STINTE BIOLOGICE

VALORIFICAREA TULPINILOR MICROBIENE
IZOLATE DIN LAPTE DE CAPRA

Doctor in stiinte biologice Nina BOGDAN
E-mail: ninabogdan@mail.ru

DOI: 10.5281/zenodo.4269449
CZU: 579.2/.6/.8:60:637.146

Institutul Stiintifico-Practic de Horticulturd si Tehnologii Alimentare

VALORISATION OF MICROBIAL STRAINS ISOLATED FROM GOAT MILK

Summary. New strains of lactic acid bacteria with high biotechnological potential were isolated from raw goat milk
collected in various regions of the Republic of Moldova and have been proposed for the dairy industry. New data have
been accumulated on the biodiversity of native lactic acid bacteria strains with high milk fermentation activity. A new
protective medium has been proposed for the freeze-drying of lactic acid bacteria from goat milk.

Keywords: lactic acid bacteria, goat milk, autochthonous strains.

Rezumat. Au fost propuse pentru procesarea laptelui tulpini noi de bacterii lactice cu potential biotehnologic inalt,
acestea fiind izolate din lapte de capra colectat din diferite regiuni ale Republicii Moldova. S-au obtinut rezultate rele-
vante privind biodiversitatea tulpinilor autohtone de bacterii lactice cu activitate fermentativa sporitd. A fost elaborat un
mediu protector nou pentru liofilizarea culturilor de bacterii lactice izolate din lapte de capra.
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INTRODUCERE

Laptele de capra poseda proprietdti antioxidante
deosebit de pretioase, dietetico-curative pronuntate
si calitati nutritive excelente. Dispersia find a compo-
nentelor si prezenta proteinelor usor asimilabile, cu
un continut semnificativ de aminoacizi esentiali favo-
rizeazd valoarea sa biologicd inaltd, iar consumul aces-
tui tip de lapte nu produce reactii alergice si tulburari
digestive. Comparativ cu laptele de vacd, cel de capra
este mai bogat in vitamine, acizi caprinic si linoleic,
micro- si macroelemente usor asimilabile, denoti o
cantitate redusa de colesterol si mult mai putine bac-
terii patogene [1].

In Republica Moldova se atestd marirea septelului
de capre si, ca rezultat, a volumului de lapte obtinut
[2]. In consecinta, cresterea caprinelor reprezintd un
potential alimentar important, iar valorificarea lapte-
lui la nivel industrial este relevanta si profitabila.

Tehnologia produselor lactate fermentate se ba-
zeazd pe utilizarea culturilor de bacterii lactice, ale
cdror proprietati contribuie la ameliorarea metabolis-
mului si determind calitatea produsului finit. Obtine-
rea culturilor starter din lapte de capra asigura diver-
sificarea directiilor de procesare a materiei prime si
a sortimentului de produse alimentare si dietetice cu
valoare nutritiva inalta [3; 4].

Tulpinile microbiene izolate din habitatul lor na-
tural — laptele de caprd -, constituie o varietate de
tulpini de bacterii lactice active cu proprietati tehno-
logice importante, de aceea prezintd interes atat din
punct de vedere stiintific, cit si practic. Importanta in-
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dustriald a bacteriilor izolate poate fi demonstratd prin
studierea diversitatii speciilor si a posibilitatii utilizarii
lor pentru obtinerea culturilor starter destinate fabri-
carii produselor lactate fermentate [5; 6].

Rezultatele cercetarilor efectuate in tarile din re-
giunile aride evidentiaza izolarea tulpinilor speciilor
Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp.
lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bul-
garicus, Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus,
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis,
Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp.
lactis cu proprietai tehnologice valoroase privind ac-
tivitatea proteolitica, acidogeneza si antimicrobiana,
producerea bacteriocinelor, rezistenta la bacteriofagi,
capacitatea de adaptare la conditiile climaterice locale
si materia prima autohtona [7; 8; 9].

Scopul cercetirii expuse in aceastd lucrare a con-
stat in selectarea tulpinilor de bacterii lactice cu po-
tential biotehnologic valoros pentru aplicarea in in-
dustria laptelui.

