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9 CULTURA STARTER ARTIZANALA, PRODUS LIOFILIZAT
DIN GRANULELE DE CHEFIR DE LAPTE

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unei
culturi starter artizanald cu aplicatii biotehnologice.
Procedeul, conform inventiei, consta in liofilizare, la
temperatura de -42°C a microorganismelor lider din
consortiul microbian de bacterii si drojdii din micro-
biomul natural al granulelor artizanale de chefir de lapte
imobilizate pe o matrice naturald de chefiran si moja-

rarea granulelor de chefir de lapte, rezultédnd o pulbere
liofilizata find de culturd starter care pastreaza pro-
prietatile fermentative, timp de minimum 3 luni, Tn con-
ditii de refrigerare.
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i Data depozit .....[1.7.:18:. 2019,
Cultura starter artizanala, produs liofilizat din granulele de chefir de lapte

——e

Rezumat:

Inventia se refera la descrierea procedeului de conservare prin liofilizare, la temperatura
de —42°C, a microorganismelor lider care alcétuiesc consortiul microbian (bacterii si drojdii)
din microbiomul natural al granulelor artizanale de chefir de lapte, cunoscute fiind proprietatile
functionale si valoarea terapeutica a produselor fermentate cu aceste culturi multiple, care
functioneaza optim in conditii naturale prin asociere in chefiran, exopolizaharide sintetizate de
unele microorganisme din consortiu, care asigurd totodata imobilizarea naturala a celulelor si
protectia acestora. Se obtine astfel o cultura starter artizanala, sub forma de pulbere liofilizata,
care contine multiple tulpini de microorganisme (bacterii si drojdii), fiind considerate tulpinile
lider ale consortiului natural, artizanal, care rezistd tratamentului de conservare prin liofilizare
(congelare si uscare) si care isi pastreazd capacitatea fermentativd, timp de minim 3 luni, in
conditii de refrigerare (la temperaturi de 0-4°C). Cultura starter artizanala, liofilizata, prezinta
proprietati fermentative similare cu cele ale granulelor in stare proaspata, insa cantitatea
utilizatd cu rol de inocul se reduce semnificativ, iar conditiile de pastrare sunt mai facile si usor
de realizat, in conditii de eficientd economica.

Revendicari: 1
Figuri: 7
Scheme: 2
Descrierea inventiei

Inventia se referd la descrierea unui procedeu de obtinere prin liofilizare (-42°C) a unei
culturi starter multipla de microorganisme (bacterii si drojdii), derivate din microbiota
granulelor artizanale de chefir de lapte, cu aplicatii biotehnologice pentru utilizare in
fermentarea laptelui si a produselor derivate (colostru, zer etc), pentru obtinerea de alimente
fermentate si nutraceutice functionale, in doua variante tehnologice de liofilizare, cu si fara
adaos de agent crioprotector. Pentru a demonstra functionalitatea culturilor liofilizate, au fost
realizate probe de fermentare a laptelui, pentru care s-a urmarit evolutia parametrilor
fermentativi (pH, aciditate) si stabilitatea potentialului fermentativ al culturilor liofilizate, dupa
trei luni, prin pastrare la temperaturi de 0-4°C, in recipiente ermetic inchise.

Scopul prezentei inventii este acela de a obtine o culturd starter multipla de bacterii si
drojdii, pentru scopuri comerciale, utilizind microorganisme din culturi naturale, artizanale,
care au proprietdti biochimice si functionale deosebite, dar care nu pot fi izolate in culturi
singulare si care cresc greu sau nu se dezvoltd in condifii controlate. Granulele de chefir de
lapte asociaza consortii de microorganisme (bacterii si drojdii) care functioneaza pe principii
de simbioz# si sinergism, fiind imobilizate pe o matrice naturala denumitd chefiran, un
exopolizaharid sintetizat de acelasi consortiu (Van Wyk, 2019). Chefirul traditional este un
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produs lactat fermentat, obtinut prin activitatea fermentativa a granulelor de chefir de lapte, sub
forma de culturi artizanale, cu caracteristici senzoriale particulare si proprietdti functionale
deosebite, gratie produselor rezultate prin activitatea metabolicd a microorganismelor din
consortiu, format in principal din bacterii lactice, bacterii acetice si drojdii, care produc
compusi cu efect postbiotic (acizi organici, vitamine, peptide bioactive, compusi cu actiune
antimicrobiani etc.).

