativ cu
celulele tratate prin ultrasunete (puterea de 100W, frecventa de 30 kHz, pulsatii de 1, timp de
20 minute si amplitudinea de 80%). Astfel, celulele tratate prin incalzire ohmica au fost mai
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susceptibile la inactivare termica, in timp ce ultrasunetele au avut un efect mai pronuntat
asupra fragmentarii celulare si eliberarii compusilor celulari bioactivi.

v Rezultatele obtinute modelarea cineticii de inactivare au demonstrat ca, pentru
obtinerea paraprobioticelor derivate din tulpina probiotica MIUG BL 80, conditiile optime sunt
tratament cu ultrasunete la o intensitate de 80%, timp de 20 de minute, urmat de tratament
termic la temperatura de 75°C, timp de 5 minute. Aceste conditii au fost validate statistic,
confirméand eficienta lor in procesul de inactivare celulara.

v Evaluarea eficacitatii paraprobioticului Para80, obtinut prin tratament combinat cu
ultrasunete (intensitate de 80% timp de 20 de minute) si tratament termic (temperatura de
75°C, timp de 5 minute), s-a testat prin efectele sale asupra performentelor metabolice ale
drojdiei Saccharomyces cerevisiae utilizata ca model experimental. S-a demonstrat ca
suplimentarea mediilor de cultivare sau de fermentatie cu 15% paraprobiotic exercita o
influenta benefica in procesele de multiplicare. Tn plus, adaosul de paraprobiotice au contribuit
la mentinerea viabilitatii celulelor in conditii de depozitare prelungitd. Aceste beneficii
sugereaza un potential benefic al paraprobioticelor asupra celulelor eucariote.

v’ S-a elaborat un procedeu biotehnologic pentru obtinerea unei noi bauturi fermentate
continand metabiotice. Astfel, substratul fermentativ constituit din 4% zat de cafea, 2% zahar,
10% aluat acid din faina integrald de secara (obtinut traditional, liofilizat), in apa de retea, cu
adaos de 15% paraprobiotic si 0,2% inocul de droijdie Saccharomyces cerevisiae a fost
fermentat timp de 48h, la temperatura de 28°C. Utilizarea aluatului acid din faina secara
fermentata natural contribuie la suplimentarea in mediului fermentativ cu prebiotice, probiotice
si postbiotice. In plus, suplimentarea cu zat de cafea si fermentarea suplimentara cu drojdie
imbunatatesc caracteristicile tribiotice, iar adaugarea paraprobioticelor completeaza profilul
metabiotic al bauturii. Analiza HPLC a produsului finit a certificat prezenta compusilor bioactivi
precum cafestol, acid galic, catechin, acid protocatecuic, acid 4-hidroxi-benzoic, acid vanilic
si cafeind. Caracteristicile senzoriale ale bauturii sunt influentate de ingredientele utilizate,
impunandu-se astfel optimizarea compozitionald a mediului fermentativ, in acord cu
preferintele consumatorilor privind atributele standard ale bauturii.

Capitolul 8. Contributii originale si perspective de continuare a
cercetarilor

Originalitatea tezei de doctorat, precum si perspectivele de continuare a cercetarilor,
deriva din urmatoarele aspecte:
v Au fost izolate si analizate din punct de vedere morfologic si metabolic un numar de
18 tulpini de bacterii lactice, 7 tulpini de drojdii si 2 tulpini de bacterii acetice din microbiota
specifica a consortiilor microbiene, membrane de kombucha (SCOBY), GCL si GCA. Studiul
s-a axat pe evaluarea proprietatilor biotehnologice ale bacteriilor lactice, iar ulterior, doua
tulpini cu potential probiotic au fost selectionate si identificate filogenetic ca tulpini ale speciilor
Lacticaseibacillus paracasei (MIUG BL80) si Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans
(MIUG BL87). Aceste tulpini sunt pastrate in Colectia de Microorganisme MIUG, o colectie cu
relevanta nationala si internationala.
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v S-a demonstrat posibilitatea utilizarii unor substraturi fermentative neconventionale
precum faina din linte rosie, coji de cartof dulce, okara si colostru bovin pentru obtinerea de
produse fermentate cu proprietati bioactive valoroase.

v S-a demonstrat functionalitatea microorganismelor din consortiile culturilor starter
artizanale in combinatile membrane SCOBY si GCL; membrane SCOBY si GCA, pentru
fermentarea mediilor neconventionale, formulate din ceai negru, colostru bovin si zahar sau
ceai negru, stafide si zahar.

v S-a demonstrat valoarea functionala a produsului fermentat obtinut prin utilizarea
culturilor multiple din membrane SCOBY si GCL prin suplimentarea furajelor pentru specia de
peste Acipenser baerii (sturionul siberian). Rezultatele obtinute au demonstrat cresterea
randamentului de biomasa si o eficientd mai buna a conversiei furajelor. Aceste studii,
realizate in premiera in Romania, ofera o perspective valoroase pentru continuarea analizei
aprofundate a influentei produselor fermentate cu consortii microbiene din culturi artizanale
asupra stimularea metabolica si cresterea calitatii vietii pestilor. Diversitatea deriva din
compozitia substraturilor fermentative, diversitatea si dimeniunea inoculului si conditiile
fermentative.

v' O alta abordare originald a vizat obtinerea de paraprobiotice derivate din bacterii
lactice selectionate, izolate din microbiota granulelor de chefir, prin tratamente combinate
incalzire ohmica si tratament termic si tratament cu ultrasunete si tratament termic. Aceste
studii ofera perspectiva continuarii cercetarilor privind obtinerea si testarea eficacitatii
pararobioticelor in vivo si in vitro.

v" O alta contributie originala a vizat integrarea paraprobioticelor obtinute prin tratamente
combinate (ultrasunete-tratament termic) si a tribioticelor (pre-, pro, si postbiotice) dintr-un
aluat acid obtinut traditional din faina de secara, pentru formularea unei noi bauturi fermentate
cu proprietati metabiotice.

v Rezultatele obtinute evidentiazd caracterul inovator al conceptelor propuse si
investigate, cu impact stiintific si aplicativ. Astfel, rezultatele obtinute contribuie la
aprofundarea cunostintelor in domeniul aplicatiilor culturilor starter artizanale in biotehnologie
si alimentatie si, totodata, deschid noi directii pentru implementarea principiilor economiei
circulare pentru bioproducerea de noi produse si ingrediente functionale cu valoare
economica si impact in biotic deosebit.

Capitolul 9. Diseminarea rezultatelor

Diseminarea rezultatelor cercetarilor efectuate pe toata durata studiilor doctorale s-a
concretizat Tn urmatoarele publicatii in reviste sau edituri relevante din fluxul principal al
publicatiilor sau comunicate la conferinte internationale si nationale de prestigiu, dupa cum
urmeaza:

1. Marina Pihurov, Mihaela Cotérlet, Daniela Borda, Gabriela Elena Bahrim, The
Effects of Non-Viable Probiotic Lactobacillus paracasei on the Biotechnological
Properties of Saccharomyces cerevisiae. Appl. Sci. 2025, 15, 9221.
https://doi.org/10.3390/app15169221 (FI=2,5).

2. Marina Pihurov, Mihaela Cotérlet, Nicoleta Balan, Daniela Borda, Gabriela Elena
Bahrim, Paraprobiotics from Water Kefir Grains Probiotic Strain: Obtainment and
Innovative Approaches for Functional Fermented Beverages. Applied Food
Research. 2025. Acceptat pentru publicare (FI=6,2)
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