IR

MD 190 Y 2010.04.30
REPUBLICA MOLDOVA

19) Ag.entia de Stat ) an 190 1» Y
pentru Proprietatea Intelectuala (51) Int. CL: CI2N 1/20 (2006.01)
CI2R 1/225 (2006.01)
A23C 9/123 (2006.01)
A23C 13/14 (2006.01)
A23C 13/16 (2006.01)
A23]J 3/16 (2006.01)

12) BREVET DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

In termen de 6 luni de la data publicarii mentiunii privind hotirarea de acordare
a brevetului de inventie de scurta durata, orice persoana poate face opozitie la
acordarea brevetului

(21) Nr. depozit: s 2009 0196 (45) Data publicirii hotirarii de

(22) Data depozit: 2009.10.19 acordare a brevetului:
2010.04.30, BOPI nr. 4/2010

(71) Solicitant: INSTITUTIA PUBLICA "INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE HORTICULTURA SI
TEHNOLOGII ALIMENTARE", MD

(72) Inventatori: COEV Ghenadie, MD; BURET Elena, MD; SVET Svetlana, MD

(73) Titular: INSTITUTIA PUBLICA "INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE HORTICULTURA SI
TEHNOLOGII ALIMENTARE", MD

(74) Reprezentant: SURGALSCHI Ecaterina

(549) Procedeu de obtinere a maielei bacteriene pentru produse lactate acide

combinate
(57) Rezumat:

1 2

Inventia se referd la industria laptelui, i anume hidrolizatelor de lapte de vacd si de soia in raport
la un procedeu de obtinere a maielei bacteriene 5 de 1:1 cu agitare continud, addugarea a 3...5% de
pentru produse lactate acide combinate. amestec de culturi de bacterii lactice Lactococcus

Procedeul, conform inventiei, include lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris,
prepararea mediului nutritiv pe baza hidrolizatelor Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis
de lapte de vacd degresat si lapte de soia, obtinute in raport de 5:3:2, respectiv, si cultivarea la pH
separat prin hidrolizd sub actiunea unui ferment 6,7...6,8 si temperatura de 30°C timp de 8...10
proteolitic cu filtrarea, diluarea cu apa in raport de 10 ore.
1:1, ajustarea pH pand la 7,0...7,2, sterilizarea la Revendicari: 3

temperatura de 121°C timp de 10 min §i ricirea
ulterioard. Dupd aceasta urmeazd amestecarea
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Descriere:

Inventia se referd la industria laptelui, si anume la un procedeu de obtinere a maielei bacteriene
pentru produse lactate acide combinate.

Crearea maielelor bacteriene pentru fabricarea produselor lactate acide combinate este
importantd, deoarece dupd valoarea lor proteinele de soia, ce intrd In componenta acestor produse
sunt egalate cu proteinele de origine animald, se asimileaza usor de organismul omului matur si al
copilului si, spre deosebire de laptele de vacd, nu provoaci reactii alergice.

Din punct de vedere biochimic procesul de fermentare a laptelui de soia are unele deosebiri fatd
de procesul de fermentare a laptelui de vacd, de aceea selectarea culturilor bacteriene §i crearea
maielelor pentru produsele lactate acide combinate prezintd o problemd permanenta.

Este cunoscut procedeul de obtinere a maielei bacteriene pentru produse lactate acide, care
include prepararea mediului nutritiv in baza hidrolizatului de lapte de soia obtinut prin aplicarea
pepsinei cu adaos de NaCl, pepton, lactoza, acid ascorbic, insdmantarea ulterioard cu culturi de
bifidobacterii si/sau lactobacterii (speciile Lactobacillus acidophilus si Lactobacillus bulgaricus)
si/sau streptococi lactici (specia Steptococcus thermophilus) in cantitate de 5% vol. si cultivarea
timp de 18 ore [1].

