
Microbiologie generală – Note de curs, CEPA II                    Conf. univ. dr. Marian JELEA

1

FACTORI DE CONTROL AI CREŞTERII MICROORGANISMELOR

Celula microbiană, având o masă redusă, este puternic influenţată de condiţiile 
mediului ambiant şi reacţionează foarte rapid la diferiţi factori, fie prin adaptare fie, în caz 
contrar, prin dispariţie. Astfel, creşterea microbiană este dependentă de numeroşi factori 
fizico-chimici şi biologici, ceea ce a condus, în cursul evoluţiei, la adaptări specifice prin 
stabilirea de intrrelaţii între microorganisme şi mediu.

Pentru a înţelege modul în care celula microbiană reacţionează la condiţiile mediului 
ambiant, diferiţi factori au fost împărţiţi, în mod arbitrar, în trei mari grupe, cu precizarea că, 
în condiţii naturale, bioefectul acestora poate fi cumulativ sau sinergic.

Factorii extrinseci sunt factori exogeni, ai meduilui natural/industrial: temperatura, 
umezeala relativă a aerului, concentraţia de oxigen, radiaţiile, factori mecanici, factori 
chimici.

Factorii intrinseci sunt factori dependenţi de natura alimentului-biotop, care 
influenţează creşterea şi activitatea culturilor starter, dar şi natura alterării specifice a 
produselor alimentare (compoziţia chimică şi concentraţia în nutrienţi, indicele de activitate al 
apei (aw), pH, rH, structura anatomică ş.a.).

Factori impliciţi sunt factori biologici determinaţi de relaţiile ce se pot stabili între 
diferitele grupe de microorganisme, care alcătuiesc microbiota alimentului respectiv.

Influenţa factorilor extrinseci asupra microorganismelor

Temperatura. Microorganismele sunt poikilotermice, deci temperatura acestora 
variază cu cea a mediului. Temperatura are o mare influenţă asupra proceselor fiziologice ale 
celulei, deoarece stimulează sau inhibă activitatea echipamentului enzimatic. În funcţie de 
temperaturile posibile ale mediului natural şi ca rezultat, diferitele specii prezintă anumite 
temperaturi cardinale:

Temperatura minimă – temperatura la care mai poate avea loc creştrea, iar dacă 
temperatura scade sub valoarea minimă, creşterea este oprită;

Temperatura optimă – temperatura la care rata specifică de creştere este maximă;
Temperatura maximă – temperatura la care creşterea este încă posibilă dar prin 

depăşirea acesteia efectul devine letal.
Domeniul general al temperaturilor cardinale pentru majoritatea microorganismelor cu 

implicaţii în industria alimentară este situat între 0 şi 75 oC şi este mai extins în limite de –34 
oC ...+250 oC (în cazul arhebacteriilor). Unele microorganisme, care prezintă un domeniu 
restrâns al temperaturilor cardinale (eugenezice), sunt denumite stenotermice, în timp ce 
microorganismele cu domeniu extins sunt denumite euritermice. Astfel, procariotele (bacterii) 
au un domeniu mai extins decât al eucariotelor (drojdii, fungi filamentoşi).

În cadrul domeniului general al temperaturilor cardinale, în funcţie de domeniul 
specific de creştere, microorganismele sun separate în patru categorii.

Microorganismele psihrofile. În această categorie intră specii care cresc bine la 0 oC, 
au o temperatură optimă de creştere la 10...15 oC şi maximă la aproximativ 20 oC. Se 
consideră că aproximativ 90% din microbiota apelor prezintă temperaturi optime de creştere 
la aproximativ 5 oC. Tolerează temperaturi negative şi se consideră că temperatura limită 
pentru creşterea microorganismelor este –10 oC. Din grupa bacteriilor psihrofile de putrefacţie 
fac parte genurile: Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes. Microorganismele psihrofile 
prezintă sisteme enzimatice active la temperraturi scăzute, deoarece conţin în membrana 
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plasmatică o concentraţie mai mare de acizi graşi nesaturaţi (acid linoleic), ceea ce explică 
menţinerea sa în stare semifluidă la rece şi degradarea la temperaturi mai mari de 30 oC.