MATERIALE SI METODE

Cercetarile stiintifice ce au inclus etapele de izo-
lare, identificare si selectare a bacteriilor lactice din
laptele crud de capra au fost efectuate in Laboratorul
de Biotehnologii Alimentare al Institutului $tiintifico-
Practic de Horticulturd si Tehnologii Alimentare
(ISPHTA) din Republica Moldova.

Obiectul de studiu l-au constituit tulpinile autoh-
tone de Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis
ssp. lactis biovar diacetylactis, Lactococcus lactis ssp.
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cremoris $i Streptococcus thermophilus izolate din ha-
bitat natural - lapte crud de capra colectat din regi-
unile Republicii Moldova -, identificate si depozitate
ulterior in Colectia Nationald de Microorganisme Ne-
patogene din cadrul Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie si in Colectia Ramurald a Laboratorului
de Biotehnologii Alimentare al ISPHTA.

Procesul de izolare a bacteriilor lactice cuprinde
un sir de etape, inclusiv: prelevarea probelor, insaman-
tarea pe un mediu nutritiv lichid si solid, izolarea cul-
turii pure, studierea proprietitilor morfo-culturale si
fiziologo-biochimice ale tulpinilor izolate, identifica-
rea acestora si determinarea proprietatilor lor tehno-
logice valoroase pentru industria laptelui. Procedura
de izolare a culturilor pure de microorganisme lactice
s-a efectuat prin inoculéri ale lor periodice (minimum
de 10 ori) in lapte degresat steril pana la formarea coa-
gulului dens. Probele heterogene selectate au fost insa-
mantate pe un mediu nutritiv - lapte degresat steril —
si incubate in termostat la temperaturi de 30 °C, 37 °C
si 45 °C [10; 11].

Pentru cultivarea bacteriilor lactice L. lactis ssp.
lactis, L. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, L. lactis
ssp. cremoris si S. thermophilus s-au utilizat mediile
nutritive: laptele degresat sterilizat, lapte hidrolizat,
mediul agarizat in baza de lapte hidrolizat, mediul
pentru determinarea fermentdrii hidratilor de carbon,
lapte turnesolat, mediul solid pentru diferentierea lac-
tococilor producdtori de aroma [12; 13; 14].

Cercetarea bacteriilor lactice a inclus metode mi-
crobiologice, biochimice si fizico-chimice clasice de
investigare. Optimizarea mediului protector pentru li-
ofilizare s-a efectuat cu aplicarea metodei matematice
de planificare, respectiv datele experimentale obtinute
au fost prelucrate prin analizd statistica.

REZULTATE SI DISCUTII

Selectarea tulpinilor bacteriene pentru compozitia
culturilor starter are loc in functie de tipul produselor
lactate pe baza urmatoarelor criterii: caracteristicile or-
ganoleptice, activitatea antagonistd fafd de microorga-
nismele conditionat patogene, activitatea de coagulare
a laptelui, sinereza, numarul de bacterii lactice viabile
in produs.

Culturile starter se elaboreazd preponderent pen-
tru laptele de vacd, iar utilizarea culturilor specifice
pentru laptele de capra are o importantd esentiala la
fabricarea produselor lactate cu insusiri noi. Prin ur-
mare, o varietate mare de produse lactate pot fi ob-
tinute in urma elaborarii si aplicarii culturilor starter
noi compuse din diferite tipuri de bacterii lactice.

Pentru izolarea culturilor pure de bacterii lactice
au fost prelevate probe de lapte crud de capra din 12
regiuni ale Republicii Moldova: Briceni, Donduseni,
Soroca, Bilti, Floresti, Ungheni, Orhei, Chisinau, Ane-
nii Noi, Taraclia, Comrat, Cahul. Culturile s-au incubat
la temperatura de 30+2 °C si 40 °C pana la formarea
coagulului. Cultivarea culturii imbogitite s-a efectuat in
lapte steril degresat pand la formarea coagulului dens
fara eruptii, iar continutul eprubetelor s-a testat pentru
puritate prin examenul microscopic al frotiului.