Dezavantajul procedeului constd in faptul ¢ pentru sporirea potentialului nutritiv in mediu se
introduc suplimentar mai multe substante stimulatoare, iar insiméntarea mediului se efectueaza cu
culturi de bifidobacterii si culturi lactice termofile, care cu toate ca sunt adaptate si fermenteaza
mediul de soia, nu sunt specifice pentru fabricarea smintinii traditionale si a laptelui acru, totodatd
durata de cultivare este indelungata.

Cea mai apropiatd solutie este procedeul, care prevede prepararea mediului nutritiv pe baza
hidrolizatelor de lapte de vacd obtinute prin hidrolizd sub actiunea fermentului proteolitic cu adaos
de glucoza, citrat de Na, extract de drojdie, sulfat de Mn, apd; introducerea culturii bacteriene in
cantitate de 5%, compusé din tulpini vAscoase de S. lactis, S. cremoris, S. lactis biovar diacetylactis
in proportie de 1:2:2; acumularea celulelor se efectueazi cu neutralizarea periodica a mediului timp
de 10 ore, apoi urmeaza separareca biomasei si liofilizarea. Pe lidngd aceasta, in momentul
introducerii culturii bacteriene si peste 4...6 ore de cultivare in mediu se introduc 0,3...0,5% de
extract alcoolic din coji de seminte de floarea-soarelui, care stimuleazd de 1,4 ori acumularea
celulelor peste 10 ore de cultivare in comparatie cu mediul de culturd martor. Se obtine o maia
bacteriani cu titrul 107 (50 mln) UFC/em® [2].

Dezavantajul procedeului constd in compozitia complexa a mediului nutritiv i prepararea lui
ingreuiatd, cultura de tulpini de bacterii lactice mezofile, specificd pentru sméantana si lapte acru, nu
este adaptatd pentru fermentarea laptelui de soia si titrul maielei bacteriene obtinute este relativ mic.

Problema pe care o solutioneazi inventia constd in simplificarea §i sporirea eficacititii
procedeului de obtinere a maielei bacteriene cu activitate Tnaltd pentru fabricarea produselor lactate
acide combinate cu calitate maximal apropiati de calitatea produselor traditionale din lapte de vaca.

Solutionarea problemei se realizeaza prin aceea cd procedeul de obtinere a maielei bacteriene
pentru produse lactate acide combinate include prepararea mediului nutritiv pe baza hidrolizatelor
de lapte degresat de vaci si lapte de soia, obtinute separat prin hidroliza sub actiunea unui ferment
proteolitic, cu filtrarea, diluarea cu apd in raport de 1:1, ajustarea pH-ului pand la 7,0...7,2,
sterilizarea la temperatura de 121°C timp de 10 min si ricirea ulterioard, amestecarea hidrolizatelor
de lapte de vacd si de soia in raport de 1:1 cu agitare continud, addugarea a 3...5% de amestec de
culturi de bacterii lactice Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis in raport de 5:3:2, respectiv, si cultivarea la pH-
ul 6,7...6,8 si temperatura de 30°C timp de 8...10 ore.

Amestecul de culturi de bacterii lactice contine tulpini de Lactococcus lactis ssp. lactis CNMN
-LB - 02, CNMN - LB - 03, CNMN LB - 05, tulpini de Lactococcus lactis ssp. cremoris CNMN -
LB -08, CNMN - LB - 13 si tulpini de Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis CNMN -
LB- 04, CNMN - LB -15 sau tulpini de Lactococcus lactis ssp. Lactis CNMN - LB - 18, CNMN -
LB - 19, CNMN - LB - 20, tulpini de Lactococcus lactis ssp. cremoris CNMN - LB -21, CNMN -
LB — 22 si tulpini de Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis CNMN - LB — 23, CNMN -
LB - 24.

Hidroliza se efectueazi sub actiunea pancreatinei luate in cantitate de 2...4 g/dm®, la tempera-
tura de 40°C, timp de 18...24 ore.