Microorganisme psihrotrofe sau facultativ psihrofile. Aceste microorganisme au 
temperatura minimă de creştere la 0 oC, cresc bine la 7 oC şi produc, prin păstrare la această 
temperatură, colonii vizibile sau turbiditate după 7-10 zile de păstrare. Au temperatura optimă 
de creştere între 20 şi 30 oC şi maximă la 35...40 oC. În acest grup sunt incluse bacterii din 
genurile: Enerobacter, Hafnia, Yersinia, Pseudomonas, Campylobacter, Vibrio, Listeria; 
drojdii din genurile Candida, Rhodotorula şi mucegaiuri, microorganisme ce pot da alterări 
ale alimentelor păstrate prin refrigerare.

Microorganismele mezofile. Reprezintă grupul majoritar, cu temperaturi minime la 
15...20 oC, temperaturi optime în intervalul 30...40 oC şi maxim la temperaturi de peste 45 oC. 
Cuprinde bacterii, drojdii, mucegaiuri, inclusiv microorganisme patogene pentru om/animale.

Microorganisme termofile. Sunt microorganisme adaptate să crească la temperaturi 
mai mari de 45 oC şi majoritatea au temperaturi optime la 55...65 oC şi temperaturi maxime la 
peste 90 oC. 

În cadrul grupului, se diferenţiază:
Microorganisme preferenţial termofile (Tm=25...28 oC; To=45...55 oC, TM= 60...65 

oC), din care fac parte bacterii lactice ale genului Lactobacillus, unii fungi;
Microorganisme obligat termofile (Tm=37 oC; To=50...60 oC, TM= 60...75 oC), din 

care fac parte specii ale genurilor Bacillus şi Clostridium, actinomicete. Aceste bacterii se 
înmulţesc mai repede la 60...65 oC şi întregul ciclu de dezvoltare are loc în 10-12 ore. 

Bacteriile termofile au o fază de lag mai redusă, iar timpul de generaţie la temperatura 
optimă de creştere poate să fie aproximativ 10 min. 

Microorganismele termofile sintetizează enzime stabile şi active la temperaturi 
ridicate, ca urmare a unui conţinut mai ridicat în aminoacizi hidrofobi (glutamină). În ARN-
ribozomal al bacteriilor termofile se află un procent mai ridicat al bazelor guanină-citozină 
care dau stabilitate trmică. În compoziţia membranei plasmatice intră lipide cu acizi graşi 
saturaţi, cu punct de topire mai ridicat.

Microorganismele termofile sunt mai pretenţioase din punct de vedere nutritiv, 
necesitând prezenţa factorilor de creştere în mediu. Sunt afectate de concentraţia de oxigen 
din mediu, deoarece cu creşterea temperaturii scade solubilitatea oxigenului. Între termofile 
sunt incluse şi specii de drojdii ale genului Candida şi peste 30 de genuri de mucegaiuri 
(Mucor, Absidia, Aspergillus fumigatus, Penicillium duponti ş.a.). 

Sunt considerate microorganisme termotolerante acele microorganisme care continuă 
să crească şi la temperatura de 50 oC şi termodurice – microorganismele care supravieţuiesc 
prin expunere la temperaturi relativ ridicate, dar nu necesită aceste temperaturi pentru 
creştere.

Microorganismele termofile sunt folosite industrial pentru obţinerea unor produse 
lactate acide, pentru obţinerea enzimelor termostabile, pentru purificarea apelor reziduale şi ca 
bioindicatori pentru anumite tratamente termice. Pot produce alterarea conservelor şi 
încingerea cerealelor.