Au fost studiate circa 150 de probe de lapte crud
de capra, din care au fost obtinute 7 izolate bacteriene
cu proprietdti stabile caracteristice subspeciilor Lac-
tococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. lactis
biovar diacetylactis, Lactococcus lactis ssp.cremoris si
Streptococcus thermophilus (tabelul 1).

Identificarea microorganismelor se bazeazd pe
determinarea trasiturilor fenotipice: morfologice,
culturale, fiziologice si biochimice, care permit iden-

Nr. Originea Codul tulpinii
1 rn. Floresti L 14
2 L27
rn. Orhei
3 L6l
4 rn. Taraclia L 56
5 L 46
rn. Anenii Noi
6 L77
7 rn. Ungheni L42

Tabelul 1
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a)

Figura 1. Aspectul coloniilor de bacterii lactice: a), b) — colonie marita de sase ori,
c) — aspect general al culturii pe mediul agarizat de lapte hidrolizat.
Sursa: elaborata de autor.

tificarea relativ rapida a tulpinilor de microorganisme
izolate [15].

In scopul cercetrii caracterelor culturale si mor-
fologice ale tulpinilor autohtone de bacterii lactice
s-a utilizat mediul solid - lapte hidrolizat agarizat -,
evidentiindu-se colonii de culoare galben deschisa
cu structura omogend in cazul bacteriilor subspeci-
ei Lactococcus lactis subsp. lactis si colonii de culoare
galben inchisa cu structura granulata in cazul Lacto-
coccus lactis subsp. cremoris. Tulpinile subspeciei he-
terofermentative Lactococcus lactis subsp.lactis biovar
diacetylactis, intélnite relativ rar in habitatul natural,
au fost cultivate pe mediul agarizat cu citrat de calciu,
zaharoza si autolizat de drojdii, unde acestea au format
colonii cu margini neregulate.

Examenul proprietétilor culturale a inclus deter-
minarea diametrului coloniei, formei (circulara, nere-
gulatd, lenticulara etc.), caracterului marginii (neteda,
ondulatd etc.), suprafetei (platd, convexa, bombata,
acuminata etc.), culorii (albd, galbend, crem); structu-

rii (omogena, heterogend, granulata etc.) si consisten-
tei (pdstoasd, untoasd, uscata etc.). Aspectul coloniilor
de bacterii izolate este ilustrat in figura 1.

In urma cultivirii, tulpinile au format colonii izo-
late sub forma de picatura, lucioase, cu margini netede
(de tip S); lenticulare in profunzime, de culoare alb-
crem; de dimensiuni mici cu diametrul pand la 1 mm,
cu consistenta pastoasa [16].

Proprietitile morfologice ale bacteriilor lactice au
fost studiate conform urmdtorilor parametri: forma si
localizarea celulelor, mobilitatea acestora, dimensiu-
nea, culoarea caracteristica la coloratia Gram.

Microscopia a aratat ca toate tulpinile izolate sunt
Gram pozitive, prezintd coci si diplococi separati sau
plasati in lanturi de diferite lungimi, fapt caracteristic
bacteriilor lactice mezofile si termofile. Rezultatele
microscopiei sunt prezentate in figura 2.

Studierea proprietatilor fiziologo-biochimice ale
culturilor bacteriene permite identificarea completd
pana la gen a familiei bacteriene si delimitarea bacte-

Figura 2. Aspectul microscopic al tulpinilor:
a) L14; b) L27, ¢) L42; d) L46; e) L56; f) L61; g) L77.
Sursa: elaborata de autor.
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Tabelul 2

Proprietitile fiziologo-biochimice ale tulpinilor de bacterii lactice

izolate din lapte de capra
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L14 + - - + + + + + + + + -
L27 + - - - + + - + + + - -
L42 + - - + + + + + + + + -
L46 + - - - + + - + + + - -
L56 + - - - + + + - - - - -
L6l + - - + + + + + + + + +
L77 + - - + + + + + -

Notd: + reactie pozitivd; - reactie negativa.

riilor mezofile/termofile de alte tipuri de microorga-
nisme, deseori nedorite pentru utilizarea industriala.
Principalele caracteristici fiziologo-biochimice ale tul-
pinilor constituie: producerea CO, din glucoza, a ca-
talazei si a amoniacului din argining; termorezistenta;
cresterea in mediul salin, alcalin, cu albastru de meti-
len; formarea diacetilului (tabelul 2).