In prezent, ca urmare a cresterii consumului de chefir la nivel mondial, in conditii
industriale, chefirul se obtine utilizand culturi starter comerciale, formate din tulpini
specializate, de obicei modificate genetic, care Tnsa nu pot indeplini toate functiile metabolice
si functionale ale culturilor artizanale. Astfel, produsul finit se diferentiaza net de cel obtinut
in conditii traditionale, prin caracteristicile senzoriale (profilul de aroma, véscozitatea si
cremozitatea indusd de biosinteza de exopolizaharide etc.), dar si functionale, deoarece
culturile comerciale contin un numar limitat de specii, in timp ce culturile artizanale contin un
numdr substantial mai mare. Gratie proprietdtilor sale nutritive si functionale, consumul de
chefir aduce beneficii majore asupra sdndtitii consumatorului prin actiunea antitumorala,
efectele antialergice si activitatea terapeuticd impotriva cancerului de colon, a aterosclerozei,
efectele asupra patogenilor etc. (Witthuhn si colab., 2005b; Wyk, 2019).

Propunem astfel, dezvoltarea unui procedeu de conservare prin liofilizare a granulelor
artizanale de chefir de lapte, in doud variante experimentale, care sa contribuie pe termen lung
la posibilitatea obtinerii de culturi starter comerciale, beneficiind de aportul culturilor naturale,
care functioneaza numai in consortiu, pe principii de simbioza si sinergism. Astfel, este posibil
sd se obtina produse fermentate cu caracteristicile si proprietatile produselor traditionale, in
conditii de eficientd tehnologicd si economica, in acord cu promovarea unei culturi nutritionale,
prin diversificarea alimentatiei si a unui stil de viatd sdndtos, prin dezvoltarea si promovarea
consumului de alimente functionale, tinand cont de preferintele consumatorilor si stilul actual
mult mai dinamic de viatd, economisirea de timp, pastrand ceea ce de-a lungul timpului natura
a creat si perfectionat.

Literatura de specialitate prezintd incercdri de a conserva microorganismele derivate
din microbiota granulelor de chefir de lapte, descrise pe scurt in cele ce urmeazd. Garrote $i
colab. (1997) au studiat conservarea granulelor de chefir de lapte la temperaturi scazute, de
-20°C si de -80°C si, respectiv, 4°C. Granulele pastrate in conditii de congelare, la temperaturi
de -20°C si -80°C, timp de 120 zile si-au mentinut potentialul fermentativ, atat din punct de
vedere al dinamicii de fermentare, cat si ale proprietatilor organoleptice si fizico-chimice ale
produsului fermentat. Witthuhn si colab. (2005a) au evaluat impactul a patru tehnici de
conservare, refrigerare, congelare, uscare si liofilizare, asupra activitaii fermentative a
granulelor de chefir de lapte. Aceasta a fost evaluata la intervale de timp diferite, initial si dupa
1,3 51 10 luni, analizand in produsul fermentat pH-ul, aciditatea titrabild, continutul de lactoza
si continutul de acid lactic. S-a demonstrat cd granulele de chefir pastrate la temperatura de
-20°C si-au mentinut activitatea fermentativa, timp de 7-8 luni de conservare, iar granulele de
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chefir pastrate la temperaturi de refrigerare (0-4°C), au prezentat o diminuare drasticd a
activitatii metabolice, dupa aproximativ 10 zile.