Valori minime de temperaturi pentru creşterea bacteriană
Microorganisme Temperatura minimă de creştere, oC

Vibrio -5
Yersinia enterocolica -2
Enterococcus 0
Listeria monocytogenes 1
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Clostridium botulinum 3,3
Salmonella 4
Stafylococcus 6,5

Efectul temperaturilor disgenezice se referă la efectul temperaturilor 
subminimale şi supramaximale.

Temperaturile subminimale. Păstrarea celulelor la temperaturi situate sub 
valoarea temperaturii lor minime afectează activitatea în sensul reducerii vitezei de 
desfăşurare a metabolizării substanţelor nutritive şi în consecinţă determină scăderea 
producerii de proteine/enzime prin biosinteză. 

La scăderea temperaturii cu 10 oC sub temperatura minimă, viteza de metabolism se 
reduce până la 20%, iar explicaţia constă în faptul că, la temperaturi scăzute, are loc o plierea 
a moleculelor de proteine, cu formarea de noi legături între lanţurile peptidice, care conduc la 
mascarea centrului activ al enzimei. Astfel, accesul substratului la catalizator este blocat şi nu 
se mai desfăşoară reacţiile de anabolism/catabolism. Celulele pot trece într-o stare latentă de 
viaţă, respectiv stare de psihroanabioză.

Dacă temperaturile scad sub temperatura de îngheţare a apei, celula trece în stare de 
crioanabioză şi în acest caz, pot avea loc modificări ireversibile de natură fizico-chimică, care 
conduc la moartea/distrugerea celulelor. Degradarea ireversibilă este datorată fie cristalelor de 
ghiaţă, care se formează extracelular/intracelular, fie plasmolizei avansate, ca rezultat al 
difuziei apei din interiorul celulei în exterior, unde formează cristale mari de gheaţă. 

În condiţii de crioanabioză (congelare sub –10 oC), procentul de supravieţuitori se 
reduce în funcţie de specie.

Cunoaşterea comportării celulelor şi a proceselor care au loc la temperaturi 
subminimale a condus la numeroase aplicaţii practice:

- păstrarea prin refrigerare (-2... +8 oC) prelungeşte durata de păstrare a valorii 
alimentare a produselor la zile-săptămâni. Durata este limitată în funcţie de natura 
şi concentraţia microorganismelor aflate pe produs şi de gradientul de temperatură. 
Astfel, prin introducerea alimentelor calde în spaţiul de refrigerare, 
mictoorganismele continuă să se înmulţească la o rată impusă de viteza de răcire;

- păstrarea prin congelare (-10...-60 oC) nu conduce la o sterilizare a produselor, 
deoarece microorganismele pot să rămână viabile în produsul congelat în proporţie 
de 10-40% din numărul iniţial.

Când congelarea are loc lent (3-72 ore), procentul de supravieţuitori este mai ridicat, 
deoarece apa migrează din celulă în exterior, formând cristale mari de gheaţă, nu se produce 
un şoc termic, astfel încât celula se adaptează şi îşi menţine viabilitatea în stare de plasmoliză. 
O parte din celule sunt distruse de către cristalele care cresc în dimensiuni şi cauzează rupturi
ale învelişurilor celulare sau datorită prelungirii stării de plasmoliză.

Când congelarea se face rapid, mai ales până la atingerea temperaturii de –20 oC, se 
formează cristale mici, atât intracelular cât şi extracelular, ce pot produce distrugerea 
membranei şi a componentelor celulare, blocarea metaboliţilor, şoc termic la termofile şi 
mezofile, încât procentul de supravieţuitori este mai mic comparativ cu congelarea lentă. 
Deoarece prin congelare apa legată nu îngheaţă, în timpul păstrării se produce deshidratarea, 
au loc pierderi de gaze O2/CO2, modificări de pH de până la 0,2-2 unităţi şi unele proteine 
sunt ireversibil denaturate. În produse congelate la –20 oC, indicele aw (indicele de activitate 
al apei – reflectă conţinutul de apă liberă pusă la dispoziţia microorganismelor pentru reacţii 
chimice, biochimice, transfer de metaboliţi prin membrane semipermeabile) este de 0,8 şi 
scade la 0,62 la temperaturi de -50 oC. Din acest motiv, produsele congelate au o durată de 
păstrare definită, deoarece unele enzime de natură microbiană sau din ţesut pot să fie active; 
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în special lipazele se menţin active până la –12 oC şi dau modificări senzoriale nedorite, de 
exemplu în carne, îngheţată ş.a.

