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(54) АСОЦИАЦИЯ ОТ ПРОБИОТИЧНИ МЛЕЧНОКИСЕЛИ МИКРООРГАНИЗМИ ЗА ПОЛУ­
ЧАВАНЕ НА ДИЕТИЧНИ МЛЕЧНИ ПРОДУКТИ

(57) Изобретението се отнася до асоциация от пробиотични млечнокисели микроорганизми за получава­
не на диетични млечни продукти, по-специално до асоциация от щамове на пробиотични млечнокисели 
микроорганизми, изолирана такава каквато е, от природен водоизточник в Северна България - изворна 
вода от извор в Стара планина, регион Централен, включваща:

щам Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus DWT1, регистриран в ССМ е № 7992
щам Lactobacillus helveticus DWT2, регистриран в ССМ е № 7993
щам Lactobacilliclus delbrueckii subsp. lactis DWT3, регистриран в ССМ е № 7994
щам Streptococcus thermophillus DWT4, регистриран в ССМ е № 7992
щам Streptococcus thermophillus DWT5, регистриран в ССМ е № 7993
щам Streptococcus thermophillus DWT6, регистриран в ССМ е № 7994
щам Streptococcus thermophillus DWT7, регистриран в ССМ е № 7995 и 
щам Streptococcus thermophillus DWT8, регистриран в ССМ е № 7996.
Друг аспект на настоящото изобретение се отнася до метод за получаване на диетичен млечен

продукт за здравословно хранене на хората е участието на пробиотичната асоциация от щамове на
млечнокисели микроорганизми, изолирани от изворна вода, до диетичен млечен продукт е доказана
антимикробна активност, който след лиофилизация и при съхранение на стайна температура от 18°С
до 24°С в продължение на повече от 22 месеца съдържа концентрация на живи клетки от асоциацията
пробиотични млечнокисели микроорганизми в границите от 8,0 х 107 cfu/g до 1,2 х 108 cfu/g, а след
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рехидратация и при експериментални екстремални условия на стомашно-чревния тракт съдържа кон­
центрация на живи клетки от пробиотичната асоциация не по-малко от 1,1 х 107 cfu/g. Изобретението 
се отнася още и до хранителна добавка за здравословно хранене на хора, включваща диетичният мле­
чен продукт, получен с участието на асоциацията от пробиотични микроорганизми, изолирана такава 
каквато е, от природен водоизточник в Северна България - изворна вода от извор в Стара планина, в 
комбинация с инстантно кафе и/или какао и/или сух екстракт на черна боровинка и/или сух екстракт на 
папая и/или масла и/или сухи добавки, избрани от групата, включваща растителни екстракти, фибри, 
ензими и мед.

6 претенции, 13 фигури
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(54) АСОЦИАЦИЯ ОТ ПРОБИОТИЧНИ МЛЕЧНОКИСЕЛИ МИКРООРГАНИЗМИ ЗА ПОЛУ­
ЧАВАНЕ НА ДИЕТИЧНИ МЛЕЧНИ ПРОДУКТИ

Област на изобретението

Изобретението се отнася до асоциация от пробиотични млечнокисели микроорганизми за получа­
ване на диетични млечни продукти за здравословно хранене на хората.

Предшестващо състояние

Известно е, че продукти, получени чрез млечнокиселата ферментация се произвеждат от хората 
от векове. Те са здравословна храна, която голяма част от хората приемат ежедневно още от ранна 
детска възраст.

За получаването на тези храни се използват както самостоятелно, така и в комбинация различ­
ни щамове млечнокисели микроорганизми, в това число Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus и други, 
проявяващи доказани пробиотични свойства.

Известно е също, че Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus е специфичен вид микроорганизъм, 
различаващ се съществено от другите пробиотични бактерии. Счита се, че тази бактерия е с растителен 
произход, която в естествени условия се развива само в определена географска територия, съвпадаща 
с територията на България и отговаряща до голяма степен на територията на древна Тракия /1/. Извън 
тази географска територия микроорганизмът мутира и не се развива. Известно е също, че Lactobacillus 
delbrueckii subsp. bulgaricus може да се кооперира само със Streptococcus thermophilus при млечнокиселата 
ферментация и в организма на хората и животните. При тази уникална кооперация те взаимно се подпома­
гат един друг, което довежда до многократно засилване на полезните и до балансиране на страничните им 
ефекти. Тези благоприятни ефекти включват позитивен ефект върху естествената микрофлора на човека, 
конкурентно изключване на патогени и стимулиране/модулация на мукозния имунитет и познанията за 
това са използвани в редица разработки за получаване на пробиотични продукти (заявки за патент ЕР 
2281870 А1 и PCT/BG 2010/000021, BG 106827, патенти BG 63961, BG 65652 и др.).

Основавайки се на знанието, че Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus може да се кооперира със 
Streptococcus thermophilus при млечнокиселата ферментация и в организма на хората и животните, 
към настоящия момент като основен източник за търсене на нови щамове пробиотични млечнокисели 
микроорганизми се използват традиционните млечнокисели продукти или изолати от човешки и/или 
животински и/или растителен произход.

За Lactobacillus helveticus и Streptococcus thermophillus също е известно, че се изолират от расте­
ния, мляко и млечни продукти. Известно е също, че Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis е подвид на 
Lactobacillus delbrueckii, като за него е установена 86% хомоложност с тази на Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus /2/.

Същност на изобретението

Настоящото изобретение се отнася до асоциация от пробиотични млечнокисели микроорганизми, 
по-специално до асоциация от щамове на пробиотични млечнокисели микроорганизми, изолирана 
такава каквато е, от природен водоизточник в Северна България - изворна вода от извор в Стара плани­
на, регион Централен. Тази асоциация включва оригинални щамове на Lactobacillus delbrueckii subsp. 
bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Lactobacilliclus delbrueckii subsp. lactis и Streptococcus thermophillus. 
По-специално, щамовете, изолирани от изворна вода, съгласно изобретението са:

щам Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus DWT1, регистриран в CCM с № 7992
щам Lactobacillus helveticus DWT2, регистриран в ССМ с № 7993
щам Lactobacilliclus delbrueckii subsp. lactis DWT3, регистриран в ССМ с № 7994
щам Streptococcus thermophillus DWT4 регистриран в ССМ с № 7992 
щам Streptococcus thermophillus DWT5 регистриран в ССМ с № 7993 
щам Streptococcus thermophillus DWT6 регистриран в ССМ с № 7994 
щам Streptococcus thermophillus DWT7 регистриран в ССМ с № 7995 и
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щам Streptococcus thermophillus DWT8 регистриран в ССМ с № 7996
Друг аспект на настоящото изобретение се отнася до метод за получаване на диетични млечни 

продукти за здравословно хранене на хората, с участието на пробиотичната асоциация от щамове на 
млечнокисели микроорганизми, изолирани от изворна вода, съгласно изобретението.

Още един аспект на настоящото изобретение се отнася до диетичен млечен продукт, който след 
лиофилизация съдържа живи клетки от пробиотичната асоциация, съгласно изобретението, в концен­
трация от 8,0 х 107 cfu/g до 1,2 х 108 cfu/g, по-специално концентрация на живи клетки от щамовете 
Streptococcus thermophilus от 4,6 х 107 cfu/g до 5,9 х 107 cfu/g, в това число щам Streptococcus thermophillus 
DWT4 регистриран в ССМ с № 7992, щам Streptococcus thermophillus DWT5 регистриран в ССМ с 
№ 7993, щам Streptococcus thermophillus DWT6 регистриран в ССМ с № 7994, щам Streptococcus 
thermophillus DWT7 регистриран в ССМ с № 7995 и щам Streptococcus thermophillus DWT8 регистри­
ран в ССМ с № 7996, а така също и концентрация на живи клетки от щам Lactobacillus delbrueckii ssp. 
lactis, регистриран в ССМ с № 7994 от 6,1 х 106 cfu/g до 7,8 х 106 cfu/g, концентрация на живи клетки 
от щам Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, регистриран в ССМ с № 7992 от 1,4 х 107 cfu/g до 2,9 х 
107 cfu/g и концентрация на живи клетки от щам Lactobacillus helveticus регистриран в ССМ с № 7993 
от 1,4 х 107 до 2,8 х 107 cfu/g.