Rezultatul constd in aceea cd utilizarea amestecului natural de hidrolizate de lapte de vacd si
lapte de soia pentru obtinerea maielei bacteriene permite de a spori titrul de bacterii lactice
cultivate, datoritd imbogatirii mediului nutritiv, care se prepard in mod mai simplificat ca urmare a
excluderii necesitatii addugdrii diferitor substante stimulatoare de crestere a microorganismelor.

La introducerea in mediul pe bazd de hidrolizat de lapte de vaci a hidrolizatului de soia, acesta
se imbogdteste cu peptide, aminoacizi §i hidrocarburi de origine vegetald, cat si cu vitamine si
microelemente care stimuleaza cresterea, totodatd bacteriile in prealabil se adapteaza la compo-
nentele mediului de origine vegetald, pentru fermentarea ciruia sunt destinate.
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Date despre obtinerea maielei bacteriene pentru produse lactate acide combinate, care este
compusd din culturi mezofile si cultivatd in mediu nutritiv pe bazi de amestec de hidrolizate de
lapte de vaca si lapte de soia, in sursele de informatie accesibile n-au fost gisite.

Autorii au izolat tulpini de bacterii lactice mezofile din produse lactate acide de fermentatie
spontand din gospodarii tardnesti din diferite regiuni ale Republicii Moldova; au stabilit posibili-
tatea dezvoltarii lor in mediu compus din hidrolizate de lapte de soia si lapte de vacd; au fost
stabilite regimurile de obtinere a hidrolizatelor prin actiunea fermentului pancreatind, in baza
maielei obtinute a fost fabricat produsul ,,smintdna combinatd” cu calititi de smantind traditionald
din lapte de vaca.

Utilizarea acestei maiele bacteriene permite de a obtine produse dietetice cu valoarea nutritivd
inaltd, usor asimilabile, pe care le pot utiliza si persoanele cu reactie negativa la lactoza sau cu
probleme de exces de colesterind in organism.

Datele cercetdrilor sunt prezentate in tab. 1-3.

Tabelul 1

Dinamica multiplicirii celulelor de bacterii lactice pe parcursul cultivérii in mediu compus (in
raport 1:1) din hidrolizate sterile de lapte de vaca si lapte de soia (pH 6,8), inoculat cu 5% culturd,
la temperatura de 30°C

Durata de cultivare, ore Titrul, UFC/cm® suspensie culturald

initial 25 x 10°

2 50 x 10°

4 70 x 10°

6 700 x 10°

8 11000 x 10°(1,1 x 107)

10 11000 x 10%1,1 x 10

20

Din tab. 1 se vede cd valoarea maximai a titrului culturii a fost atinsa peste 8 ore de cultivare,
constituind 1,1 x 10'° UFC/cm®. Aceasta demonstreazi ci cultura s-a dezvoltat si s-a multiplicat, iar
titrul a crescut considerabil (de 440 ori). Deci, mediul declarat poseda potential nutritiv nalt, iar
culturile cultivate in acest mediu peste 8 ore ating titrul 1,1 x 10" UFC/em’®, care este cu 3 ordine
mai sus ca in procedeul luat drept cea mai apropriati solutie (107 UFC/cm?).

25

Tabelul 2

Caracteristicile tehnologice ale maielei bacteriene destinate fabricarii produselor lactate (inocul
5%, termostatare 30°C)

Indici

Cerinte tehnologice
pentru maiaua
bacteriand pentru
smantind s§i lapte acru
traditionale