Dacd se au in vedere limitarile conservarii prin congelare, precum: necesitatea
asigurarii lantului frigorific, riscul de contaminare, distrugerea celulelor prin efectul cristalelor
de gheati, corelate cu eficienta economicd si unele limitari ale obtinerii si utilizarii inoculului,
se poate concluziona cé péstrarea granulelor in conditii de congelare nu este cea mai eficientd
metoda din punct de vedere tehnologic. Aceasta metodd se preteazd insd pentru pdstrarea
culturilor stoc in gestiunea colectiilor de microorganisme.

Sarkar (2008) a studiat posibilitatea conservarii granulelor de chefir prin uscare la
temperatura camerei, in exicator, timp de 3 sdptdmani. Rezultatele obtinute au dovedit cd acest
procedeu nu este eficient, aspectul si caracteristicile senzoriale ale granulelor fiind drastic
afectate, probabil ca urmare a procesului de autolizi a celulelor asociate cu matricea polimerica
a granulet.

Uscarea prin pulverizare a fost testatd pentru conservarea chefirului proaspat, in
vederea utilizérii acestuia ca inocul pentru alte fermentatii. Uscarea s-a realizat fara si cu adaos
de agenti de protectie, dupa cum urmeaza: lapte degresat 20% (g/v); lapte degresat 20% (g/v)
+ maltodextrinda 20% (g/v); permeat de zer 20% (g/v); permeat de zer 20% (g/v) +
maltodextrind 20% (g/v). S-a demonstrat cd in prezenia acestor adaosuri, viabilitatea
microorganismelor in pulberea obtinuta a fost substantial imbunatatita. Cele mai bune rezultate
privind mentinerea viabilitétii bacteriilor lactice si a drojdiilor in timpul uscérii, a fost obtinuta
prin adaos de permeat de zer, insa in prezenta de lapte degresat si maltodextrind, s-a obtinut
cea mai mare stabilitate a numdrului de celule viabile, dupa 60 de zile de pastrare, la
temperatura de 4°C (Teijeiro si colab., 2018).

Kok Tas (2014) a studiat posibilitatea utilizarii operatiei de liofilizare in scopul
din granulele de chefir de lapte. Aceasta s-a realizat prin congelarea granulelor de chefir la
temperatura de -20°C, care apoi au fost liofilizate la temperatura de -55°C, sub presiune de
1 Pa. Ulterior, granulele de chefir liofilizate au fost pastrate intr-un ambalaj din plastic
multistrat (tip ambalaj PET/AI/PP, producéator Fleksipak Co., Turcia), ca bariera de protectie
contra absorbtiei apei, timp de 90 de zile la temperaturi de pastrare diferite, de 24°C, 4°C si
-20°C. Functionalitatea culturii s-a demonstrat pana in a 60-a zi de pastrare, la temperatura de
4°C.

Conde-Islas si colab. (2019) au demonstrat mentinerea viabilitatii microorganismelor
din granulele de chefir de lapte, conservate prin liofilizare, la valori de 8,5 log ufc/g, pentru
bacterii lactice si peste 8,6 log ufc/g, pentru drojdii, intr-un produs liofilizat cu indice de
activitate al apei sub valoarea 0,2 si umiditate mai redusa de 6%.



RO 134734 A2 L//) }/

In literatura de specialitate au fost identificate si o serie de brevete de inventie care se
referd la conservarea prin liofilizare a produselor fermentate cu granule de chefir de lapte, dar
nu si a granulelor ca atare, in vederea utilizarii pulberii liofilizate in calitate de inocul pentru
obtinerea altor produse fermentate, iaurt, chefir, branzeturi, dupa cum urmeaza:

Patent CN104186681A, Preparation method of Tibetan kefir semi-hard cheese,
publicat in anul 2014, China, inventator Li Yunfei Mei Jun, prezintd o metoda de preparare a
branzei semi-tari utilizand microorganisme asociate cu microbiota granulelor de chefir de lapte,
cu origine din Tibet. Inoculul de microorganisme in acest caz reprezinta o cultura obtinuta prin
liofilizarea produsului fermentat, obtinut prin liofilizarea laptelui fermentat cu granule de
chefir, rezultind o pulbere contindnd microorganisme viabile, apte pentru a initia noi
fermentatii. Branza obtinuta folosind cultura liofilizata obtinuta prin procedeul descris in brevet
a prezentat caracteristici organoleptice specifice branzei traditionale chinezesti.