Etapa decisiva la identificarea bacteriilor lactice a
fost determinarea capacitétii de fermentare a diferitor
carbohidrati cu eliminarea acidului sau/si a gazului.
In tabelul 3 sunt prezentate datele privind fermentarea
carbohidratilor.

Tulpinile din specia Lactococcus au fermentat ga-
lactoza, manitolul, iar tulpina S. thermophilus 156 a
fermentat lactoza, glucoza, zaharoza si nu a fermentat
esculina si maltoza. Activitatea fermentativa ce nu im-
plica carbohidratii esculina si maltoza demonstreaza
ca S. thermophilus L56 nu are proprietati fiziologice
comune cu enterococii, fapt ce poate afecta in mod
negativ sanatatea consumatorului.

Studiul proprietatilor morfologice, culturale, fizi-
ologice si biochimice ale culturilor cercetate a permis
identificarea subspeciilor Lactococcus lactis sp. lactis
(L14, 142, L77), Lactococcus lactis sp. lactis biovar

Tabelul 3

Fermentarea carbohidratilor de citre tulpinile de bacterii lactice

izolate din lapte de capra

Carbohidrati

Numarul
tulpinii

Lactoza
Glucoza
Galactoza
Manitol
Zaharoza
Maltoza

Rafinoza
Amidon
Manoza
Sorbita
Glicerina
Arabinoza
Esculina

L14

L27

L42

+ |+ |+ |+

L46

+ |+ |+ |+
1
1

L56

Lol

+
1
1

+ |+ [+ |+ |+ |+ |+
o I IR I (R (T S

L77

Notd: + fermenteazd; - nu fermenteaza
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diacetylactis (L61), Lactococcus lactis sp. cremoris
(L27, L46) si a unei tulpini din specia Streptococcus
thermophilus (L56).

Proprietitile tehnologice ale bacteriilor lactice uti-
lizate in compozitia culturii starter determina proprie-
tatile functionale si calitatea produsului finit, de aceea
cercetdrile ulterioare au vizat si unele particularitati
tehnologice specifice ale tulpinilor izolate [14; 17; 18;
19; 20].

Activitatea fermentativd a tulpinilor a fost eva-
luata comparativ in mediul de lapte de vaca degresat
sterilizat, respectiv in mediul de lapte de capra de-
gresat sterilizat, sub aspectul vitezei de coagulare a
laptelui - cel mai important parametru tehnologic
de selectare a tulpinilor pentru aplicare industriala.
Analiza datelor a ardtat ca bacteriile lactice autohto-
ne au manifestat o vitezd de acidulare a laptelui de
capra mai mare (coagularea realizindu-se in 4,4-7,7
ore) decit a laptelui de vacd (4,6-9,3 ore) si cores-
pund cerintelor stabilite pentru bacteriile lactice me-
zofile si termofile. Tulpinile studiate au fost capabile
sd se dezvolte la temperatura de incubare de 30 °C cu
formarea coagulului omogen, dens si cu gust curat
de lapte fermentat. Analiza datelor indica o acumu-
lare a acidului lactic mai rapida in laptele de vaca si
o crestere mai intensa a bacteriilor lactice in laptele
de capri. Astfel, s-a stabilit o dezvoltare mai inten-
sd a bacteriilor lactice izolate din laptele de capra cu
pastrarea viabilitatii, deoarece acesta reprezinta ha-
bitatul lor [21; 22]. Cel mai inalt titru de microor-
ganisme viabile a fost inregistrat in laptele de capra
cu tulpinile L14, 142, L46 (10" UFC-mL"), tulpinile
L56 si L61 (10° UFC-mL™'), ceea ce constituie valori
inalte comparativ cu titrul de microorganisme in lap-
tele de vacd. Titrul de microorganisme viabile al tul-
pinilor L77 si L27 nu indicd diferente semnificative
in ambele medii si au avut valori de 10®* UFC-mL",
respectiv 107 UFC-mL", suficient pentru aplicarea
tulpinilor in culturi starter [23]. Rezultatele obfinute
confirma un efect stimulator sporit al laptelui de ca-
pré asupra culturilor probiotice, similar studierii cul-
turii starter ABT-5, care dupa 8 ore de fermentare a
inregistrat log UFC-mL" 8,63 in laptele de capra silog
UFC-mL" 8,37 in laptele de vaca [21].