Caracteristici

in mediu de lapte de vaca
integral pasteurizat

in mediu de amestec de
lapte de vacd integral cu
lapte de soia pasteurizate

Durata de formare a
coagulului, ore

max. 7

7,0

6,5

Aspectul,  consistenta
coagulului

Omogen, consistentd
moderat de  densa,
cremoasd nu se sparge
la scuturare

Omogen, consistentd mo-
derat de densd, cremoasi
nu se sparge la scuturare

Omogen, consistentd mo-
derat de densd, cremoasd
nu se sparge la scuturare

Gustul, mirosul

gulului

coa-

Omogen, consistenta
moderat de densd, cre-
moasd nu se sparge la
scuturare

Curat de lapte fermentat

Curat de lapte fermentat,
cu miros usor si placut de
soia

Aciditatea titrabild, °T 75...90 80...81 78...79
Sinereza  (eliminarea | max. 2,5 22 2.5
zerului prin

centrifugare), ml

Aromogeneza max. 25 23 25
(diacetil+acetoin  dupd

reactia  bazica  fard

creatind; aparitia culorii
roz) min

Aspectul
al celulelor

microscopic

Coci, diplococi separati
si in lanturi scurte,
medii si lungi

Coci, diplococi separati
si in lanturi scurte, medii
si lungi

Coci, diplococi separati
si In lanturi scurte, medii
si lungi

30
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Din tab. 2 se vede cd maiaua bacteriand demonstreaza activitate tehnologicd inaltd atit in
mediul pe bazd de lapte de vacd integral, cét si in mediul pe baza de amestec pasteurizat de lapte de
vacd integral si lapte de soia si posedd caracteristici ce corespund cerintelor tehnologice pentru
maielele traditional utilizate la producerea smantéanii si laptelui acru obtinute din lapte de vaca.
Exceptie prezinta gustul si mirosul usor, plicut de soia ceea ce este normal pentru un produs
combinat.

Activitatea tehnologicd a combinatiilor privind obtinerea sméntinii din amestec de lapte de vacd
si lapte de soia a fost incercatd in amestec compus din lapte de vacd integral pasteurizat si lapte de
soia pasteurizat (in raport de 1:1), normalizat la continutul de grisimi lactice de 10%, inoculat cu
2% de culturd, termostatat la 30°C.

Caracteristicile si indicii sméntanii obtinute din lapte de vacd sunt prezentati in tab. 3.

Tabelul 3

Indici Caracteristici

Smaéntand combinatd (din
amestec de lapte de vacd si
lapte de soia)

Smantdnd (din lapte de
vacd), cerinte tehnologice

Durata de coagulare, ore

12

12...16

Aspectul coagulului
(produsului)

Omogen, moderat de dens,
smantanos, fin, nu este vascos

Omogen, dens pand la
moderat, se admite putind
vascozitate §i granulozitate
neinsemnati

Gustul si mirosul

Curat de lapte fermentat,
specific pentru smantind, cu
miros usor si plicut de soia

Gust de lapte fermentat
specific pentru smantind

Aciditatea titrabild, °T 88 60...90
Fractia masicd de grasime, % 10 10
Continutul de  microorganisme | 1 x 10° min. 1 x 10°

lactice in 1 cm® de produs, UFC

Din tab. 3 este evident cd, in general, caracteristicile produsului obtinut — smantana combinata,
corespund cerintelor tehnologice pentru sméntand de lapte de vacd. La smantdna combinati se
mentioneazd un coagul mai fin; pe 1langd gustul de lapte fermentat se mai simte un gust si un miros
usor si placut de soia, ceea ce este normal pentru un produs combinat.