Освен това, друг аспект на настоящото изобретение се отнася до хранителна добавка за здравословно 
хранене на хората с участието на асоциацията от пробиотични щамове на млечнокисели микроорга­
низми, съгласно изобретението.

Определения

1. Пробиотик - Живи микроорганизми, които при приемане в подходящи количества като част от 
храната, влияят благоприятно върху здравето на консуматора /10/.

2. Пробиотици - Пробиотиците (Lactobacillus) са функционални съставки, съдържащи се в киселото 
мляко и други млечни продукти и подобряващи здравословното състояние на гастроинтестиналния тракт /3/.

3. Препоръчително количество живи микроорганизми в пробиотичен продукт - най-малко 107 живи 
микроорганизми за грам или за милилитър /4/.

4. Минимална необходима концентрация на живи клетки на грам продукт - количество от 106 до 
109 към момента на консумация с оглед получаване на благоприятен резултат /5/.

Кратко описание на фигурите

Фигура 1 представя макрорестрикционните профили на изолати на Streptococcus thermophillus, 
съдържащи се в проба от пробиотичната асоциация, съгласно изобретението;

Фигура 2 представя макрорестрикционните профили на изолатите Lactobacillus helveticus, Lb. 
delbrueckii ssp. bulgaricus и Lb. delbrueckii ssp. Lactis;

Фигура 3 представя рестрикционен фрагмент за изолат на Streptococcus thermophilus, съответстващ 
на щам Streptococcus thermophillus DWT5 регистриран в ССМ с № 7993;

Фигура 4 представя рестрикционен фрагмент за изолат на Streptococcus thermophilus, съответстващ 
на щам Streptococcus thermophillus DWT4 регистриран в ССМ с № 7992;

Фигура 5 представя рестрикционен фрагмент за изолат на Streptococcus thermophilus, съответстващ 
на щам Streptococcus thermophillus DWT6 регистриран в ССМ с № 7994;

Фигура 6 представя рестрикционен фрагмент за изолат на Streptococcus thermophilus, съответстващ 
на щам Streptococcus thermophillus DWT8 регистриран в ССМ с № 7996;

Фигура 7 представя рестрикционен фрагмент за изолат на Streptococcus thermophilus, съответстващ 
на щам Streptococcus thermophillus DWT7 регистриран в ССМ с № 7995;

Фигура 8 - макрорестрикционен профил на геномна ДНК на изолат Lactobacillus helveticus, съот­
ветстващ на щам Lactobacillus helveticus DWT2, регистриран в ССМ с № 7993;

Фигура 9 - макрорестрикционен профил на геномна ДНК на изолат от Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, съответстващ на щам Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus DWT1, регистриран
в CCM c № 7992;

Фигура 10 - макрорестрикционен профил на геномна ДНК на изолат от Lactobacilliclus delbrueckii subsp.
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lactis, съответстващ на щам Lactobacilliclus delbrueckii subsp. lactis DWT3, регистриран в ССМ с № 7994;
Фигура 11 - генетичен профил на изолати от Streptococcus thermophillus от проби в близост до 

водоизточника (мъха от дървото и от тревата до водата);
Фигура 12 - генетичен профил на изолати от Lactobacilliclus delbrueckii subsp. lactis от проби в 

близост до водоизточника (от тревата до водата и от водораслите вътре във водата);
Фигура 13 - генетичен профил на изолати от Lactobacilliclus delbrueckii subsp. lactis от проби в бли­

зост до водоизточника (от тревата до водата и от водораслите вътре във водата) сравнени с генетичен 
профил на изолат от изворната вода.

Подробно описание на изобретението

Образци от щамовете микроорганизми, съдържащи се в пробиотичната асоциация млечнокисели 
микроорганизми, изолирана такава каквато е, от природен водоизточник в Северна България - изворна 
вода от извор в Стара планина, регион Централен, съгласно изобретението, са депозирани на 20.02.2012 
в Чешката колекция за микроорганизми (ССМ) при условията на Будапещенския договор за между­
народно признаване депозирането на микроорганизмите във връзка с процедурата по патентоване. 
Съответно, всеки от тях има регистрационен номер както следва:

Щам Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus DWT1, регистриран в ССМ с № 7992;
Щам Lactobacillus helveticus DWT2, регистриран в ССМ с № 7993;
Щам Lactobacilliclus delbrueckii subsp. lactis DWT3, регистриран в ССМ с № 7994;
Щам Streptococcus thermophillus DWT4 регистриран в ССМ с № 7992;
Щам Streptococcus thermophillus DWT5 регистриран в ССМ с № 7993;
Щам Streptococcus thermophillus DWT6 регистриран в ССМ с № 7994;
Щам Streptococcus thermophillus DWT7 регистриран в ССМ с № 7995 и
Щам Streptococcus thermophillus DWT8 регистриран в ССМ с № 7996
Както е показано в Пример 1 по-долу, видовата принадлежност на пръчките е установена посред­

ством метода ARDRA (рестрикционен анализ на амплифицирана рибозомална ДНК) по Giraffa et al. /6/. 
Видовата принадлежност на коковите форми е установена с видово/родово специфичен PCR по Lick et 
al. /7/, Nomura et al. /8/ и Ke et al. /9/. Като референтни култури са използвани Lactobacillus delbrueckii 
ssp. bulgaricus АТСС 11842, Lactobacillus helveticus DSM20075, L. delbrueckii ssp. lactis DSM 20072, 
Streptococcus thermophilus DSM 20617; Lactococcus lactis ssp. lactis DSM 20481 и Enterococcus faecalis 
LMG 2937.

Резултатите от броя на прерасналите колонии на среди Ml7 и MRS показват, че всички изолати 
коки принадлежат към вида Streptococcus thermophilus и достигат количество от 4,6 х 107 efu/g до 5,9 
х 107 efu/g, докато пръчките достигат до количество от 3,5 х 107 efu/g до 6,5 х 107 efu/g и се разделят по 
видова принадлежност на Lactobacillus helveticus, L. delbrueckii ssp. bulgaricus и L. delbrueckii ssp. lactis.

Видовият състав и числеността на отделните групи микроорганизми, съдържащи се в пробиотич­
ната асоциация съгласно изобретението, са представени на Таблица 1 по-долу.

Тв&пица1

Общо количество 
микроорганшми fit 

aCOnLismtHTfi
9,01 10т-1,гя io1

5lr. iharmaphilkiS 4,E k1DT-6,3x 1Of

3,5 X 10 V 6,5 Ji Ifl'

LactnbStiiluS sp.
47? bu.'jjm'tjLj tf

¢,1 tc 10^7,0 *10 ’ 1,4 X 10N 2r9 k 1DJ 1.4 x10r-2,8x 10r



137 Описания на издадени патенти за изобретения № 09.1/16.09.2019

Разграничаването на отделните щамове микроорганизми в проби от пробиотичната асоциация, 
както е показано в Пример 1 от настоящето изобретение, е извършено с макрорестрикционен анализ 
с Пулсова електрофореза на апарат CHEF-DR II BioRad. За рестрикционен анализ на геномна ДНК са 
използвани ензимите Smal и Xhol съответно за коките и пръчките.

Резултатите, показващи макрорестрикционните профили на седем изолата на Streptococcus 
thermophilus са представени на Фигура 1 и показват общо пет генетични профила, съответстващи на 
най- малко пет щама Streptococcus thermophilus, като две двойки изолати показват еднакви профили, а 
останалите три изолата имат самостоятелни профили. Размерът на получените рестрикционни фраг­
менти за изолатите на Streptococcus thermophilus са представени на Фигури 3-7.

За същата проба е определен и генетичният профил на два изолата Lactobacillus helveticus, два 
изолата Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus и два изолата Lb. delbrueckii ssp. lactis. Получени са общо три 
профила, съответстващи на всяка двойка изолати от един от трите вида лактобацили. Макрорестри­
кционните профили на изолатите лактобацили са представени на Фигура 2, а размерът на получените 
рестрикционни фрагменти е представен на Фигури 8-10.

За доказване отсъствието на контаминация от източници в близост до изворите, паралелно с експе­
риментите за доказване на видова принадлежност, численост и щамово разнообразие в пробиотичната 
асоциация, съгласно изобретението, са направени изследвания на микробиалния състав на проби, 
получени от мъха от дървото до извора (проба П1), от тревата до водата (проба П2) и от водораслите 
вътре във водата (Проба ПЗ), показващи категорично, че щамовото разнообразие е различно от това в 
изворната вода. По-специално, както подробно е описано в Пример 2 по-долу, установена е наличност 
на щамове от вида Streptococcus thermophillus и Lactobacillus lactis, които са различни от тези, намиращи 
се в асоциацията, изолирана от изворна вода, а щамове, принадлежащи към вида Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus и Lactobacillus helveticus не са установени в нито една от изследваните проби.