În funcţie de forma celulei, bacteriile pot avea rezistenţă diferită la congelare: 
bacteriile sferice sunt mai rezistente decât bacilii. Este important de subliniat că endosporii 
bacterieni şi toxinele ca şi bacteriile-agenţi ai toxiinfecţiilor alimentare nu sunt afectete de 
temperaturile din domeniul de congelare.

Congelarea este utilizată şi pentru păstrarea culturilor microbiene. Pentru aceasta, 
celulele recoltate din mediul de cultivare se suspendă într-o soluţie de glicerol, lactoză 10% 
sau xiloză, cu rol stabilizator, apoi se face o congelare lentă cu 1oC/min şi se păstrează în 
această stare de crioanabioză până în momentul folosirii. După decongelare, 
microorganismele au un timp de generaţie mai mare decât cel specific şi necesită activizarea.

Temperaturi supramaximale. Tempertaturile care depăşesc cu 10 oC temperatura 
maximă de creştere determină în celula microbiană denaturări ireversibile, ce conduc la 
moartea fiziologică a celulelor, ca rezultat a coagulării proteinelor, al unor procese de 
oxidoreducere şi al inactivării enzimelor. Enzimele (la creşterea temperaturii peste valoarea 
maximă) suferă modificări în arhitectura moleculară, au loc dezaminări ale ale unor 
aminoacizi (de exemplu ale argininei care este mai sensibilă), au loc rupturi în stratul 
moleculelor de apă legată de moleculele proteice, se produc desfaceri ale legărurilor 
disulfitice şi, în final, are loc inactivarea ireversibilă asociată cu distrugeri parţiale ale 
învelişurilor celulare. O bacterie este considerată moartă dacă nu mai creşte când se 
inoculează într-un mediu de cultură care, în mod normal, îi asigură creşterea.

Viteza de inactivare termică a celulelor microbiene este dependentă de raportul 
temperatură/timp, respectiv cu cât creşte temperatura se reduce timpul necesar pentru 
inactivare.

Formele vegetative ale microorganismelor sunt mai sensibile decât formele sporulate. 
De asemenea, celulele tinere, care au şi un conţinut mai mare de apă în citosol, sunt mai rapid 
inactivate decât cele mature. Formele cu cea mai ridicată termorezistenţă sunt formele 
sporulate ale bacteriilor din genurile Bacillus şi Clostridium, care necesită încălzirea la 120 
oC, tinp de 5-20 min, în medii umede şi 160...180 oC, timp de 45-60 min, în mediu uscat.

Compoziţia mediului şu valoarea pH-ului influenţează viteza de distrugere termică a 
celulelor. Astfel, medii sau produse alimentare cu pH acid se sterilizează mai uşor, iar 
produsele bogate în proteine, glucide, lipide, cu rol protector, la aceeaşi temperatură de 
sterilizare necesită un timp prelungit.

Un factor biologic important pentru eficienţa sterilizării este concentraţia de celule în 
produsul supus sterilizării, deoarece denaturarea termică este un proces de prim ordin şi în 
fiecare fracţiune de timp se distruge o fracţiune din numărul total de celule din produs.

