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Rezumat. Cercetdrile au urmarit influenta suplimentarii cu paraprobiotice, obtinute prin
tratamentul combinat incalzire ohmica si tratament termic al suspensiei de celule a culturii
probiotice Lactiplantibacillus plantarum MIUG BL21, 1nainte si dupa fermentarea unor
medii neconventionale (colostru bovin si izolat proteic din zer) cu cultura starter probiotica
Lactiplantibacillus paraplantarum MIUG BL74.

S-a urmarit multiplicarea probioticelor prin cultivarea in condititii aerobe si anaerobe.
Astfel, au fost obtinute si testate 6 produse fermentate, 3 produse fermentate pe baza de
colostru bovin (P1-P3) si 3 probe fermentate pe baza de izolat proteic din zer (P4-P6), prin
suplimentare cu paraprobiotice inainte si la sfarsitul fermentarii. Produsele fermentate au
fost caracterizate din punct de vedere al dinamicii de acidifiere si al viabilitatii culturii
Lactiplantibacillus paraplantarum MIUG BL74. In proba P2 (proba in care paraprobioticele
s-au addugat Tnainte de fermentarea mediului neconventional, colostru bovin), s-a evidentiat
cea mai buna viabilitate a culturii probiotice, prin cultivare in conditii aerobe si anaerobe,
respectiv 10,49+0,20 log si 9,50+0,19 log. De asemenea, pentru proba P2 aciditatea titrabila
a inregistrat cea mai ridicata valoare, respectiv 138,75°Th. Mediul de fermentare
neconventional pe baza de colostru bovin s-a dovedit a fi benefic pentru multiplicarea
culturii starter de probiotice, comparativ cu cel pe baza de izolat proteic din zer.
Cuvinte-cheie:  Lactiplantibacillus  plantarum MIUG BL21, Lactiplantibacillus
paraplantarum MIUG BL74, colostru bovin, izolat proteic din zer, probiotice,
paraprobiotice

Introducere

Probioticele sunt definite ca ,,microorganisme vii care, atunci cand sunt

administrate in cantitati adecvate, conferd un beneficiu pentru sdnatatea
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gazdei” si cuprind bacterii (in principal genurile Lactobacillus, Bacillus si
Bifidobacterium) si drojdii (Saccharomyces). Conform grupului de consens al
Asociatiei Stiintifice Internationale pentru Probiotice si Prebiotice (ISAPP),
mecanismele de actiune ale probioticelor depind de specificitatea tulpinilor si
intraspecii [6]. Rezultatele benefice asupra sanatatii, sustinute de rezultatele
studiilor clinice, includ prevenirea si tratamentul bolilor intestinale, cum ar fi
diareea infectioasad si cea asociatd cu antibiotice, boala inflamatorie a
intestinului, sindromul colonului iritabil, infectia cu Helicobacter pylori,
intoleranta la lactoza, alergii si boli atopice la copii [ 11]. Colostru bovin contine
compusi nutritivi si substante bioactive cu impact benefic asupra organismului.
Produsele pe baza de colostru sunt folosite in prevenirea si tratamentul multor
boli datoritd functionalititii lor. In zilele noastre, consumatorii sunt mai
constienti de efectele benefice asupra sanatitii ale alimentelor functionale,
incat cererea pentru astfel de produse este in crestere. Deoarece produsele pe
bazd de colostru sunt folosite pentru a trata boli gastrointestinale, tulburari
autoimune s1 diferite tipuri de cancer, acesta materie prima joaca un rol major
in diversificarea gamei de nutraceutice [2, 8, 9]. Totodatd zerul, un produs
secundar rezultat din industria branzeturilor, recunoscut ca fiind un produs
valoros cu proprietdti nutritionale si functionale importante, este folosit in
diversificarea gamei de alimente si ingrediente cu proprietati functionale.
Proteinele din zer au valoare biologica ridicata si sunt superioare altor proteine
din alte surse (ou, soia si lapte), in principal datorita continutului lor ridicat de
aminoacizi esentiali cu lant ramificat [5]. Rezultate recente au demonstrat ca
nu este nevoie ca celulele probiotice sa fie vii pentru exercitarea beneficiilor
pentru sanatate, fiind elaborat conceptul de metabiotice (pre-, pro-, post- si
paraprobiotice) [10]. Postbioticele sunt metaboliti obtinuti prin activitatea
metabolica a celulelor in procesele fermentative sau eliberati din celulele lizate.
Paraprobioticele denumite generic ,,probiotice fantoma” sunt celule moarte
(intacte sau rupte), obtinute prin diferite tratamente aplicate suspensiilor de
celule (tratament termic, incdlzire ohmica, ultrasonare etc.) [3].