Установеното при паралелните изследвания безспорно доказва, че щамовете от пробиотичната 
асоциация млечнокисели микроорганизми, съгласно изобретението, могат да живеят и в изворна вода, 
поставяйки на дневен ред въпроса за ревизия на общоприетото схващане, че видовете млечнокисели 
бактерии, към които принадлежат тези щамове, могат да бъдат изолирани само от млечни продукти 
и растения.

Друг важен аспект от настоящото изобретение е метод за получаване на диетични млечни про­
дукти за здравословно хранене, включващ операциите заквасване на мляко със стартерна култура от 
асоциацията от пробиотични щамове на млечнокисели микроорганизми, изолирани от изворна вода, 
съгласно изобретението, ферментация и лиофилизация.

За получаване на стартерна култура от пробиотичната асоциация от щамове на млечнокисели 
микроорганизми, съгласно изобретението, най-напред се пристъпва към улавяне и намножаване на 
микроорганизмите, съдържащи се във водата от извор в Стара планина, с оглед получаване на биома­
са. За целта, стандартизирано и пастьоризирано мляко се заквасва с изворна вода в съотношение 2:1. 
Сместа се поставя в затворен стъклен стерилен съд и се третира на водна баня при температура от 
42°С до 45°С за 38 до 40 h. В края на този период на повърхността на сместа се отделя бяла на цвят 
биомаса с мека консистенция.

Непосредствено след това, към предварително приготвен 10%-ен воден разтвор на сухо стандар­
тизирано пълномаслено или обезмаслено мляко стерилизирано при 121 °C за 15 min и охладено до 
температура 45°С, се прибавя биомаса в съотношение съответно 10:0,3 и сместа се оставя да фермен­
тира в продължение на 12 h при температура от 43°С до 45°С. Полученият продукт представлява течна 
закваска от изворна вода. Следва повторно приготвяне на 10%-ен воден разтвор на сухо стандартизирано 
пълномаслено или обезмаслено мляко, стерилизация на млякото при 121 °C за 15 min и охлаждане до 
45 °C, след което сместа се неутрализира с 10%-ен разтвор на натриева основа до достигане на опти­
мално pH 4.6 до 4.7. Към този разтвор се прибавя течна закваска в съотношение разтвор на мляко:течна 
закваска 60:1. Следва ферментация в продължение на 10 до 12 h при температура 43°С до 45°С, след 
което се добавя предварително приготвен криопротектор, представляващ 15%-ен воден разтвор на 
захар в съотношение ферментирал млечен разтвор към криопротектор 30:1, сместа се разбърква и се 
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подлага на лиофилизация в продължение на 48 h. Така получената суха стартерна култура се използва 
за получаване на диетични млечни продукти.

Методът за получаването на диетични млечни продукти с помощта на стартерната култура от ща­
мовете млечнокисели микроорганизми, съгласно изобретението, включва предварително приготвяне на 
10%-ен воден разтвор на сухо стандартизирано пълномаслено или обезмаслено мляко, което след това 
се подлага на стерилизация при 95°С-96°С за 30 min с последващо охлаждане до 45°С и неутрализация 
с 10%- ен разтвор на натриева основа до достигане на pH 6,6- 6,7. Следва приготвяне на воден захарен 
разтвор в съотношение 1:1, който се загрява до кипване. Така приготвения воден захарен разтвор се 
прибавя към водния разтвор на млякото в съотношение 10:1 и към така получената смес се добавя 
сухата стартерна култура, съгласно изобретението, в съотношение млечна смес:стартерна култура 
5:0,003. Следва ферментация в продължение на 12 h при 43°С до 45°С и така полученият продукт се 
подлага на лиофилизация в продължение на 48 h.

Методът за получаване на диетични продукти, съгласно изобретението, както е описан в детайли в 
Пример 3 по-долу, позволява на микроорганизмите, съдържащи се в изворната вода, след това в био­
масата и в стартерната култура, да се размножават заедно, което води до получаване на изключително 
богати на живи микроорганизми продукти, с което си качество са особено ценни за здравословното 
хранене на човека.

Изследванията за преживяемост на микроорганизмите от асоциацията, съгласно изобретението, 
проведени с оглед количеството на живи клетки пробиотични бактерии в течна и суха проба съответно 
преди и след лиофилизация на продуктите, описани в детайли в Пример 4 по-долу показват, че техно­
логичния процес на замразяване и лиофилизационно сушене е протекъл успешно и лактобацилите и 
коките са запазени живи в количества, отговарящи на изискванията за пробиотичен продукт. Прежи­
вяемостта на микроорганизмите от асоциацията при съхранение на стайна температура (20°С - 24°С), 
е доказана и подробно описана в Пример 5 по-долу, а така също и след рехидратация при екстремални 
експериментални условия на преминаване през гастроинтестиналния тракт, описана и доказана в 
детайли в Пример 6 по-долу. Получените по метода, съгласно изобретението, продукти са с доказан 
здравословен ефект, подробно описан и доказан в Пример 7 по-долу.

Още един аспект на изобретението е да се предложат хранителни добавки за здравословно хранене 
на хора на основата на асоциацията от пробиотични щамове млечнокисели микроорганизми, съглас­
но изобретението. Тези хранителни добавки включват диетичният продукт, получен по метода, съгласно 
изобретението, в комбинация с инстантно кафе и/или какао и/или сух екстракт на черна боровинка и/или 
сух екстракт на папая и/или масла и/или сухи добавки, избрани от групата, включваща растителни 
екстракти, фибри, ензими и мед.

Изобретението се илюстрира със следните примерни изпълнения, без да ограничават неговия обхват. 
Пример 1. Характеристика на пробиотичната асоциация
Всички анализи по отношение на видовия и щамов състав на симбиотичната асоциация пробиотични 

микроорганизми, резултатите от които са изложени по-долу, са извършени в Лаборатория , ДНК-ана- 
лиз” на ЕЛБИ Булгарикум ЕАД, София, България. Изпитванията са проведени за две проби, условно 
обозначени като ИН1 и ИС1.

Установяване на видовия състав
Видовата принадлежност на съдържащите се пръчки в пробиотичната асоциация микроорганизми, 

изолирана от изворна вода от извор в Стара планина, е установена посредством метода ARDRA (ре- 
стрикционен анализ на амплифицирана рибозомална ДНК) по Giraffa et al. /6/. Видовата принадлежност 
на коковите форми в същата пробиотична асоциация е установена с видово/родово специфичен PCR 
по Lick et al. /7/, Nomura et al. /8/ и Ke et al. /9/. Като референтни култури са използвани Lactobacillus 
delbrueckii ssp. bulgaricus АТСС 11842, Lactobacillus helveticus DSM20075, L. delbrueckii ssp. lactis DSM 
20072, Streptococcus thermophilus DSM 20617; Lactococcus lactis ssp. lactis DSM 20481 и Enterococcus 
faecalis LMG 2937.

Установяване на щамовия състав на пробите
Разграничаването на отделните щамове сред изолатите от пробите е осъществено с макрорестрик-
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ционен анализ с Пулсова електрофореза на апарат CHEF-DR II BioRad. За рестрикционен анализ на 
геномна ДНК са използвани ензимите Smal и Xhol съответно за коките и пръчките.

Количествени стойности на коки и пръчки в Проба ИН1: Оценката за броя на коките и на пръчките 
за проба ИН1, взета от изворна вода през Април 2011, е направена на база брой прораснали колонии 
от проба ИН1 на среди Ml7 и MRS; броят на коките и пръчките е оценен съответно на 4,6 х 107 cfu/g 
и 3,5 х 107 cfu/g. Всички изолати коки са отнесени към вида Streptococcus thermophilus, докато 
пръчките са разделени по видова принадлежност на Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii 
ssp. bulgaricus и Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis.