În practica microbiologică de laborator se aplică următoarele regimuri de sterilizare:
- 20 min. La 121 oC, îm mediu de vapori (autoclav), pentru medii de cultură;
- 1-2 ore, la 170 oC, sau 45 min, la 180 oC, în aer (etuvă), pentru sticlărie;
- flambare laroşu aplicată în tehnici aseptice pentru ansă şi fir.
În practica microbiologică se mai aplică şi tindalizarea, care constă în 2-3 pasteurizări 

repetate, alternate cu perioade în care proba este menţinută în condiţii favorabile pentru 
germinarea endosporilor bacterieni. Tindalizarea se aplică mediilor ce conţin substanţe 
termolabile.
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factori de control ai creşterii microorganismelor



Celula microbiană, având o masă redusă, este puternic influenţată de condiţiile mediului ambiant şi reacţionează foarte rapid la diferiţi factori, fie prin adaptare fie, în caz contrar, prin dispariţie. Astfel, creşterea microbiană este dependentă de numeroşi factori fizico-chimici şi biologici, ceea ce a condus, în cursul evoluţiei, la adaptări specifice prin stabilirea de intrrelaţii între microorganisme şi mediu.


Pentru a înţelege modul în care celula microbiană reacţionează la condiţiile mediului ambiant, diferiţi factori au fost împărţiţi, în mod arbitrar, în trei mari grupe, cu precizarea că, în condiţii naturale, bioefectul acestora poate fi cumulativ sau sinergic.


Factorii extrinseci sunt factori exogeni, ai meduilui natural/industrial: temperatura, umezeala relativă a aerului, concentraţia de oxigen, radiaţiile, factori mecanici, factori chimici.


Factorii intrinseci sunt factori dependenţi de natura alimentului-biotop, care influenţează creşterea şi activitatea culturilor starter, dar şi natura alterării specifice a produselor alimentare (compoziţia chimică şi concentraţia în nutrienţi, indicele de activitate al apei (aw), pH, rH, structura anatomică ş.a.).


Factori impliciţi sunt factori biologici determinaţi de relaţiile ce se pot stabili între diferitele grupe de microorganisme, care alcătuiesc microbiota alimentului respectiv.


Influenţa factorilor extrinseci asupra microorganismelor


Temperatura. Microorganismele sunt poikilotermice, deci temperatura acestora variază cu cea a mediului. Temperatura are o mare influenţă asupra proceselor fiziologice ale celulei, deoarece stimulează sau inhibă activitatea echipamentului enzimatic. În funcţie de temperaturile posibile ale mediului natural şi ca rezultat, diferitele specii prezintă anumite temperaturi cardinale:


Temperatura minimă – temperatura la care mai poate avea loc creştrea, iar dacă temperatura scade sub valoarea minimă, creşterea este oprită;


Temperatura optimă – temperatura la care rata specifică de creştere este maximă;


Temperatura maximă – temperatura la care creşterea este încă posibilă dar prin depăşirea acesteia efectul devine letal.


Domeniul general al temperaturilor cardinale pentru majoritatea microorganismelor cu implicaţii în industria alimentară este situat între 0 şi 75 oC şi este mai extins în limite de –34 oC ...+250 oC (în cazul arhebacteriilor). Unele microorganisme, care prezintă un domeniu restrâns al temperaturilor cardinale (eugenezice), sunt denumite stenotermice, în timp ce microorganismele cu domeniu extins sunt denumite euritermice. Astfel, procariotele (bacterii) au un domeniu mai extins decât al eucariotelor (drojdii, fungi filamentoşi).


În cadrul domeniului general al temperaturilor cardinale, în funcţie de domeniul specific de creştere, microorganismele sun separate în patru categorii.


Microorganismele psihrofile. În această categorie intră specii care cresc bine la 0 oC, au o temperatură optimă de creştere la 10...15 oC şi maximă la aproximativ 20 oC. Se consideră că aproximativ 90% din microbiota apelor prezintă temperaturi optime de creştere la aproximativ 5 oC. Tolerează temperaturi negative şi se consideră că temperatura limită pentru creşterea microorganismelor este –10 oC. Din grupa bacteriilor psihrofile de putrefacţie fac parte genurile: Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes. Microorganismele psihrofile prezintă sisteme enzimatice active la temperraturi scăzute, deoarece conţin în membrana plasmatică o concentraţie mai mare de acizi graşi nesaturaţi (acid linoleic), ceea ce explică menţinerea sa în stare semifluidă la rece şi degradarea la temperaturi mai mari de 30 oC.