Patent US4797290A, Lyophilized process for the production of a kefir yoghurt,
publicat in anul 1989, USA, inventatori Sennosuke Tokumaru, Michinori Kubo, Mari Nogami,
prezintd conditiile de obtinere a pudrei de iaurt, prin fermentarea laptelui cu granule de chefir,
in conditii biotehnologice specifice pentru obtinerea iaurtului. Produsul fermentat a fost supus
liofilizdrii si se recomanda sa fie utilizat ca inocul pentru a initia alte fermentatii.

Patent CN102524387A, Solid Kefir dairy product and preparation method thereof,
publicat in anul 2011, China, inventatori Wei Lihua, Zhu Hong Wang, Shijie Kang Zhiyuan,
Lu Wei Wang, Hua Li Lihua, prezintd un procedeu de obtinere a unui produs fermentat,
utilizand ca inocul pudra de chefir, obtinuta prin liofilizarea produsului fermentat obtinut prin
fermentare laptelui cu granule de chefir de lapte, artizanale.

Fata de inventiile brevetate mai sus, inventia propusi se individualizeaza prin elemente
de certe de inovare deoarece se propune liofilizarea granulelor de chefir de lapte, in doud
variante de procesare, fard sau cu adaos de agent crioprotector, in vederea obtinerii unei culturi
starter artizanale de chefir, sub forma de pulbere, cu potential de a initia noi procese
fermentative, in concentratii reduse. Cultura artizanala obtinuta pidstreaza in consortiu natural
microorganismele din microbiota naturald a granulelor de chefir de lapte, asociate in matricea
polimericd nativa, care asigurd imobilizarea naturald a celulelor si oferd protectia acestora pe
perioada procesarii prin liofilizare (congelare, uscare) si a conservarii culturii. Capacitatea
fermentativa a culturii starter obtinutd prin liofilizare se conserva dupa 3 luni de péastrare a
culturii in conditii sterile, la temperaturi de 0-4°C, in absenta luminii, in recipiente ermetic
inchise.
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Parametrii inventiei

1. Provenienta, conservarea si gestiunea granulelor artizanale de chefir de lapte

Granulele de chefir de lapte utilizate in experimentele descrise in aceastd cerere provin
dintr-o culturd artizanald, care s-a perpetuat in timp prin multiplicare in lapte, in conditii
casnice. Un esantion a fost preluat si este péstrat sub forma de culturd stoc, prin conservare in
glicerol (solutie de 40%) si congelare la temperatura -80°C, in gestiunea Colectiei de
microorganisme cu indicativul MIUG, din cadrul Platformei de cercetare si formare
Bioaliment, din cadrul Centrului de cercetare, expertiza si transfer tehnologic in industria
alimentard (Bioaliment-TehnlA), din cadrul facultatii Stiinta si Ingineria Alimentelor, din
cadrul Universitdtii ,,Dundrea de Jos” din Galati. Toate manipularile si cultivarile ulterioare ale
granulelor pastrate in colectia MIUG s-au realizat in conditii aseptice, iar cultivarile au fost
realizate in medii sterile.

2. Multiplicarea granulelor de chefir de lapte

Multiplicarea granulor de chefir s-a realizat prin cultivarea in cicluri succesive, in lapte
UHT cu 3,5% grasime, timp de 24 de ore, la temperatura de 30°C, pornind de un inocul
constituit din granuld reactivati, in concentratie de 1%. Un numér de 45 de cicluri de cultivare
au fost realizate. La initierea fiecarui ciclu, biomasa granulelor s-a separat din mediul fermentat
anterior, s-a spalat cu apd ultrapurd pana la indepartarea totald a resturilor de coagul si apoi a
fost utilizatd ca inocul pentru un nou ciclu de cultivare. Dupé aceste cicluri de cultivare,
biomasa umeda a granulelor s-a multiplicat de 4 ori, comparativ cu masa initiala.