in prezent, colectiile de microorganisme utilizeaza
metode avansate de péstrare a culturilor pure, precum
sunt liofilizarea si depozitarea la temperaturi scazute
[24; 25].

Utilizarea la scara industriala a microorganisme-
lor in calitate de culturi starter impune o conservare
eficientd a tulpinilor, care asigura mentinerea viabili-
tatii, stabilitatii, puritatii si capacitatii lor bioproduc-
tive. Optimizarea mediului favorizeaza activizarea
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sistemelor metabolice responsabile de productivita-
tea celulelor bacteriene. In pofida numarului mare de
publicatii dedicate mediilor de cultivare a bacteriilor
lactice, cercetarea, modificarea sau optimizarea unor
medii cunoscute este relevanta pana in prezent.

Liofilizarea culturilor de bacterii lactice selectate
s-a efectuat la statia pilot a Laboratorului de Biotehno-
logii Alimentare al ISPHTA formaté din: bioreactorul
Biostat Sartorius Aplus, centrifuga cu racire Rotina
38R si sistema de liofilizare LABCONCO. Inainte de
liofilizare culturile bacteriene au fost cultivate in me-
diul din lapte hidrolizat la temperatura 30 °C pana la
atingerea valorii pH = 4,6 a mediului. Ulterior, bioma-
sa a fost separatd prin centrifugare de mediul de cul-
turd si suspendata in raport de 1:1 in mediul de pro-
tectie cu urmatoarea componenta: lapte steril degresat
(16 % SUD), citrat de sodiu (5 %), zaharoza (10 %), ge-
latina (5 %), glutamat de sodiu (2,5 %). Suspensia obti-
nuta a fost repartizata cate 2 ml in flacoane si liofilizatd
la regimul elaborat de Laboratorul de Biotehnologii
Alimentare. Viabilitatea culturilor in mediul protector
din lapte de vacd scade dupa liofilizare de la valoarea
10°UFC-g" pand la 10’'UFC-g. In acest context, s-a
propus efectuarea investigatiilor de optimizare a me-
diului protector pentru sporirea viabilitatii culturilor
izolate din lapte de capra.

Inainte de liofilizare, biomasa culturilor bacteriene
a fost acumulata in mediul pe baza de lapte hidrolizat
de capra, ulterior fiind separata, suspendata in mediul
de protectie, repartizatd in flacoane si liofilizatd. Ra-
portul optim al componentelor principale ale mediu-
lui protector (lapte degresat de capra si citrat de sodiu)
s-a determinat prin metoda planificarii matematice a
experimentului. In conditii de laborator au fost fabri-
cate noud mostre experimentale de tulpini liofilizate
conform matricei cu doi factori.

Dupa evaluarea numarului de celule viabile in fie-
care dintre variantele experimentale, s-a elaborat ecu-
atia de regresie pentru varianta cu mediu pe baza de
lapte de capra (3.1) si cea cu mediu pe baza de lapte de
vaci (3.2) care descriu veridic (p < 0,05) in valori reale
modificarea viabilitatii bacteriilor lactice in functie de
mediile de protectie.

Astfel, ecuatiile de regresie obtinute sunt urmétoa-
rele:

* pentru lapte de capra Y = 44,612 + 0,378Lc -
0,375Cs + 0,027Lc x Cs (3.1)

= pentru lapte de vaca Y = 49,15 + 0,20Lv -
8,77Cs + 0,13Lv x Cs (3.2)

unde:

Y - viabilitatea bacteriilor, %;

Lc - continutul de lapte de capra in mediul de pro-
tectie, %;
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Figura 3. Reprezentarea grafica a modelului matematic de viabilitate a bacteriilor lactice
dupa liofilizare in mediul protector compus: a) din lapte de vaca degresat; b) din lapte de caprd degresat.