Microorganisme psihrotrofe sau facultativ psihrofile. Aceste microorganisme au temperatura minimă de creştere la 0 oC, cresc bine la 7 oC şi produc, prin păstrare la această temperatură, colonii vizibile sau turbiditate după 7-10 zile de păstrare. Au temperatura optimă de creştere între 20 şi 30 oC şi maximă la 35...40 oC. În acest grup sunt incluse bacterii din genurile: Enerobacter, Hafnia, Yersinia, Pseudomonas, Campylobacter, Vibrio, Listeria; drojdii din genurile Candida, Rhodotorula şi mucegaiuri, microorganisme ce pot da alterări ale alimentelor păstrate prin refrigerare.


Microorganismele mezofile. Reprezintă grupul majoritar, cu temperaturi minime la 15...20 oC, temperaturi optime în intervalul 30...40 oC şi maxim la temperaturi de peste 45 oC. Cuprinde bacterii, drojdii, mucegaiuri, inclusiv microorganisme patogene pentru om/animale.


Microorganisme termofile. Sunt microorganisme adaptate să crească la temperaturi mai mari de 45 oC şi majoritatea au temperaturi optime la 55...65 oC şi temperaturi maxime la peste 90 oC. 


În cadrul grupului, se diferenţiază:


Microorganisme preferenţial termofile (Tm=25...28 oC; To=45...55 oC, TM= 60...65 oC), din care fac parte bacterii lactice ale genului Lactobacillus, unii fungi;


Microorganisme obligat termofile (Tm=37 oC; To=50...60 oC, TM= 60...75 oC), din care fac parte specii ale genurilor Bacillus şi Clostridium, actinomicete. Aceste bacterii se înmulţesc mai repede la 60...65 oC şi întregul ciclu de dezvoltare are loc în 10-12 ore. 


Bacteriile termofile au o fază de lag mai redusă, iar timpul de generaţie la temperatura optimă de creştere poate să fie aproximativ 10 min. 


Microorganismele termofile sintetizează enzime stabile şi active la temperaturi ridicate, ca urmare a unui conţinut mai ridicat în aminoacizi hidrofobi (glutamină). În ARN-ribozomal al bacteriilor termofile se află un procent mai ridicat al bazelor guanină-citozină care dau stabilitate trmică. În compoziţia membranei plasmatice intră lipide cu acizi graşi saturaţi, cu punct de topire mai ridicat.


Microorganismele termofile sunt mai pretenţioase din punct de vedere nutritiv, necesitând prezenţa factorilor de creştere în mediu. Sunt afectate de concentraţia de oxigen din mediu, deoarece cu creşterea temperaturii scade solubilitatea oxigenului. Între termofile sunt incluse şi specii de drojdii ale genului Candida şi peste 30 de genuri de mucegaiuri (Mucor, Absidia, Aspergillus fumigatus, Penicillium duponti ş.a.). 


Sunt considerate microorganisme termotolerante acele microorganisme care continuă să crească şi la temperatura de 50 oC şi termodurice – microorganismele care supravieţuiesc prin expunere la temperaturi relativ ridicate, dar nu necesită aceste temperaturi pentru creştere.


Microorganismele termofile sunt folosite industrial pentru obţinerea unor produse lactate acide, pentru obţinerea enzimelor termostabile, pentru purificarea apelor reziduale şi ca bioindicatori pentru anumite tratamente termice. Pot produce alterarea conservelor şi încingerea cerealelor.