3. Analiza granulelor de chefir prin microscopie electronicd de baleiaj (SEM)

Pentru analiza SEM, granulele de chefir au fost supuse unui tratament fizic de
deshidratare (Guzel-Seydim si colab., 2005). Astfel, granulele de chefir au fost sectionate, iar
probe au fost prelevate de la suprafata granulei dar si din centrul granulei. Apoi, granulele au
fost fixate in glutaraldehida 25% in apd, timp de 4 h, la temperatura de 25°C. Pregatirea
probelor Tnaintea analizei SEM a presupus fixarea probei pe un suport metalic, folosind banda
de carbon cu fatd dublu adeziva pentru a asigura o conductivitate electricd a probei in urma
interactiunii cu fasciculul de electroni incident. Procedeul de metalizare a constat in acoperirea
cu un strat foarte subtire de aliaj de aur (cu grosimea de cativa nm), in vid (presiune 400
militorr), in mediu controlat cu ioni de argon prin procesul fizic de pulverizare (sputter coater).
Echipamentul folosit a fost SPI-Module Quartz Crystal Thickness Monitor, SPI Supplies
(USA). Analiza morfologica SEM s-a efectuat in modul de vid ESEM, la o presiune de 60 Pa,
o tensiune de accelerare a electronilor de 15 kV, spotul fasciculului de electroni de 4.0. S-au
ales mariri diferite: 1000x, 2500x si 5000x, utilizind echipamentul Microscop Electronic de
tip Quanta 200 FE], atat la suprafata cat si in sectiunea granulei.
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4. Liofilizarea biomasei granulelor de chefir de lapte

Conservarea granulelor de chefir de lapte s-a realizat prin liofilizare (liofilizator tip
CHRIST Alpha 1-4 LD plus, Germania), la temperatura de - 42°C, sub presiune de 0,10 mBar,
timp de 72 ore, in doud variante:

V1. Granulele ca atare, fird nici un agent crioprotector — O cantitate de 76 g biomasé de
granule proaspete s-a suspus liofilizarii, fard nici un alt adaos crioprotector si dupa tratament
s-au obtinut 9,96 g granule liofilizate, care si-au mentinut forma inifiala, dar si-au redus
dimensiunile, iar culoarea s-a transformat din alb in alb-crem (Schema 1).

V2. Granule imersate in lapte UHT degresat 0,1% grdsime (g/v), cu rol de crioprotectie -
O cantitate de 45 g granule s-au imersat in 55 mL lapte degresat si apoi amestecul a fost suspus
liofilizarii, iar in final s-au obtinut 10,82 g granule liofilizate, prezentand caracteristici similare
cu cele prezentate n varianta anterioard, cu mentiunea ca s-a intensificat culoarea crem a
granulelor liofilizate, pana la tentd galbuie (Schema 2).

Produsele obtinute sunt denumite in continuare cultura starter artizanala, liofilizata
(V1si V2).

5. Testarea functionalitatii si stabilitatii culturii starter artizanald, liofilizatd

Functionalitatea culturilor starter artizanale, liofilizate, a fost studiati imediat dupa
liofilizare si dupd trei luni de péstrare, la temperaturi de 0-4°C. Astfel, s-a analizat
capacitatea de a produce fermentatia laptelui ca substrat, parametrii analizati fiind pH-ul si
aciditatea produsului fermentat. Capacitatea fermentativd a fost comparatd cu cea a unei
granule proaspete. pH-ul probelor s-a determinat cu ajutorul pH-metrului Mettler Toledo
(Germania). Aciditatea s-a determinat prin titrare cu solutie 0,IN NaOH, in prezenta
indicatorului fenolftaleina. Astfel, 4 g de proba fermentata s-au prelevat intr-un balon cotat de
50 mL. S-a completat volumul pana la semn cu apd distilatd. Dupd omogenizare, s-au prelevat
10 mL si apoi s-au titrat cu solutie 0,1N NaOH, in prezenta fenolftaleinei, pana la virajul culorii
in slab roz, persistentd un minut. Aciditatea s-a determinat folosind formula:

Aciditatea, °Th = V naono.in X 125,

unde, V naoH o,1n — reprezintd volumul de NaOH 0,1N folosit la tirarea probei;
125 — coeficient de dilutie.