Щамов състав на проба ИН1: От проба ИН1 е определен генетичния профил на седем изолата 
Streptococcus thermophilus, означени служебно като i21, i22, i24, i26, i31, i32 и i34. Установени са общо 
пет генетични профила, съответстващи на най-малко пет щама Str. thermophilus в тази проба. Еднакви 
профили са получени за двойките (121 и 124) и (132 и 134), изолатите 122,126 и 131 имат самостоятелни 
профили. Макрорестрикгните профили на тези изолати са представени на Фигура 1, а размера на по­
лучените рестрикционни фрагменти е представен на Фигури 3-7.

За същата проба е определен и генетичният профил на изолати, служебно означени като Lactobacillus 
helveticus ilm и i5m, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus i2m и i4s и Lactobacillus, delbrueckii ssp. 
lactis i3L и i7L. Получени са общо три профила, съответстващи на всяка двойка изолати от един от 
трите вида лактобацили. Макрорестрикционните профили на изолатите лактобацили от проба ИН1 
са представени на Фигура 2, а размера на получените рестриктни фрагменти е детайлно описан на 
Фигури 8-10.

Количествени стойности на коки и пръчки в Проба ИС1: За потвърждаване на микробиалния със­
тав на Проба ИС1, взета от изворна вода през март 2010, оценката за броя на коките и на пръчките е 
направена на база брой прораснали колонии от проба ИС1 на среди М17 и MRS, както за проба ИН1 
по-горе; броят на коките и на пръчките са оценени съответно на 4,9 х 107 cfu/g и 5,6 х 107 cfu/g. Всички 
изолати коки са отнесени към вида Streptococcus thermophilus, докато пръчките са разделени по видова 
принадлежност на Lactobacillus helveticus, L. delbrueckii ssp. bulgaricus и L delbrueckii ssp. lactis.

Щамов състав на проба ИС1: От проба ИС1 е определен генетичния профил на шест изолата 
Streptococcus thermophilus. Установени са общо пет генетични профила, съответстващи на пет щама 
Str. thermophilus, които са идентични е генетичните профили на изолатите 121, 122, 126, 131 и 132 на 
Str. thermophilus в проба ИНЕ За проба ИС1 е определен и генетичният профил на шест изолата 
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus и Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis. 
Получени са общо три генетични профила, идентични е генетичните профили на изолатите ilm на 
Lactobacillus helveticus, i2m на Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus и i3L на Lactobacillus delbrueckii 
ssp. Lactis в пробата ИН1.

Идентичните резултати по отношение състава на пробиотичната асоциация, получени при изслед­
ване на двете различни проби, взети в интервал от една година от един и същ природен водоизточник - 
извор в Стара планина, показват недвусмислено, че конкретните щамове пробиотични микроорганизми 
могат да живеят самостоятелно в изворната вода и да се размножават заедно.

Пример 2. Доказване на водния произход на асоциацията
За доказване отсъствието на контаминация от източници в близост до изворите, са направени 

паралелни изследвания на микробиалния състав на проби, изолирани от мъха от дървото на 4 m от 
извора (Проба П1), от тревата непосредствено до извора (проба П2) и от водораслите вътре в извора 
(Проба ПЗ) през Септември 2011.

Методите за установяване броя на млечнокиселите бактерии, видовият и щамов състав на пробите
са идентични е методите, използвани при анализ на проба ИН1 както в Пример 1.

Видов състав на пробите Ш, П2 и ПЗ
Видовият състав на отделните проби и числеността на отделните групи микроорганизми е пред­

ставен в Таблица 2. От групата на коките в пробите е установено присъствието на Enterococcus sp. и
Streptococcus thermophilus, а от лактобацилите - единствено на Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis. В
пробите не е установено присъствие на Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus и Lactobacillus helveticus.
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Таблици 2. бадое състав и чнспеност на микроорганизмите (cfu/g} в анализи раните 

проби
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П2 1,9я 10ь ' 5PBx 10* 2,3 Ji 10*

ПЗ е.ахю* 2,0 ϊ itf 1.6 X 10” 3,5 K lO* -

Щамов състав на пробите
Щамове Streptococcus thermophilus
В проба П1 е установено присъствието на най-малко два щама Str. thermophilus според генетичният 

им профил, представени от изолати Пк1/1 иПк1/2 (Пк1/3 е идентичен е Пк1/1) (Фигура 11, пътеки 7-9). 
Два щама S. thermophilus са определени и за проба П2, представени от изолати Пк2/1 и Пк2/2 (Фигура 
11, пътеки 5 и 6). В проба ПЗ са анализирани четири изолата Str. thermophilus, всички показващи про­
фил, идентичен с промишления щам LBB.TN1 (щамът е собственост на „ЕЛБИ Булгарикум” ЕАД и 
профилът не е представен). Проби П1 и П2 споделят щам Str. thermophilus с общ профил, представен 
съответно от изолати Пк1/2 и Пк2/1 (Фигура 11, пътеки 8 и 5). Сравнени с профилите на изолати от 
Str. thermophilus от проба ИН1, както е показано по-горе в Пример 1, изолатите от проби Ш, П2 и ПЗ 
са различни и не съвпадат с по-рано изолираните.

Щамове Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis
В проби П2 и ПЗ е установено присъствието на най-малко два щама Lactobacillus delbrueckii ssp. 

lactis, които са общи и за двете проби. Единият профил е ясно разграничим и включва изолати ПпЗ/1, 
ПпЗ/З, ПпЗ/5, Пп2/2, Пп2/4 и Пп2/5 (Фигура 12). Профилът на втория щам L. delbrueckii ssp. lactis е 
по-добре охарактеризиран при втори анализ, който показа идентичността на изолати ПпЗ/6 и Пп2/3 
(Фигура 13, пътеки 1 и 2). Нито един от двата профила на щамове L. delbrueckii ssp. lactis не съвпад­
на с профила на L. delbrueckii ssp. lactis i3L от проба ИН1, както е показано в Пример 1 (Фигура 13, 
пътека 5), което показва, че съдържащите се в проби П2 и ПЗ щамове са различни от щама, изолиран 
от изворната вода.

Резултатите от изследванията на микроорганизмите, установени в мъха от дървото, тревата около 
извора и водораслите вътре в извора са различни от тези, установени в изворната вода и представляват 
още едно доказателство, че пробиотичната асоциация микроорганизми, изолирана от природен водо­
източник, съгласно изобретението, не е резултат от контаминация.

Пример 3. Получаване на диетичен млечен продукт, съдържащ пробиотичната асоциация
За получаване на диетичен млечен продукт със стартерна култура, съдържаща пробиотичната 

асоциация, описана в детайли в Примери 1 и 2 по-горе, най-напред микроорганизмите, изолирани от 
изворна вода се улавят и намножават с оглед получаване на биомаса. За целта, 1,0 1 стандартизирано и 
пастьоризирано краве мляко с масленост 3.6% се заквасва с 0.5 1 вода, взета непосредствено от извора. 
Съдът с мляко и изворна вода се поставя на водна баня при температура 43°С за период от 40 h, в края 
на който на повърхността на сместа се отделя бяла на цвят биомаса с мека консистенция.

От така получената биомаса след това се пристъпва към получаване на стартерна култура, като за
целта 10%-ен воден разтвор на сухо стандартизирано пълномаслено краве мляко се подлага на стерили­
зация при 121°Сза15 min и се охлажда до 45°C и към 10,01 от него се добавят 3,0 g от получената както
по-горе биомаса. Сместа ферментира в продължение на 12 h при температура 43°С за получаване на
течна закваска. Следва приготвяне на нов 10%-ен воден разтвор на сухо стандартизирано пълномаслено
краве мляко, който се подлага на стерилизация при 121°С за 15 min с последващо охлаждане до 45°С и
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към 6,01 от този разтвор се прибавя 0,11 от течната закваска с изворна вода. Сместа се неутрализира с 
10%-ен разтвор на натриева основа до достигане на оптимално pH от 4.6 до 4.7 и полученият фермен­
тационен продукт се подлага на лиофилизация в продължение на 48 h. Този сух продукт представлява 
стартерната култура за получаване на диетични млечни продукти.

За получаване на сух диетичен млечен продукт, 10%-ен воден разтвор на сухо стандартизирано 
пълномаслено или обезмаслено краве мляко се подлага на стерилизация 95°С- 96°С за 30 min, след което 
се охлаждадо 45°С исе неутрализира с 10%-енразтвор на натриева основа до достигане нарН 6,6-6,7. 
Следва приготвяне на воден захарен разтвор в съотношение 1:1, който се загрява до кипване, оставя се 
да се охлади и се прибавя към водния разтвор на млякото в съотношение мляко: захарен разтвор 10:1.

