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Fermentatia este un proces metabolic complex prin care un organism transforma un glucid, in diferite
produse, cum ar fi un alcool sau un acid. De exemplu, drojdia prin procesul de fermentatie transforma zaharul
in alcool. Bacteriile lactice transforma prin fermentatie carbohidratii in acid lactic. Acest proces este utilizat
pentru a produce diferite produse alimentare, precum bere vin, iaurt sau alte tipuri de produse de interes
farmaco-cosmetic.

Fermentatia este un proces natural. Oamenii au folosit procesul de fermentatie pentru a produce produse
precum vin, branza si bere cu mult thainte de intelegerea procesului biochimic. In anul 1850, Louis Pasteur a
devenit primul om de stiinta care a studiat fermentatia atunci cand s-a dovedit a fi provocata de celulele vii. Cele
mai importante procese fermentative sunt: fermentatia alcoolicd, fermentatia lactica si fermentatia acetica. In
fermentatia alcoolica, drojdiile si anumite bacteria, efectueaza fermentatia carbohidratilor, proces prin care
acidul piruvic este desfacut in etanol si dioxid de carbon; acest proces este specific productiei de paine, vin sau
bere. In fermentatia lactic3, lactoza este transformati prin acid piruvic in acid lactic. Acest tip de fermentare
este utilizat pentru productia de branza si produse lactate. Fermentatia acetica este un alt tip de fermentatie si
este produsa de bacterii acetice si ca produs intermediar rezulta acid acetic. Prin fermentarea acetica a vinului
obtinem otetul. Fermentatia acetica este, de asemenea, utilizata pentru conservarea muraturilor. Desi este
considerata fermentatie, aceasta se efectueaza in prezenta oxigenului.

In timpul acestor fermentiri, care se desfisoara pe surse naturale de carbohidrati (struguri, lapte, cereale
etc.), biodiversitatea si nivelurile microbiene se afla intr-o continua schimbare. Pentru obtinerea celui mai bun
produs final este important sa se efectueze un proces optim de fermentare, in care microorganismele implicate
sunt un factor important.

Pentru a caracteriza biodiversitatea microbiana a fermentatiei, abordarea este complexa si ar trebui sa
se tina seama de metodele fenotipice si genotipice si sa se stabileasca o corelatie intre rezultatele acestor
metode. In contextul in care procesele fermentative sunt procese de bazi pentru obtinerea de alimente, inclusiv
functionale, utilizarea unor tehnici moderne de monitorizare a populatiilor microbiene pe parcursul acestor
procese a devenit o necesitate, daca nu o obligativitate.

Experimentele au fost derulate In doua locatii principale, respectiv in laboratorul de Microbiologie
aplicata din cadrul Facultatii de Biotehnologii din USAMV Bucuresti si in laboratorul de diagnotic molecular al
societatii Vetwork Diagnostics din Tulcea, care furnizeaza servicii de laborator In domeniul sanatatii animale si
sigurantei alimentelor.

Obiectivele specifice au fost urmatoarele:



1. Dezvoltarea metodologiei qPCR de cuantificare a populatiilor de bacterii lactice si bacterii acetice in
produse fermentate de tip Kombucha

2. Dezvoltarea unei metode qPCR pentru cuantificarea populatiilor totale de Hanseniospora versus
Saccaharomyces 1n cadrul procesului de vinificatie

3. Detectarea si cuantificarea populatiilor viabile ale unor specii Saccharomyces si non-Saccharomyces din
procesele de vinificatie prin tehnica qPCR

Teza este structuratd in doua parti principale: partea de documentare si partea de cercetari proprii, ce
au fost prezentate in 6 capitole, la care s-au adaugat introducerea, rezumatul, concluzii generale si recomandari
si bibliografia.

Prima parte a lucrarii contine 2 capitole.

in primul capitol s-a realizat o sintezi a literaturii de specialitate in ceea ce priveste principalele
fermentatii de interes alimentar, cu accent pe dinamica microbiana in procesul fermentatiei alcoolice in
vinificatie si dinamica microbiana in bauturile de tip Kombucha, produse care au fost preluate in partea
experimentala.

In cel de-al doilea capitol s-au trecut in revistd prinicpalele metode de monitorizare a populatiilor
microbiene pe parcursul proceselor microbiene, accentul fiind pus pe metodele moleculare, in special pe tehnica
gPCR.

A doua parte a tezei de doctorat cuprinde 4 capitole, care descriu cercetdrile experimentale proprii.