Toate experimentele au fost realizate in triplicat.

Procesele biotehnologice (cultivare, fermentatii) si analizele au fost realizate in cadrul
Centrului Integrat de Cercetare, Expertiza si Transfer Tehnologic pentru Industria Alimentara
de la Facultatea de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Universitatea ,,Dunarea de Jos” din Galati
(https://erris.gov.ro/FOOD-BIOTECHNOLOGY: http://www.unicer.ugal.ro/index.php/ro/prezentare-
tehnia).
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Experimente efectuate

[magini prezentand aspectul granulelor de chefir de lapte multiplicate (Figura 1) si
imagini obtinute prin microscopia electronica de baleiaj (SEM) (Figura 2) sunt prezentate in
cele ce urmeaza.

Fig. 2. Imagini SEM ale granulei de chefir lapte, in sectiunea granulei (stanga); la suprafata
granulei (drepta)
Dupd cum se poate observa in Figura 2, granula reprezintd un multiconsortiu natural de

bacterii si drojdii, asociate n suportul exopolizaharidic, densitatea celulelor fiind superioara in
interiorul granulei.

Dupa liofilizare, granulele de chefir au fost maruntite prin mojarare, pulberea s-a
omogenizat si s-a ambalat in sticle sterile cu protectie UV, ermetic inchise, péstrate la
temperatura de 0-4°C péana la caracterizare si utilizare.
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Aspectul granulelor liofilizate si a pulberii obtinutd dupd mojarare se prezintd in Figura
3 (cultura starter artizanala, liofilizata, obtinutd conform V1) si in Figura 4 (culturd starter
artizanala, liofilizata, obtinuta conform V2).
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Fig.3. Aspectul culturii starter artizanald, liofilizata, obtinuta in varianta V1: a) dupa
liofilizare (stdnga); b) dupd omogenizare (dreapta)

Fig.4. Aspectul culturii starter artizanala, liofilizat3, obtinuta in varianta V2: a) dupa
liofilizare (stinga); b) dupa omogenizare (dreapta)
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Imagini SEM ale culturii starter artizanale, liofilizata, sunt prezentate in Figura 5.

R ——————

lii starter rtiznalé, liofilizata, prin procedeele V1 (stinga) si
V2 (dreapta)

Fig. S. Imagini SEM ale cu

Dupa cum se poate observa din Figura 5, exopolizaharidul acopera celulele, care sunt
mai dense in cultura starter artizanald, liofilizata prin procedeul V1 (liofilizare, fara adaos de
agent crioprotector). Coreland aceste imagini cu cele din Figura 4b, se observa aspectul mai
expandandat al pulberii si a matricii polimerice, in cazul culturii obtinute prin procedeul V2
(liofilizare in prezentd de 55% lapte UHT cu 0,1% grasime).

1. Evaluarea potentialului fermentativ al culturii starter artizanald, liofilizati (V1, V2)
Functionalitatea metabolica a culturii starter artizanald, liofilizata, obtinutd prin ambele
procedee de liofilizare (V1 si V2), s-a testat prin comparatie cu o granuld de chefir in stare
activd (proba martor), imediat dupa liofilizare si dupa 3 luni de conservare la temperaturi de
0-4°C, prin fermentarea laptelui UHT cu 3,5% grasime, timp de 72 ore, la temperatura de 30°C.