Lv - continutul de lapte de vaca in mediul de pro-
tectie, %;

Cs - continutul de citrat de sodiu, %.

Vizualizarea grafica a ecuatiilor de regresie poli-
nomice este prezentatd in figura 3.

Conform rezultatelor obtinute, s-a stabilit ca me-
diul protector cu utilizarea laptelui de capra asigurd
pastrarea proprietatilor biotehnologice ale culturilor
selectate — viabilitate sporitd si productivitate inalt,
comparativ cu mediul protector clasic (cu utilizarea
laptelui de vacd).

Pentru pastrarea tulpinilor prin metoda de liofi-
lizare s-a determinat componenta optima a mediului
protector: lapte degresat de capra (cu 16 % substan-
te uscate) — 80 %, citrat de sodiu - 2,5 %, zaharozi -
10 %, gelatind - 5 %, glutamat de sodiu - 2,5 % [26].
Dupa sase luni de depozitare indicii biotehnologici ai
culturilor liofilizate in mediul protector optimizat se
pastreaza si revin la valori initiale cu titrul bacterii-
lor de min. 10°UFC.g". Cercetarile efectuate demon-
streaza posibilitatea de selectare din surse autohtone
a tulpinilor de bacterii lactice valoroase cu potential
tehnologic natural (nemodificate genetic) si de utili-
zare a lor la fabricarea produselor lactate de calitate
sigurd [27].

Tulpinile autohtone de bacterii lactice L. lactis ssp.
lactis, L. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, L.lactis
ssp.cremoris $i S. thermophilus au fost depozitate in
Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene
cu atribuirea numerelor de colectie:

Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis
L 61 depozitat cu numédrul CNMN-LB - 73;

Lactococcus lactis ssp. lactis L 42 depozitat cu nu-
marul CNMN-LB - 74;

Lactococcus lactis ssp. lactis L 14 depozitat cu nu-
marul CNMN-LB - 75;

Lactococcus lactis ssp. lactis L 77 depozitat cu nu-
marul CNMN-LB - 76;

Lactococcus lactis ssp.cremoris L 27 depozitat cu
numérul CNMN-LB - 77;

Lactococcus lactis ssp.cremoris L 46 depozitat cu
numarul CNMN-LB - 78;

Streptococcus thermophilus L 56 depozitat cu nu-
marul CNMN-LB - 79.

CONCLUZII

Din microflora laptelui crud de capra, colectat in
diferite regiuni ale Republicii Moldova, au fost izola-
te, identificate si descrise tulpini autohtone de bacterii
lactice valoroase cu potential tehnologic inalt.

Tulpinile selectate se caracterizeaza printr-o activi-
tate intensd de acidulare a laptelui de caprd, compara-
tiv cu laptele de vacd, asigurand o aciditate de 68-93°T
in timp de 5-7 ore cu formarea unui coagul omogen,
dens, si titru inalt de celule viabile la nivel probiotic,
ce previne dezvoltarea patogenilor in laptele fermen-
tat. Aditional, tulpina L. lactis biovar diacetylactis
CNMN-LB-73 produce cantitdti suficiente de sub-
stanfe aromatice, ameliordnd indicii organoleptici ai
produselor lactate fabricate din lapte de caprd. Aceste
tulpini pot fi propuse pentru formarea culturilor star-
ter cu proprietati biotehnologice destinate obtinerii
produselor lactate.

Aplicarea metodei matematice de planificare a
experientelor a permis stabilirea compozitiei optime
a mediului de protectie pentru conservarea, pastra-
rea viabilitatii si a proprietatilor biotehnologice ale
tulpinilor autohtone de bacterii lactice mezofile si
termofile izolate din lapte de capra, care asigura un
nivel de 90 % al viabilitatii bacteriilor lactice dupa
liofilizare.
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