Към 5,01 от така получената смес се добавят 3,0 g суха стартерна култура, получена както в Пример 
3 по-горе. Следва ферментация за 12 h при 43°С-45°С и полученият продукт се подлага на лиофили­
зация за 48 h. Последната включва замразяване при температура -41 °C и сублимация до достигане на 
температура 31°С. Така получените продукти се съхраняват при стайна температура.

Пример 4. Преживяемост след лиофилизация
Изследването на преживяемостта на пробиотичната асоциация от щамовете млечнокисели микро­

организми след лиофилизация, е проведено в Лаборатория „ДНК Анализ” на ЕЛБИ Булгарикум ЕАД, 
при което са използвани същите методи за определяне на видовия състав и числеността на микроор­
ганизмите в пробите, както в Пример 1.

Преживяемостта при лиофилизация е показана чрез изследване на броя на млечнокиселите бакте­
рии и видовия състав в течна проба (ТИ) и суха проба (ВИ). Проба ТИ представлява ферментационния 
продукт за получаване на пробиотични продукти, непосредствено преди тяхната лиофилизация. Пробата 
е произведена през октомври 2011 година от суха стартерна култура, получена от изворна вода, взета 
през Април 2011 година. От своя страна, проба ВИ е получена непосредствено след лиофилизация на 
проба ТИ.

Състав на пробите
Данните за видовия състав и числеността на отделните групи микроорганизми във всяка от про­

бите са обобщени на Таблица 3 по-долу. От групата на коките в пробите са установени Streptococcus 
thermophilus, а от лактобацилите - Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, Lactobacillus delbrueckii ssp. 
bulgaricus u Lactobacillus helveticus.

ТаБлмца 3

Прсйв
J/ie/mcpriJuff detbfiKKliif 

fdcffi

I sdniracmiis 
rteriiruecfiw 5-ър. 
b ultra ли us

LaMKIfTM

ТЯ - течна (cfu/ml} 9,6x10' 2,2 x 6.1 л 105 3,5 xltF

ВЙ - суха (сЬУд) 16x10' 6.1 x 1.4 ΧΙΟ' 1,4 x 107

Както е видно от Таблица 3, числеността на лактобацилите в течната проба е значителна с превес 
на Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, който в млечна среда може да достигне и леко надмине 
численост от 109 cfu/ml. Числеността на Streptococcus thermophilus е близка до 108 cfu/ml, което е 
обичайна стойност за млечна среда, но е по-ниска от обичайно постиганите при култивиране при 
контролирано pH (над 109 cfu/ml). В сухата проба съдържанието на пръчки и коки е леко намаляло, но 
е запазено достатъчно високо. Имайки предвид високата чувствителност на тези видове лактобацили 
към лиофилизация, резултатите от изследванията недвусмислено доказват, че технологичния процес 
на замразяване и лиофилизационно сушене е протекъл успешно и лактобацилите и коките са запазени 
живи в количества, отговарящи на изискванията за пробиотичен продукт.

Пример 5. Преживяемост във времето при съхранение на стайна температура (20°-24°С)
За доказване преживяемостта на микроорганизмите във времето са изследвани броят и видовия
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състав на млечнокиселите бактерии в проби ИН1, ИВ1 и ИС1 от сухи диетични продукти, получени 
по метода, съгласно изобретението. Проба ИН1 е произведена през Май2011 година от суха стартерна 
култура, получена от изворната вода взета през Април 2011 година; Проба ИВ1 е произведена през 
Ноември 2011 година от суха стартерна култура, получена от изворната вода взета през Април 2011 
година и Проба ИС1 е произведена през Март 2010 година от суха стартерна култура, получена от 
изворната вода взета през Март 2010 година. Всички проби след производството им са съхранявани 
при стайна температура 18°С-24°С.

Видов състав на проби ИН1, ИВ1 и ИС1
И при трите проби преценката за численост е направена по броя на прерасналите колонии след 

посявка на десетократни разреждания от сух препарат върху среди М17 и MRS. Броят на коките и на 
пръчките е оценен както следва:

Проба ИН1 - 4,6 х 107 cfu/g коки и 3,5 х 107 cfu/g пръчки.
Проба ИВ1 - 5 ,9 х 107 cfu/g коки и 6,5 х 107 cfu/g пръчки.
Проба ИС1 - 4,9 х 107 cfu/g коки и 5,6 х 107 cfu/g пръчки.
Всички изолати коки са отнесени към вида Streptococcus thermophilus, докато пръчките са разде­

лени по видова принадлежност на Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus и 
Lactobacillus delbrueckii ssp. Lactis.

Видовият състав на пробите и числеността на отделните групи микроорганизми в тях (cfu/g), както 
и съотношението на отделните бактериални видове в пробите е представен в Таблица 4 по-долу.

ТнБлмца 4

ΠίΧΛί
ihcrnHjptikluJ tfetOnfacKAt 

sip. taclis

UcfUdaeJNirs 
«ШЪгаКЙД вар. 
Еча^ rriiJi

rjsfrWcu?
СИущ бран 
мвчмкмздпи

p га 11 юи и

ИН1 4,6 X 10' 5.1 X 10’ 1,4 Ji ιοτ 1,4 :< IO' 8 x 10r

ИВ1 5.9 κ 141' 7,Ex 10“ 2.9 X 10' 2,4 x 1(? 1.2 Jt 1Q’

ИС1 4,a xio'
H e,5xic^ 2,7x10' 2,6*10'' 1,1 я 10“

Резултатите от анализите, проведени в Лаборатория „ДНК-анализ“ на ЕЛБИ Булгарикум показват, 
че асоциацията от пробиотични щамове на млечнокисели микроорганизми, изолирана от изворна вода, 
съхранявана 22 месеца в проба ИС 1 (от Март 2010 доЯнуари2012) при температура 20°С-24°С, съдържа 
живи микроорганизми в количество, близко до тези, съдържащи се в пробата, произведена сравни­
телно най-късно - проба ИВ1. Следователно пробиотичната асоциация от щамове на млечнокисели 
микроорганизми, изолирана от изворна вода запазва жизнеността си при продължително съхранение 
на стайна температура. Последното е от особено значение с оглед предлагането в търговската мрежа 
на диетичните продукти, произведени по технологията, съгласно изобретението.

Пример 6. Преживяемост в гастроинтестиналния тракт
Преживяемостта на микроорганизмите, съгласно изобретението е установена чрез третиране на 

рехидратирани продукти, произведени със стартерна култура, съгласно изобретението, с изкуствен 
стомашен и чревен сок. Този експериментален метод, с който се цели наподобяване преминаването 
на микроорганизмите през гастроинтестиналния тракт на човека при екстремални условия, включва 
етапи както следва:

Стъпка 1. Приготвя се изкуствен стомашен сок със състав: Pepsin (Sigma, Р7000) - 0.175 % (w/v);
NaCl - 0.2% (w/v); pH 2,5 и в 9 ml от него се поставя 1 ml от воден разтвор на Проба ИВ1 (разреждане
1:1). Получената проба, условно означена GJ, се инкубира при 37°С в анаеробна среда в продължение
на 2 h. Отчитането на броя млечнокисели микроорганизми (cfu/ml) в проба GJ става към 0 h; 0,5 h;
1 h и 2 h.
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Стъпка 2. 1 ml от проба GJ, инкубирана в продължение на 2 h, означена условно като проба GJ-2, 
се поставя в 9 ml чревен сок със състав NaCl - 0.2% (w/v); NaHCO3 - l.l%(w/v); Trypsin (Sigma, T7409) - 
0.20.2% (w/v); bile salts (Oxoid, Code L55) - 0.9% и pH 8.0. Получената проба, условно означена като 
IJ, се инкубира при 37°С в анаеробна среда в продължение на 5 h. Броят на микроорганизмите в проба 
IJ се отчита към 0 h; 2.5 h и 5 h. Прагът на детекция на млечнокиселите микроорганизми при този 
анализ е 103 cfu/ml.

Резултатите за преживяемостта на пробиотичната асоциация, съгласно изобретението, в лабора­
торно приготвени храносмилателни сокове са обобщени на Таблици 5 и 6 по-долу. По-специално на 
Таблица 5 са представени резултатите за преживяемостта на отделните групи млечнокисели бактерии 
в продукт ИВ1 в изкуствен стомашен сок (проба GJ).