Valori minime de temperaturi pentru creşterea bacteriană


		Microorganisme

		Temperatura minimă de creştere, oC



		Vibrio 

		-5



		Yersinia enterocolica

		-2



		Enterococcus

		0



		Listeria monocytogenes

		1



		Clostridium botulinum

		3,3



		Salmonella

		4



		Stafylococcus

		6,5






Efectul temperaturilor disgenezice se referă la efectul temperaturilor subminimale şi supramaximale.



Temperaturile subminimale. Păstrarea celulelor la temperaturi situate sub valoarea temperaturii lor minime afectează activitatea în sensul reducerii vitezei de desfăşurare a metabolizării substanţelor nutritive şi în consecinţă determină scăderea producerii de proteine/enzime prin biosinteză. 


La scăderea temperaturii cu 10 oC sub temperatura minimă, viteza de metabolism se reduce până la 20%, iar explicaţia constă în faptul că, la temperaturi scăzute, are loc o plierea a moleculelor de proteine, cu formarea de noi legături între lanţurile peptidice, care conduc la mascarea centrului activ al enzimei. Astfel, accesul substratului la catalizator este blocat şi nu se mai desfăşoară reacţiile de anabolism/catabolism. Celulele pot trece într-o stare latentă de viaţă, respectiv stare de psihroanabioză. 


Dacă temperaturile scad sub temperatura de îngheţare a apei, celula trece în stare de crioanabioză şi în acest caz, pot avea loc modificări ireversibile de natură fizico-chimică, care conduc la moartea/distrugerea celulelor. Degradarea ireversibilă este datorată fie cristalelor de ghiaţă, care se formează extracelular/intracelular, fie plasmolizei avansate, ca rezultat al difuziei apei din interiorul celulei în exterior, unde formează cristale mari de gheaţă. 


În condiţii de crioanabioză (congelare sub –10 oC), procentul de supravieţuitori se reduce în funcţie de specie.



Cunoaşterea comportării celulelor şi a proceselor care au loc la temperaturi subminimale a condus la numeroase aplicaţii practice:


· păstrarea prin refrigerare (-2... +8 oC) prelungeşte durata de păstrare a valorii alimentare a produselor la zile-săptămâni. Durata este limitată în funcţie de natura şi concentraţia microorganismelor aflate pe produs şi de gradientul de temperatură. Astfel, prin introducerea alimentelor calde în spaţiul de refrigerare, mictoorganismele continuă să se înmulţească la o rată impusă de viteza de răcire;


· păstrarea prin congelare (-10...-60 oC) nu conduce la o sterilizare a produselor, deoarece microorganismele pot să rămână viabile în produsul congelat în proporţie de 10-40% din numărul iniţial.


Când congelarea are loc lent (3-72 ore), procentul de supravieţuitori este mai ridicat, deoarece apa migrează din celulă în exterior, formând cristale mari de gheaţă, nu se produce un şoc termic, astfel încât celula se adaptează şi îşi menţine viabilitatea în stare de plasmoliză. O parte din celule sunt distruse de către cristalele care cresc în dimensiuni şi cauzează rupturi ale învelişurilor celulare sau datorită prelungirii stării de plasmoliză.


Când congelarea se face rapid, mai ales până la atingerea temperaturii de –20 oC, se formează cristale mici, atât intracelular cât şi extracelular, ce pot produce distrugerea membranei şi a componentelor celulare, blocarea metaboliţilor, şoc termic la termofile şi mezofile, încât procentul de supravieţuitori este mai mic comparativ cu congelarea lentă. Deoarece prin congelare apa legată nu îngheaţă, în timpul păstrării se produce deshidratarea, au loc pierderi de gaze O2/CO2, modificări de pH de până la 0,2-2 unităţi şi unele proteine sunt ireversibil denaturate. În produse congelate la –20 oC, indicele aw  (indicele de activitate al apei – reflectă conţinutul de apă liberă pusă la dispoziţia microorganismelor pentru reacţii chimice, biochimice, transfer de metaboliţi prin membrane semipermeabile) este de 0,8 şi scade la 0,62 la temperaturi de -50 oC. Din acest motiv, produsele congelate au o durată de păstrare definită, deoarece unele enzime de natură microbiană sau din ţesut pot să fie active; în special lipazele se menţin active până la –12 oC şi dau modificări senzoriale nedorite, de exemplu în carne, îngheţată ş.a.