Au fost utilizate 2 concentratii de culturi starter artizanala, liofilizata (V1 si V2),
rezultand 4 variante de probe fermentate, comparate cu proba martor, dupa cum urmeaza:

Martor —un volum de 100 mL lapte UHT cu 3,5% grasime a fost inoculat cu 2g granula
de chefir, activa.

P1, P1' — doua probe, in care un volum de 100 mL lapte UHT cu 3,5% grasime a fost
inoculat cu 0,125 g din culturile starter liofilizate, obtinute in variantele V1 (P1)
si V2 (P1").
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P2, 2' — doud probe, in care un volum de 100 mL lapte UHT cu 3,5% gréasime a fost
inoculat cu 0,250 g din culturile starter liofilizate, obtinute in variantele variantele
V1 (P2)si V2 (P2").

Culturile liofilizate s-au adaugat direct in lapte, fira hidratare (reactivare) realabila.
1. 1. Potentialului fermentativ al culturii dupd liofilizare
Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabel 1. Parametrii de fermentare ai laptelui cu cultura starter liofilizata (72 ore, la
temperatura de 30°C)

Probe Cultura liofilizata, varianta V1 Cultura liofilizata, varianta V2
pH Aciditate titrabila, pH Aciditate titrabila,
°Thorner °Thorner
Martor | 4,08+0,11 150,00 + 8,55 4,08=+0,11 150,00 + 8,55
P1,P1' | 4,00£0,10 156,25 + 3,55 5,09+0,12 100,00 £ 0,25
P2, P2 | 4,07+0,15 150,00 £+ 0,50 5,00 £ 0,23 97,00+ 0,36

Se poate observa din Tabelul 1, ca liofilizarea granulelor fard adaos de agent
crioprotector conduce la obtinerea unei culturi starter cu o capacitate fermentativa similara cu
cea a granulei proaspete, ambele concentratii de inocul, 0,125% si 0,250% pulbere liofilizata
induc procese fermentative similare cu un inocul format din 2% granula proaspata. O imagine
SEM realizata din produsul fermentat se prezintd in Figura 6.

Fig. 6. Imagine SEM din produsul fermentat obtinut prin fermentarea laptelui UHT cu
3,5% grasime, cu 0,125% cultura starter artizanala, liofilizata, obtinuta prin procedeul de
liofilizare V1
10
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Dupa cum se observd in Figura 6, putine celule se regdsesc In mediul fermentat,
acestea raman asociate de matricea polimerica naturald, chiar dacéd aceasta s-a maruntit prin
mojarare.

O concentratia 0,125% de culturi liofilizata se considera eficientd si din punct de
vedere tehnologic si se recomanda a fi utilizatid ca inocul pentru initierea eficienta a
proceselor de fermentatie a laptelui si a unor produse derivate (colostru, zer etc).

1.2. Potentialului fermentativ al culturii liofilizate, dupd 3 luni de conservare in
conditii de refrigerare

Pentru concentratia de 0,125% culturd starter, obtinuta in variantele de liofilizare V1 si
V2, s-atestat potentialul fermentativ si dupa 3 luni de péstrare la temperaturi de 0-4°C (probele
P3 si P3"). Ca proba martor s-a utilizat si in acest caz o probd obtinuta in conditii similare, in
care drept inocul s-au utilizat 2% granule proaspete de chefir. Rezultatele sunt prezentate in
Tabelul 2.

Tabel 2. Parametrii de fermentare a laptelui (72 ore, la temperatura de 30°C) cu cultura
starter artizanala, liofilizata, dupd 3 luni de péstrare, la temperatura de 0-4°C

Probe Culturi liofilizata, varianta V1 Cultura liofilizati, varianta V2
pH Aciditate titrabila, pH Aciditate titrabila,
“Thorner i | *Thorner
Martor 4,05+0,13 150,00 £ 0,55 4,05+0,13 150,00 £ 0,55
P3, P3' 4,08 0,12 147,92 + 9,54 5,22+0,18 87,50 £ 6,25

Rezultatele obtinute (Tabelul 2) certifica faptul cid pulberea derivatid din granule de
chefir, liofilizate fard agent crioproptector isi mentine potentialul fermentativ, dupd 3 luni de
pastrare la temperaturi de 0-4°C, avand activitatea fermentativa superioara (P3), comparativ cu
cea obtinuta din granule liofilizate amestecate de lapte degresat (P3'), comparabila cu
activitatea granulelor de chefir in stare proaspata (proba martor).