Таблица 6

"■■брой мн, в гцхЛя

Време Hi4··, 
инкубирана и·

StmptWOCCLS 
ifinnyicpfalftfi dMraacrtii asp·

Lectobacffltra 
iftltwrSii ssp iietveflrtui

□бщбрОЙ 
ш&чнашсап 
μ иивртсрг

Очасз Six 10' 7,3 x Hf 2,а И ID' 2,8x10' 1,2 X itf1

0,5 час 4.0 X 10' Б.1 x nr 2,4x 10f 2,5 s 1Qr 1 хЮ₽

1 час 3.7 х 10r 5.7 яИ}” 1.3x10·· 2,1 x 10' 0.2 л 10r

2 чяса t.3 s Iff 2,5 x1СГ 10“ 1 1 110^ 3.6 X 1Or

От получените резултати, описани в Таблица 5 става ясно, че млечнокиселите бактерии в пробио- 
тичен продукт ИВ1 преживяват в условията на изкуствен стомашен сок както следва: 83% преживяват 
30 min; 68% преживяват 1 h, а 30% от тях преживяват 2 h.

Резултатите за преживяемостта на отделните групи млечнокисели бактерии в продукт ИВ1 в из­
куствен чревен сок (проба IJ) е представено на Таблица 6 по-долу.

Таблицаβ

mk. ь np<№-a
1 N. thofmopMIus сШЬлмиДиг j cWbruecAH A due curs

Ο4«ι0ρ«α 
млечнокисел

iSp. iaM'S BBp. tKJfrJATjObLi riUHMDOOpr.

■ Време наХ

■ 0 чдс 1,3 ϊ 1(У ?,5 S 1(f Sill? 1.1 x 11/ 3fix 10f

2.3 чвса 1,9 х 10' 1,8 x Iff· 5,2 jt ICT 4,5 X 11/ 3.1 x 10'

1 5 часа «,7χ 10?* в,&л itf· 9,2 Л 10* s.iiio1’ 1,1 x 1D;

Резултатите, систематизирани в Таблица 6 показват, че около 10 % от млечнокиселите бактерии
в рехидратирания пробиотичен продукт ИВ 1 преживяват при екстремални експериментални условия
и двете последователни стъпки на анализа - 2 h в изкуствен стомашен сок и след това 5 h в изкуствен
чревен сок. Към седмия час на изследването в проба ИВ1 се съдържат живи пробиотични микроор-
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ганизми в количество над 107. От видовете млечнокисели бактерии, съдържащи се в проба ИВ1, с 
най-добра преживяемост е Lactobacillus helveticus.

Резултатите показват, че пробиотичната асоциация, съгласно изобретението, проявява много добра 
преживяемост и е устойчива след рехидратация в екстремални експериментални условия на стомаха 
и червата на човека. Микроорганизмите, съдържащи се в диетичните продукти, съгласно изобрете­
нието, поставени в екстремални експериментални условия остават в количество над 1 х 107, което е 
достатъчно, за да се адхезират към стените на червата и да се размножават.

Пример 7. Доказване на антимикробна активност на пробиотичната асоциация
Антимикробната активност на пробиотичната асоциация е доказана чрез установяване на бактерио­

статичен и бактерициден ефект на проба от сух продукт (проба ИВ1) посредством ямков дифузионен 
метод. Изследвани са взаимоотношенията между лиофилизпрания продукт и патогенни микроорганизми 
- еталонни култури, клинични изолати (чревни/фекални) и изолирани от храни патогени от следните 
видове: Escherichia coli серотипове 06, 044 и 0127, Salmonella групи С, В, D; Shigella flexneri, Listeria 
monocytogenes, Proteus mirabilis, Enterobacter sakazakii и Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes.

За целта, патогенните микроорганизми се посяват върху Nutrient agar (MERCK, 1.00427.0500), 
към който са добавени 0,5% жлъчни соли в концентрация 105 cfu/ml, а продукта предварително е ре- 
хидратиран със стерилна дестилирана вода в съотношение 1:3. Ямките, в които се накапва продукта 
са с обем 50 μΐ. Посевките се инкубират за 24 h в анаеробна среда. Резултатите от експерименталното 
изследване спрямо патогенни микроорганизми, при които е наблюдаван бактерициден (БЦ) и/или 
бактериостатичен (БС) ефект, са отчетени като милиметри стерилна зона или зона на потискане и 
са обобщени на Таблица 7 по-долу и показват, че продукта проявява добра антимикробна активност, 
включваща забележителен бактериостатичен ефект и умерен бактерициден ефект.

ИВ1РрН5,9

Таблица 7

Пзткхен БЦ (mm) EC |πιπΊ)

Р. mraJMfe 1 3

Srugetfa ,ιϊθτπειπ' ΰ 3

S. SnruuS 3B1 5 5

Б. auretrs 74& г 4

SsCrjtcvwia gr. B ϋ 2

E. coli 0-44 D 2

Заедно с това, изследванията за безопасност на продукта, представени на Таблица 8 по-долу показ­
ват, че продуктите, съдържащи пробиотичната асоциация от млечнокисели микроорганизми, съгласно 
изобретението, са безопасни за прием от човека.
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Таблица G

ПОКАЗАТЕЛИ ЧБТФДИ ЗА АнАПРЬ ХАРАКТЕРИСТИКА И

МОРНИ

РЕЗУЛТАТИ
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ЕИК SQМЮ КЙОр.О 1<П ОII·™

Юопифлрил в· 1.0 р <тт прсщуктв: 6ДС Й0й»11 ДВ HUCH-rcldi-ctiHrti СИГОМрР

ПЛСйСпл и дрооди 0 1.0 д йТ 
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БДС· SO 6611 Д а на се устонсояват СППВфЯ

Оорн на 
птички rktHMiH ■ 1 Oq dt 
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ЕДь ISO Θ&11 Дв на са ^стамяяьат Отлйь^м

ijEnrrwOl u (J.Zb д CT
тсдртгз:

ЩС ΙΜΪ57& Дн НИ Св yCTjHjtlfltlHl ΟΡΰΒίμ

KCd Гр nuj ΤΟΠΟΪΟΠϋΓΜΊ
|Ξ.aurcua] в 1Ω д στ

БЦСВОМ8Й-1 Ϊ. 3 Да μο ад ^craiuiaa- Chrceapu

Lirlefia пшлиДОшелм’ в Ζϊ.ϋ д БДС Ι5ΐι 1 Да he ct устансслва* Опсоврп

Ml rr®Vq Нв ПС-Мгн;· ι?Τ 0.5 Отговаря

________________

Пример 8. Хранителна добавка за здравословно хранене на хора с кафе
За получаване на хранителна добавка за здравословно хранене на хора с кафе, към 4 g диетичен 

млечен продукт на основата на пробиотичната асоциация, съгласно изобретението, получен както в 
Пример 3, се добавят 2 g инстантно кофеиново или безкофеиново кафе, 2 g суха сметана и 2 g декстроза 
монохидрат, сместа се хомогенизира и се опакова в алуминиево фолио.

Така полученият продукт има тонизиращ и здравословен ефект.
Пример 9. Хранителна добавка за здравословно хранене с екстракт на черна боровинка
За получаване на капсулна форма на диетичен продукт с екстракт на черна боровинка, към 240 mg 

продукт на основата на пробиотичната асоциация, съгласно изобретението, получен както в Пример 5 се 
добавят 10 mg сух екстракт на черна боровинка, стандартизиран към 25 %-но съдържание на антоцианиди 
и 20 mg декстроза монохидрат Получената смес се хомогенизира и се поставя в растителна капсула.

Продуктът се използва като хранителна добавка за поддържане на общото здравословно състояние 
на хората и очното им здраве.