In acest context, in acest studiu s-a urmdirit influenta adaosului de
paraprobiotice obtinute prin tratamentul combinat, Incdlzire ohmica si
tratament termic, al suspensiei de celule ale tulpinii probiotice
Lactiplantibacillus plantarum MIUG BL21, in diferite etape ale procesului de
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fermentare (la inceput si la sfarsitul fermentatiei) asupra multiplicarii culturii
starter probiotice Lactiplantibacillus  paraplantarum MIUG BL74.
Fermentatiile au fost conduse in medii pe baza de 8% colostru bovin sau izolat

proteic din zer.

Materiale si metode

Mediile neconventionale utilizate ca medii de fermentare au fost colostrul
bovin sub forma de pulbere (Axyar, Belgia) si izolatul proteic din zer (Alinda-
Velco S.A., Grecia).

Culturile stoc de bacterii probiotice utilizate au fost: Lactiplantibacillus
paraplantarum MIUG BL74 si Lactiplantibacillus plantarum MIUG BL21,
pastrate prin congelare in solutie 40% (g/v) glicerol, la temperatura de -80°C,
in Colectia de microorganisme cu indicativul MIUG din cadrul Platformei de
cercetare Bioaliment (Facultatea Stiinta si Ingineria Alimentelor, Universitatea
,Dundrea de Jos” din Galati, Romania).

Mediile de cultura utilizate in reactivarea culturilor probiotice si determinarea
viabilitatii acestora au fost mediul MRS (de Man Rogosa, and Sharpe, Sigma-
Aldricht Suedia) lichid (pH 6,2) si cu agar (pH 6,5).

Obtinrea paraprobioticelor s-a realizat prin inactivarea in totalitate a celulelor
de Lactiplantibacillus plantarum MIUG BL21 prin incalzire ohmica (20 V/cm,

15 minute) si tratament termic (75°C, 15 minute) [1].

Realizarea produselor fermentate

In prima etapa, s-a obtinut inoculul, prin reactivarea culturii stoc
Lactiplantibacillus paraplantarum MIUG BL74, prin cultivare in mediul
selectiv MRS lichid, timp de 48 h, la temperatura de 37°C. Ulterior, acesta a
fost dimensionat, prin masurarea densitatii optice la lungimea de unda A= 600
nm, pand la valorea de 2,0. Mediile fermentative constituite din 8% (g/v)
colostru bovin si cate 8% (g/v) izolat proteic din zer au fost sterilizate la
temperatura de 105°C, timp de 15 min. Dupa racire, s-au inoculat cu 5% (v/v)
cultura starter si probele s-au termostatat timp de 72 h, la temperatura de 37°C.
Apoi, mediile au fost suplimentate cu 10% (v/v) paraprobiotice, inainte si dupa
fermentare.

Au fost obtinute 6 produse fermentate codificate astfel: P1 — colostru fermentat

fard paraprobiotice, P2 — colostru fermentat cu addugare de paraprobiotice
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inainte de fermentare, P3 — colostru fermentat cu addugare de paraprobiotice
dupa fermentare, P4 - izolat proteic din zer fermentat fara paraprobiotice, P5-
izolat proteic din zer fermentat cu addaugare de paraprobiotice inainte de
fermentare, P6 - izolat proteic din zer fermentat cu addugare de paraprobiotice

dupa fermentare.

Masurarea aciditatii titrabile

Aciditatea probelor fermentate s-a determinat prin titrare cu solutie 0,1N
NaOH, in prezenta indicatorului fenolftaleind. Astfel, intr-un balon cotat de 50
mL s-au prelevat 4 g de proba fermentata. S-a completat volumul pana la semn
cu apa distilata. Dupa omogenizare, s-au prelevat 10 mL si s-au titrat cu solutie
0,IN NaOH, in prezenta fenolftaleinei, pana la virajul culorii in slab roz,
persistentd un minut. Aciditatea s-a determinat folosind formula de mai jos:

Aciditatea, °Th =V Naon 01N X Cd
in care, V naon 0,in — reprezintd volumul de NaOH 0,1N folosit la tirarea probei;
cq — coeficient de dilutie (125).