Exopolimerul natural sintetizat de insusi microorganismele din consortiu are un rol
esential in protectia celulelor si reprezintd o matrice eficientad pentru imobilizarea nativa a
celulelor.

La utilizarea culturii starter artizanala, liofilizata, dupa 72 ore de cultivare in lapte, la
temperatura de 30°C, s-a observat tendinta de refacere a granulelor si a consortiului natural,
din laptele fermentat, putdndu-se separa mici structuri polimerice, care au fost analizate prin
microscopie SEM si in care se pot observa asociatii de celule (Figura 7).

In baza rezultatelor prezentate se propune conservarea granulelor de chefir de lapte prin
liofilizare, fara adaos de agent crioprotector, la temperatura de -42°C, presiune de 0,10 mBar
(Schema 1), timp de 72 ore.

11
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Fig. 7. Aglomerari de celule (bacterii si drojdii), in refacerea consortiilor naturale dupa
fermentarea laptelui UHT cu 3,5% grasime, cu 0,125% culturé starter artizanala, liofilizata

12
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Concluzii

Rezultatele obtinute in prezenta propunere de inventie sustin posibilitatea conservarii
granulelor de chefir de lapte prin liofilizare, in conditii simple, cultura starter artizanala,
liofilizata obtinuta, prezentand activitatea fermentativda comparabila cu a granulelor proaspete
si stabilitate metabolicd nealterata prin conservare timp de minim 3 luni, la temperaturi de 0-
4°C.

Cultura starter artizanala, liofilizatd este eficientd in concentratie redusa (0,125%),
comparabild cu a culturilor starter comerciale.

Procedeul de conservare propus, liofilizarea granulelor de chetir de lapte, reprezintd o
alternativa eficientd de a obtine, in conditii biotehnologice simple, culturi starter naturale,
simplificand substantial conditiile de utilizare, atit in conditii casnice, dar si in conditii pilot
sau industriale. Beneficiile culturii artizanale liofilizate deriva si din faptul ca se conserva
eficient si se valorificd potentialul fermentativ al consotiilor naturale de microorganisme, care
din cele mai vechi timpuri s-au adaptat si actioneazd in simbioza si sinergism, cu proprietati
probiotice si postbiotice deosebite, de protectie si cu rol functional. Totodata, produsele
fermentate obtinute cu aceste culturi au prezentat caracteristici senzoriale similare cu cele ale
produselor traditionale, preferate de consumatori, in contrast cu produsele obtinute industrial
folosind culturi starter comerciale, cu proprietiti biotehnologice limitate, care de obicei se
utilizeaza in combinatii multiple, dar care nu se ridicd la valoarea tehnologica si functionald a
consortiilor naturale.

13
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Schema 1. Schema bloc pe operatii unitare de obtinere a culturii starter artizanala, liofilizata,
derivata din granule de chefir de lapte, prin procedeul de liofilizare V1
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Schema 2. Schema bloc pe operatii unitare de obtinere a culturii starter artizanala, liofilizata,
derivata din granule de chefir de lapte, prin procedeul de liofilizare V2
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Revendiciri

Culturd starter artizanald, produs liofilizat din granulelor de chefir de lapte, culturd starter
artizanald, multipla, continand bacterii si drojdii active, obtinuté prin liofilizarea $i mojararea
granulelor de chefir de lapte, care se prezinta sunt forma de pudra fina, de culoare crem-galbui
si se pastreaza in ambalaje ermetic inchise, la temperaturi de 0-4°C, pentru o perioada de cel
putin 3 luni.
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