În funcţie de forma celulei, bacteriile pot avea rezistenţă diferită la congelare: bacteriile sferice sunt mai rezistente decât bacilii. Este important de subliniat că endosporii bacterieni şi toxinele ca şi bacteriile-agenţi ai toxiinfecţiilor alimentare nu sunt afectete de temperaturile din domeniul de congelare.


Congelarea este utilizată şi pentru păstrarea culturilor microbiene. Pentru aceasta, celulele recoltate din mediul de cultivare se suspendă într-o soluţie de glicerol, lactoză 10% sau xiloză, cu rol stabilizator, apoi se face o congelare lentă cu 1oC/min şi se păstrează în această stare de crioanabioză până în momentul folosirii. După decongelare, microorganismele au un timp de generaţie mai mare decât cel specific şi necesită activizarea.


Temperaturi supramaximale. Tempertaturile care depăşesc cu 10 oC temperatura maximă de creştere determină în celula microbiană denaturări ireversibile, ce conduc la moartea fiziologică a celulelor, ca rezultat a coagulării proteinelor, al unor procese de oxidoreducere şi al inactivării enzimelor. Enzimele (la creşterea temperaturii peste valoarea maximă) suferă modificări în arhitectura moleculară, au loc dezaminări ale ale unor aminoacizi (de exemplu ale argininei care este mai sensibilă), au loc rupturi în stratul moleculelor de apă legată de moleculele proteice, se produc desfaceri ale legărurilor disulfitice şi, în final, are loc inactivarea ireversibilă asociată cu distrugeri parţiale ale învelişurilor celulare. O bacterie este considerată moartă dacă nu mai creşte când se inoculează într-un mediu de cultură care, în mod normal, îi asigură creşterea.


Viteza de inactivare termică a celulelor microbiene este dependentă de raportul temperatură/timp, respectiv cu cât creşte temperatura se reduce timpul necesar pentru inactivare.


Formele vegetative ale microorganismelor sunt mai sensibile decât formele sporulate. De asemenea, celulele tinere, care au şi un conţinut mai mare de apă în citosol, sunt mai rapid inactivate decât cele mature. Formele cu cea mai ridicată termorezistenţă sunt formele sporulate ale bacteriilor din genurile Bacillus şi Clostridium, care necesită încălzirea la 120 oC, tinp de 5-20 min, în medii umede şi 160...180 oC, timp de 45-60 min, în mediu uscat.


Compoziţia mediului şu valoarea pH-ului influenţează viteza de distrugere termică a celulelor. Astfel, medii sau produse alimentare cu pH acid se sterilizează mai uşor, iar produsele bogate în proteine, glucide, lipide, cu rol protector, la aceeaşi temperatură de sterilizare necesită un timp prelungit.


Un factor biologic important pentru eficienţa sterilizării este concentraţia de celule în produsul supus sterilizării, deoarece denaturarea termică este un proces de prim ordin şi în fiecare fracţiune de timp se distruge o fracţiune din numărul total de celule din produs.


În practica microbiologică de laborator se aplică următoarele regimuri de sterilizare:


· 20 min. La 121 oC, îm mediu de vapori (autoclav), pentru medii de cultură;


· 1-2 ore, la 170 oC, sau 45 min, la 180 oC, în aer (etuvă), pentru sticlărie;

· flambare laroşu aplicată în tehnici aseptice pentru ansă şi fir.

În practica microbiologică se mai aplică şi tindalizarea, care constă în 2-3 pasteurizări repetate, alternate cu perioade în care proba este menţinută în condiţii favorabile pentru germinarea endosporilor bacterieni. Tindalizarea se aplică mediilor ce conţin substanţe termolabile.
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