In capitolul I s-a urmarit dezvoltarea metodologiei qPCR de cuantificare a populatiei de bacterii lactice
si acetice in produsele fermentate de tip Kombucha. Scopul experimentelor a fost acela de obtinere a unui
produs complex, care include diversi compusi din domeniul sanatatii, prin fermentarea polenului colectat de la
albine cu un consortiu Kombucha. Pe parcursul procesului de macerare-fermentare a polenului cu Kombucha
au fost determinate nivelurile populatiilor de bacterii lactice (LAB) si bacterii acetice prin tehnici clasice si
moleculare, comparativ cu niveluurilor acestor grupe de bacterii din produsul fermentat de Kombucha.
Adaugand polen la inceputul fermentatiei, nivelul initial de LAB creste cu aproape doua unitati logaritmice, pana
la 107 UFC / ml. Aceasta crestere importanta a populatiei de LAB este datorata continutului de LAB din polen
provenit cel mai probabil de la speciile Lactobacillus sp. din stomacul albinelor. Astfel, s-a dovedeste astfel ca
adaosul de polen creste proprietatile probiotice ale produsului final. La nivel de laborator s-a observat un nivel
mai scazut (107 CFU / ml) decét cel rezultat In urma studiilor pilot de 100L (10° CFU / ml). Astfel, instalatiile de
fermentatie cu volum mare de lucru imbunatatescefectul de polen al cresterii populatiei microbiene LAB.
Referitor la bacteriile acetice, nivelul initial al acestora difera cu o unitate logaritimica in cazul adoasului de
polen (103 celule/mL in Kombucha fara polen si 104 celule/mL in Kombucha cu polen), dar la finalul macerarii-
fermentarii nivelul se stabilizeaza In amble cazuir la 106 celule/mL. S-a dovedit ca tehnic qPCR este o tehnica
fezabila de cunatificare a Incarcaturii totale de bacterii lactice, si acetice din Kombucha. De asemenea, pe
parcursul experimentelor, s-a utilizat cu succes tehnica qPCR poate fi folosita pentru evaluarea continutuui
polenului in bacterii lactice.

In capitolul IV studiul a propus dezvoltarea unei metode moleculare pentru cuantificarea populatiilor de
Hanseniospora si Saccharomyces in timpul procesului de vinificatie, dupa adaos initial de culturi starter
selectionate. Primeri specifici si sonda SYBR Green au fost utilizate pentru metoda qPCR in timp real si dilutii
dintr-o tulpina de referinta a genului Hanseniospora si Saccharomyces au fost folosite pentru curba de calibrare.
Dupa ce metoda a fost dezvoltats, a fost utilizata pentru a studia diferite probe de must de struguri si vin, in
urma unei fermentatii naturale sau controlate cu tulpini comerciale de drojdie.

Pentru curba standard s-a obtinut un coeficient de corelatie foarte bun, respectiv R2 = 0,9927 si o valoare
a RSDr = 0,25%. Limita de detectie a aratat necesitatea prezentei unui maxim de C: egal cu 32 pentru o reactie
pozitiva cu SYBR-Green. Valoarea eficientei amplificarii a fost de 90% pentru aceastd reactie qPCR, incadrandu-
se in criteriile de validare cu un R? mai mare de 0,98 si o panta cu o valoare intre -3,1 si -3,6.

In toate probele de vin analizate s-au obtinut valori aproape similare pentru populatia Hanseniospora,
probelor de must de struguri au avut o concentratie initiala mai mare decat a vinurilor, iar probele de must cu



sulfiti au inregistrat cele mai mari concentratii. In cazul probelor de must, concentratia populatiilor de
Hanseniospora a fost mai mare decat cea a populatiilor de Saccharomyces in faza initiala si finala a fermentatiei,
fiind depasita in timpul perioadei de fermentatie. Rezultatele noastre sunt in conformitate cu alte rapoarte si
sustin ideea ca qPCR este o tehnica rapidd, directa (non-cultivabild), sensibila si fiabila pentru cuantificarea
numarului total de celule a diferitelor specii de drojdie.

In capitolul V s-a urmirit dezvoltarea unei metode de cuantificare a populatiilor viabile ale unor specii
de Saccharomyces si non-Saccharomyces folosind monoazida de propidium (PMA), compus chimic care este
capabil sa patrunda in celulele cu membrana compromisa sau in celulele moarte si se leaga covalent la acidul
nucleic dupa fotoactivare. S-a propus dezvoltarea unei metode de cuantificare pentru speciile Candida stellata,
Torulaspora delbrueckii si Wickerhamomyces anomalus, mentinand ca si element central drojdia S.cerevisiae.
Avand in vedere faptul ca, din punct de vedere metabolic, celulele viabile sunt importante, pentru ca acestea
conduc la diferite caracteristici organoleptice ale vinului, de data aceasta s-a propus cuantificarea celulelor
viabile ale acestor specii. Pe prarcursul testdrilor s-a observat o scddere usoara a viabilitati in urma
tratamentului cu PMA a celulelor viabile.

Pantele curbelor standard au fost aproape similare, ceea ce a corespuns unor eficiente de amplificare
intre de 91,17 % si 95,98 %, evidentiind o relatie liniara (R%) cuprinsa intre 0,9908-0,9959.

Limita de detectie a variat de la 38 fg/uL la 49 fg/uL, ceea ce corespunde limitelor de cuantificare de la
70 CFU/mL la 1,03x102 CFU/mL. In cazul W. anomalus, limitele de detectie si de cuantificare sunt prea mari
necesitand o optimizare suplimentara.

In urma procesului de optimizare, am constatat ci aplicarea PMA-qPCR pe probele de vin ar putea produce
rezultate Intr-o zi lucratoare, prezentand astfel un mare avantaj in comparatie cu cele 5-7 zile necesare pentru
a obtine rezultate din metodele conventionale de cultura.