Пример 10. Хранителна добавка с екстракт на папая
За получаване на капсулна форма на диетичен продукт с екстракт на папая, към 250 mg продукт на 

основата на пробиотичната асоциация, съгласно изобретението, получен както в Пример 5 се добавят 
15 mg сух екстракт на папая и 20 mg декстроза монохидрат. Получената смес се хомогенизира и се по­
ставя в желатинова капсула. Продуктът е приложим за поддържане и оптимизиране на телесното тегло.
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Патентни претенции

1. Асоциация от пробиотични млечнокисели микроорганизми, изолирана от природен водоизточник, 
включваща щамовете млечнокисели микроорганизми, депозирани в Чешката колекция за микроорга­
низми (ССМ) както следва:

щам Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus DWT1, регистриран в ССМ с № 7992;
щам Lactobacillus helveticus DWT2, регистриран в ССМ с № 7993;
щам Lactobacilliclus delbrueckii subsp. lactis DWT3, регистриран в ССМ с № 7994;
щам Streptococcus thermophillus DWT4, регистриран в ССМ с № 7992; 
щам Streptococcus thermophillus DWT5, регистриран в ССМ с № 7993; 
щам Streptococcus thermophillus DWT6, регистриран в ССМ с № 7994; 
щам Streptococcus thermophillus DWT7, регистриран в ССМ с № 7995 и 
щам Streptococcus thermophillus DWT8, регистриран в ССМ е № 7996.
2. Метод за получаване на диетичен млечен продукт от пробиотичната асоциация съглас­

но претенция 1, посредством заквасване със стартерна култура, ферментация и лиофилизация, 
характеризиращ се с това, че за получаване на стартерната култура, изолираните от природен 
водоизточник щамове млечнокисели микроорганизми се улавят и намножават чрез заквасване на 
стандартизирано и пастьоризирано мляко с изворна вода в съотношение 2:1, а получената биомаса 
се влага в стандартизирано и пастьоризирано мляко в съотношение 10:0,3 с последваща фермен­
тация и лиофилизация.

3. Диетичен млечен продукт съгласно претенции 1 и 2, характеризиращ се с това, че след лио­
филизация съдържа живи клетки от пробиотичната асоциация в концентрация от 8,0 х 107 cfu/g до 
1,2 х 108 cfu/g, от които концентрацията на живи клетки от щамовете Streptococcus thermophilus е в 
границите от 4,6 х 107 cfu/g до 5,9 х 107 cfu/g, в това число щам Streptococcus thermophillus DWT4, 
регистриран в ССМ с № 7992, щам Streptococcus thermophillus DWT5, регистриран в ССМ с № 7993, 
щам Streptococcus thermophillus DWT6, регистриран в ССМ с № 7994, щам Streptococcus thermophillus 
DWT7, регистриран в ССМ с № 7995 и щам Streptococcus thermophillus DWT8, регистриран в ССМ 
с № 7996, а концентрацията на живи клетки от щам Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, регистриран в 
ССМ с № 7994 е в границите от 6,1 х 106 cfu/g до 7,8 х 106 cfu/g, концентрацията на живи клетки от 
щам Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, регистриран в ССМ с № 7992 е в границите от 1,4 х 107 
cfu/g до 2,9 х 107 cfu/g и концентрацията на живи клетки от щам Lactobacillus helveticus, регистриран 
в ССМ с № 7993 е в границите от 1,4 х 107до 2,8 х 107 cfu/g.

4. Диетичен млечен продукт съгласно претенции от 1 до 3, характеризиращ се с това, че след съх­
ранение на температура от 20°С до 24°С в продължение на повече от 22 месеца съдържа концентрация 
на живи клетки от пробиотичната асоциация от 8,0 х 107 cfu/g до 1,2 х 108 cfu/g, от които концентра­
цията на живи клетки от щамовете Streptococcus thermophilus е в границите от 4,6 х 107 cfu/g до 5,9 
х 107 cfu/g, в това число щам Streptococcus thermophillus DWT4, регистриран в ССМ с № 7992, щам 
Streptococcus thermophillus DWT5, регистриран в ССМ с № 7993, щам Streptococcus thermophillus 
DWT6, регистриран в ССМ с № 7994, щам Streptococcus thermophillus DWT7, регистриран в ССМ с 
№ 7995 и щам Streptococcus thermophillus DWT8, регистриран в ССМ с № 7996, а концентрацията на 
живи клетки от щам Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, регистриран в ССМ с № 7994 е в границите от 
6,1 х 106 cfu/g до 7,8 х 106 cfu/g, концентрацията на живи клетки от щам Lactobacillus delbrueckii ssp. 
bulgaricus, регистриран в ССМ с № 7992 е в границите от 1,4 х 107 cfu/g до 2,9 х 107 cfu/g и концентра­
цията на живи клетки от щам Lactobacillus helveticus, регистриран в ССМ с № 7993 е в границите от 
1,4 х 107до 2,8 х 107 cfu/g.

5. Диетичен млечен продукт съгласно претенции от 1 до 4, характеризиращ се с това, че след 
рехидратация и при експериментални екстремални условия на стомашно-чревния тракт съдържа кон­
центрация на живи клетки от пробиотичната асоциация не по-малко от 1,1 х 107 cfu/g.

6. Хранителна добавка за здравословно хранене на хора, характеризираща се с това, че включва 
диетичният млечен продукт съгласно претенции от 3 до 5 в комбинация с инстантно кафе и/или 
какао и/или сух екстракт на черна боровинка и/или сух екстракт на папая и/или масла и/или сухи 
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добавки, избрани от групата, включваща растителни екстракти, фибри, ензими и мед.
Приложение: 13 фигури
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МАКРО РЕСТРИКЦИОННИ ПРОФИЛИ НА ИЗСЛЕДВАНИ ИЗОЛАТИ МЛЕЧНОКИСЕЛИ
БАКТЕРИИ

Фигура 1. Макрорестрикцмонен профил, получен след реотрикция с ензима Зг?а1 на геномна 
ДНК рт имшати «а Strepfococci/s thermophilus от гроба ИН1

Легенда.
Пътека 1 — изолат Streptococcus iharrnophilus Ϊ2Σ 
Пътека 2 - изолат Streptococcus rftenrap/iiJus i21 
Пътен? 3 — изрлдгг Streptococcus fftenrrqpfiJus i24 
Пъта 4 - изолат Streptococcus lAermop/iiJui i26 
Пътека 5 - MS&naff Streptococcus СйагторЛШ$ 131 
Пътека S - иарлат Sto? p to coccus toenTippfi/Jirs iS2 
Пътека 7 - изолат Streptococcus toemiqpw.j 134 
m - пулсрв мзрк?р 9/1-290 kbp (Sigma)
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тп 1 2 3456m

291.0-
242.5-

134.0- *

145.5- w

97.0-

4S.5-

23 I- *

9 4.

бб-
Фигура i, Макрорестрикциймем профил получен с.пер рестрикция е ензима Xftiji не геномна ДНК от 

изолзти от проба И Hl

Л&ГйиДЗ:
Пътека 1 - изолат LactaBacidus JjsjVebcui-11 in
Пътека 2 - изолат LectobBcHfits heiveteus i5m
Пътека 3 - иаслат L daJbraecfcj ssp bulgaricus ϊ2πί 
Пътека 4 - иаолат L. бвЯтгбскИ ssp дифалии ids 
Пътека 5 - изолят ι_. tfeibnsecku ssp. facets 13 L 
пътека 6 - изолат L. ssp facf/s i74_
m - пулсое маркер 0,1-200 kbp (Signa)
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kb#

392

210

1Й5
174

135

_________ 105
Si

__________ 52 + 45 * 34

Фигура з, Макрйрестри1щя1ймйм профил получен след рестрикция с ензима Smaf на геномна ДНК от 
изолат Sfrepfococcus toamicipMus <22 от rtpo&a И Hl c указани размери ма получените рестриктни 

фрагменти

Легенда.
Пътека 1 - изолат Streptococcus tfiermopMi/ff i22 
m - пулсов маркер 0,1-200 kbp [Sigma}
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кср

kbp m 1 2

3SS-
340-
291.0-

342

242.5-

194.0-

145.5-

319
199

157
1W

97.0-

48.5-

10$

&S

5ί
42

27,5

23.1-

9.4- 9,5

Фигура 4 МаирорестршЦИОНен профил ПйЛучвн след рвсгринции о енгима ffmgl на геномна ДНК ОГ 
изолагг SJrepJocotwus ifiermophitos i21 ог проба И Н1 с указани размери на получените рестриктни 

фрагменти

Легенда:
Пътека 1 - иййлйт SirepiocDccas Ϊ22
Пътека 2 - изалят StrepJocbccas №&.гтедШз i21 
т - пулсав маркер 0,1-200 khp (Sigma)
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khp