Exemple concrete de realizare

Exemplul 1

Mediul nutritiv se prepard in modul urmdtor: se efectueaza hidroliza laptelui degresat de vaci si
a laptelui de soia in procese separate sub actiunea pancreatinei, introdusd in cantitate de 2...4
g/dm’, timp de 21...24 ore. Apoi hidrolizatele se dilueazd cu api distilatd in raport de 1:1, se
ajusteazd pand la pH-ul 7,2, se sterilizeaza la temperatura de 121°C timp de 10 min, se racesc si se
introduc in conditii aseptice in vasul de cultivare, cate 500 ml in fiecare, in total 1000 ml de mediu,
se agitd continuu (viteza de 200 rot./min). Mediul se incdlzeste pand la temperatura de cultivare de
30°C, apoi se introduc 5% (50 cm3) de amestec de culturi de bacterii lactice mezofile Lactococcus
lactis ssp.lactis CNMN - LB - 02, CNMN - LB - 03, CNMN LB - 05, Lactoccocus lactis
ssp.cremoris CNMN - LB -08, CNMN - LB - 13, Lactococcus lactis ssp.lactis biovar diacetylactis
CNMN - LB- 04, CNMN - LB -15 in raport de 5:3:2, respectiv, ca rezultat pH-ul mediului scade
pand la 6,7, care se mentine in continuu prin injectarea periodicd (automatd) a solutiei bazice NaOH
(20%). Activitatea si productivitatea culturii in procesul de cultivare se determind prin mésurarea
densititii optice la intervale de 2 ore pe parcursul cultivérii (valori ce corespund anumitor titre —
UFC/cm®, determinate prin misurarea densititii optice §i paralel insiméntarea periodici a probelor
de suspensie prelevate si calcularea numérului de celule viabile in 1cm® de suspensie, dupi metoda
celui mai probabil numir, conform GOST 10444.11), pani la obtinerea titrului de 10" UFC/cm®
timp de 8 ore.

Exemplul 2

Mediul nutritiv este compus si se prepari in acelasi mod ca in exemplul 1. In mediul nutritiv se
introduc 3% (30 cm®) de culturd de bacterii lactice mezofile Lactococcus lactis ssp.lactis CNMN -
LB - 18, CNMN - LB - 19, CNMN - LB - 20, Lactoccocus lactis ssp.cremoris CNMN - LB -21,
CNMN - LB - 22 Lactococcus lactis ssp.lactis biovar diacetylactis CNMN - LB — 23, CNMN -
LB - 24 in raport de 5:3:2, respectiv, ca rezultat pH-ul mediului scade pana la 6,8 si este mentinut
pe %)arcursul cultivarii, conform exemplului 1. Cultivarea se efectueazd pand la obtinerea titrului de
10" UFC/em? timp de 10 ore.
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(57) Revendiciri:

1. Procedeu de obtinere a maielei bacteriene pentru produse lactate acide combinate, care
include prepararea mediului nutritiv pe baza hidrolizatelor de lapte de vaca degresat si lapte de soia,
obtinute separat prin hidrolizd sub actiunea unui ferment proteolitic, cu filtrarea, diluarea cu apa in
raport de 1:1, ajustarea pH pand la 7,0...7,2, sterilizarea la temperatura de 121°C timp de 10 min si
ricirea ulterioard, amestecarea hidrolizatelor de lapte de vaca si de soia in raport de 1:1 cu agitare
continud, addugarea a 3...5% de amestec de culturi de bacterii lactice Lactococcus lactis ssp. lactis,
Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis in raport de
5:3:2, respectiv, si cultivarea la pH 6,7...6,8 si temperatura de 30°C timp de 8...10 ore.

2. Procedeu, conform revendicdrii 1, in care amestecul de culturi de bacterii lactice contine
tulpini de Lactococcus lactis ssp. lactis CNMN - LB - 02, CNMN - LB - 03, CNMN LB - 05,
tulpini de Lactococcus lactis ssp. cremoris CNMN - LB -08, CNMN - LB - 13 si tulpini de
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis CNMN - LB- 04, CNMN - LB -15 sau tulpini de
Lactococcus lactis ssp. Lactis CNMN - LB - 18, CNMN - LB — 19, CNMN - LB - 20, tulpini de
Lactococcus lactis ssp. cremoris CNMN - LB -21, CNMN - LB — 22 si tulpini de Lactococcus
lactis ssp. lactis biovar diacetylactis CNMN - LB — 23, CNMN - LB - 24.

3. Procedeu, conform revendicérii 1, in care hidroliza se efectueazi sub actiunea pancreatinei
lvate in cantitate de 2...4 g/dms, la temperatura de 40°C, timp de 18...24 ore.
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