Determinarea viabilitatii celulelor prin metoda de numarare indirecta

Din probele fermentate proaspete s-a recoltat cate 1g proba care a fost
omogenizat cu 9 mL ser fiziologic steril (0,9% NaCl, g/v), realizandu-se dilutii
decimale. Din ultimele doua dilutii succesive, s-au repartizat aseptic cate 1 mL
suspensie, in cate doua pldci Petri sterile in paralel si apoi s-au omogenizat cu
20 mL MRS cu agar, suplimentat cu 10 g/L carbonat de calciu, fluidificat si
temperat [7]. Placile s-au termostatat apoi la temperatura de 37°C, timp de 72
h in conditii de aerobioza si anaerobioza, dupa care s-au numadrat coloniile prin
metoda indirecta de numarare [4]. Rezultatele s-au exprimat in log din unitati
formatoare de colonii/gram substantd uscata produs fermentat (log ufc/g

substanta uscata produs fermentat).

Rezultate si discutii

Dinamica de acidifiere

Cele 6 produse fermentate obtinute au fost analizate in ceea ce priveste
aciditatea la sfarsitul procesului fermentativ. Rezultatele sunt prezentate in

Figura 1.
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P1-P3, Produse fermentate pe baza de colostru bovin

160 P4-P6, Produse fermentate pe baza de izolat proteic din zer
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Fig. 1. Aciditatea produselor fermentate obtinute prin variatia conditiilor

Functionalitatea culturii starter probiotice a fost superioara in mediul pe baza
de colostru bovin, comparativ cu mediul pe baza de izolat proteic din zer, in
concentratie similara (8%). Proba cu cea mai mare valoare a aciditatii titrabile,
respectiv de 138,75°Th, a fost proba P2, in care paraprobioticele s-au addugat
inainte de fermentare. Adaosul de paraprobiotice la finalul procesului
fermentativ conduce la scadere substantiald a aciditatii ca urmare a compusilor
din suspensie cu continut bazic.

Efectul paraprobioticelor asupra viabilitatii culturii starter probiotice
Viabilitatea celulelor de Lactiplantibacillus paraplantarum MIUG BL74 in
cele 6 produse fermentate a fost determinata la sfarsitul procesului fermentativ,
prin cultivare in conditii de aerobioza si anaerobioza (Tabelul 1).

Tabelul 1. Efectul paraprobioticelor asupra multiplicarii probioticelor

Proba Viabilitate,
log (ufc)/g s.u.
aerobioza anaerobioza

P1 10,35+£0,15  9,08+0,12
P2 10,49+0,20  9,50+0,19
P3 10,02+0,10  9,03+0,05
P4 9,15+0,12 7,42+0,30
P5 9,34+0,17 8,54+0,25
P6 9,31+0,25 8,43+0,20
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Rezultatele obtinute demonstreaza calitatea superioara de substrat fermentativ
pentru bacterii lactice probiotice a colostrului bovin, comparativ cu izolatul
proteic din zer. Suplimentarea mediului fermentativ cu 10% paraprobiotice la
inceputul procesului fermentativ este benefica pentru multiplicarea celulelor si
viabilitatea acestora in produsele fermentate obtinute. Cultura probiotica
utilizata creste in conditii aerobe, iar In anerobioza cresterea este usor inhibata.
Aceste rezultate sunt comparabile cu date din literatura de specialite referitoare
la fermentarea colostrului bovin sau a izolatului proteic din zer cu bacterii
lactice [5, 12].

Concluzii

»  Colostrul bovin (8%) poate constitui un substrat fermentativ benefic
pentru cultivarea tulpinii probiotice Lactiplantibacillus paraplantarum
MIUG BL74.

»  Paraprobioticele obtinute prin tratamentul combinat incalzire ohmica si
tratament termic, in conditii particulare specifice pentru distrugerea
celulelor culturii probiotice Lactiplantibacillus plantarum MIUG BL21,
stimuleaza  functionalitatea metabolicdi a culturi  probiotice
Lactiplantibacillus paraplantarum MIUG BL74, daca mediul fermentativ
este suplimentat cu 10% paraprobiotice la inceputul fermentatiei.

»  Adaosul de 10% paraprobiotice la sfarsitul procesului fermentativ reduce
la jumatate aciditatea produsului fermentat obtinut prin fermentarea
mediului pe bazd de 8% colostru bovin.

» Obtinerea si utilizarea paraprobioticelor in formularea produselor si a
ingredientelor functionale deschide noi perspective pentru beneficii
tehnologice si pentru sanatate.
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