_________ 254

_ 22D

1821Т6

__________ 142

_________ 1J1+ 116

__________ 94

________  46 + 49

________ 41

Фигура 5. макрорестрикционен профил пппучен спед рестрииция с ензима Зтй на геномна ДНК от 
изолат Sfrepfococctrs ifiefrncp/jiius 126 от проба и Hi с указани размери на получените рестриктни 

фрагменти

Легенда:
Пътека 1 - изолаи SfreptacoDCL/a thermophUus i!2 
Пътека 2 - изолат Step/OCOCCWS thermophilic i2l 
Пътека 3 - имлат SlrepJococcus Iharmophilus i24 
Пътека 4 - изопаг Strepiococcrzs thermophiiiis i26 
m - пулсов маркер 0,1-200 kbp (Sigma)
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Фигура fi. Макрорйсгрмкционен профил получен след рестршция с ензима Sirral на геномна ДНК ст 
ьчолат Streptococcus ЩетгтюрЛЯу.ч *31  от проба И Н И С указзни размери на получените рестриктни 

фрагменти

Л&п&нда.'
Пътека 1 - изолат SlteptOCOCCuS theffi№fjtri!uS i22 
Пътека 2 - ИЗОЛат Streptococcus /ЛепрррЛ Jus i21 
Пътека 3 - изолат Streptococcus ГЛег/гмрЛ^и5 i24 
Пътека 4 — изолат Streptococcus theimaphihis ίϊ6 
Пътека 5 - изйлат Streptococcus ГЛйглмрЛгю^ i31 
πί - пулс® маркар 0.1-200 Kbp (Sigma)
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Фигура 7. Мекроредтри кцианан профил получен след рестрикция с ензима Smal на геномна ДНК пт 
изопат Streptococcus ffiotmophtlvs 132 ст проба И Н1 с указани размери на получените рестрити* 

фрагменти

Легенда:
Пътека 1 - изолат Streptococcus №вгггюрП№з \22 
Пътека 2 — изолеп St/^pteicnccuz fhennophihss i21 
Пътека S - изолат Streptococcus memopnilus ίί4 
Пътека 4 — изолат Streptococcus tbermophilua i2Q 
Пътека 5 - изолат Streptococcus toftnnqpftrtos i31 
Пътека 6 — изолат Streptococcus toernicyrhitus i32 
■П - ПуЛЗДа маркер 0.1-200 kbp (Sigma)
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hbp

Фигура ΐ. Мокра рестрнкцнонен пргкрнп гплрин след рестрннцня с ензнмз >:hd на ге>иина ДНК от 
Н>?-ГнТ|Ч Нш рт ПМСе И HI ί yiSMHP рмими кй получените Р«лрЛ|СПчп

фрагменти

Лййида.
π^τΐιί 1 - пипат LacMflcWs taMefchs 11m 
ГТ1- пулев*  щрвд Q.1-3W йр (5em&)
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hbp

, 145

______  137

_____ _ 1*Т
14

______ 1И

______  113

______ 1М
«

______

_________ 17 + +3

И
w+ if

_________________________ И +19,7

14J
______ 15J
______ 1U

______ 11,1

______  9.1

Фнгр-рз Й·. ПрйфиЛ АйН/чет1 СПвД ц+лтрнч/ля < ΧΛΐΐΙ иа гвм^ив ДНК 4тт
«·Κ·Γ<* τη {ftiHiRW-Wi' 5W ftrjrtjwiixu ι2πί ат прс&а И Hl с ргаланн разпери на пол^-кмите

рестрнктнн фратлснти

ΠίΙίΗίί·
Пушека 1 -нмпет 1.кЯ*9силз  пел^бящит
Пътдо? S - искппат hntoteus βτπ
пътека 3 - ииплт L. de&vuKJtii ир ΕυΙιρπΰΒ'ί i2m 
m -пупссв wqj<ep 0,1 -2ΐΙϋ kbp iSfinli)
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* ■LiS·-.1·

kbp m 1 2 3 A 5

2$1.ΰ·

ч

242.5- .1. F. ■ ■

194.0-

145.5- *
-1*

97 0. —■. '■w^wr

MM
--- 777

► —

11^0'

4Б.5- * s , . br ■

23.1- Js
-· 4

**

____ ·Μ
______ irt

_________ ΤΊ » Bt·

5'4 

έ6·

________________ JI + it +]i

_____1M + 1T.T
______H Λ

______ 1U

____

Фн«трв 15 МйцМ(№91рП1ЦПан^1 П(Иф*П  -ИНД pKTpniryHfl lj ОДрнф \1lCH Hi Γ(κί·ΗΗ, ДНИ (jT
н»лрта сШйлмсАи ир facta i3L ат прсйа И Hl с у из а ни лажкрн на получените

рвйТрНКТНН φ0ΐ[4ίΗ1*1

Г>-и-ша.
Пътеи 1 - ΗΚιΠΕΠ 1ЛСГс*м№з ЛрЛчРсу® Пт 
Път?кг Ц — иго пит LOCtePfUMlS .hoiVatens Ιϋίϊΐ 
Пътека 3 ■-■ изолат 1. dntvuertuaap bu(gancua i2m 
Пътека 4 — изолат 1. ййЬпжЛи зар Ьийзпсъа Η,χ 
Пътеки 5 ■-■ лззлат 1. rMtyuecku зар. fxta QL 
m -пулепв маркер 0,1 ·3ΰ5 kbp |Sigma)
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МАКРОРЕСТРИКЦИОННИ ПРОФИЛИ НА ИЗСЛЕДВАНИ ИЗОЛАТИ МЛЕЧНОКИСЕЛИ 
БАКТЕРИИ

Фигура 11. U вкрорестрикционен профт получен спад рестрикция с внзи1ла Smal на геномна ДНК от 
изопати Streptococcus ГЛепнсрЛг^з от изследваните проби

Легенда
Пътека 5 - Проба П£, нмлат Streptococcus ihgnnephilua Пк2Н 
Пътека 6 - Проба П2, иМЛЯГ Streptococcus IhtfmOfiMus Πκ2ί2 
Пътека 7 - Проба П1, им лят Streptococcus ihermophitejs Пк1И 
Пътека £ - Проба Πΐ, иоолат Streptococci ihwmopMus ПкШ 
Пътека 9 - Проба Π1, им лят Streptococcus IhermophiSus Πκ1ί3 
Μ - пулсов маркер £1,1-200 kbp (Sigma)
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Фигура 12. Накрорвстрикционен профил получен след ресгрикция с ензима Х/?г1 на геномна ДНК от 
Hjonsf™ (.a^tat^asdi^reetfciissp. facfa от изследваните проби

Легенда.
Пътека 1 - ПроЕй пз, нзопат L aeibniec^i ssp tevtfc ПпЗ/ι 
Пътека 2 - Проба ПЗ, изопат L ВвМл/шаскн ssp. fact's ПпЗ/З 
Пътека з - проба ПЗ, иаспат L delfyuecfw ssp. facts ПпЗ/б 
Пътека 4 - Проба ПЗ, изопвгг i_ delbraecicw ssp. Jacirs ПпЗЩ 
Пътека 5 - Проба П2, м»лат L. defbrtieckii sap. )айь? ПпЗЧ 
Пътека 6 - Проба П2„ изолагг L tfefbnteckii ззр. fecirs. Ππ3ί3 
Пътека 7 - Проба П2. изолат L deitm^ckiissp. Jadfe Πη2Μ 
Пътека В - Проба П2. изолаг L detbruaekii tsp. J&cPs (In2f5 
Μ - пупсое маркер Q,t-2M kbp (Sigma)
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1 2 3 4 5 М

КЬр

291 0 -
242.5 -

194 Ο­

Ι 45 5 -

97.0 -

48.5-

23.1 -

9.4-

Фигура 13. Макрорестрикционен профил получен след рестрннция с ензима ΧϊιοΙ на геномна ДНК от 
изолат™ Lactobacillus cfelbrtjetfcjrfiap. tectis от изследваните проби

Легенда-
Пътека 1 - Проба ПЗ, изолвгг L. deStinmokfi ssp, factis ПпЗ^б
Пътека 2 - Проба П2, изолат L rfelbrueckt) ssp. Jactra Пп2/3
Пътека 5 - Изолат L. delbrueckii ззр Jacfe i3L от проба И Ш(Протоюйп 24.S.T 1 г) 
м - пулсоа маркер 0.1-200 kbp (Sigma)


