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Inventia se referd la industria laptelui, in parti-

cular la un procedeu de cultivare a bacteriilor lac-
tice.

Procedeul de cultivare a bacteriilor lactice
include pregitirea mediului de culturd, care contine
lapte sterilizat §i rdcit pand la temperatura de
insdméintare, addugarea in mediul pregatit a culturii
de bacterii lactice, cultivarea si separarea lor. Pentru
insdmAntare se utilizeaza bacterii lactice, crescute pe
un mediu nutritiv ce constd din iaurt:lapte paste-
urizat sau din lapte batut:lapte de vacd proaspat
pasteurizat, luate in raportul de volum de 1:10, si
liofilizate, care se adauga in mediul de culturd prin
agitare la temperaturd constanta, dupd aceea, con-
form primei variante, mediul de culturd se imobili-
zeazd intr-o matrice poroasd, cultivarea bacteriilor
lactice se efectucazi la temperatura de 36...40°C
timp de 2...3 ore cu eliminarea acidului lactic
format prin elutie continud in fazd apoasa mobila,
care se separd de matricea cu mediul de culturd
imobilizat §i dupa separarea acidului lactic de faza
apoasd se returneaza in mediul de cultura.

Procedeul de cultivare a bacteriilor lactice
conform variantei a doua include introducerea in

2
mediul de culturd a unui agent bazic cu grad de
puritate alimentar, insolubil in el, care in pericada
5 cultivérii fixeazd continuu acidul lactic format in
mediul de culturd cu realizarea continud a ciclului
de introducere, evacuare §i regenerare a agentului
bazic si de extractie si separare a acidului lactic.
Procedeul de cultivare a bacteriilor lactice
conform variantei a treia include imersarea in
mediul de culturd a unei matrice solide insolubile
din rdgini schimbétoare de anioni, completate cu
grupiri OH" schimbabile, de tipul R"OH, cu care, in
perioada de cultivare, prin realizarea continud a
ciclului de imersare, evacuare §i regenerare a rasinii
15intr-o solutie de hidroxid de sodiu, se fixeazi
continuu anionul lactic, iar cu gruparea OH" liberd
se realizeazd neutralizarea concomitentd a proto-
nului cu formarea fazei apoase, care se separd de
mediul de culturd cu extragerea si separarea ulte-
rioard a acidului lactic.
Revendicari: 8
Figuri: 3
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Descriere:

Inventia se referd la industria laptelui, in particular la un procedeu de cultivare a bacteriilor
lactice.

Procedeele de dezvoltare a culturilor pentru producerea produselor acido-lactice sunt, in general,
aceleasi pentru toate aceste produse, avand la bazi metoda clasica, variind numai conditiile de
termostatare in faza de fermentare a mediului de culturd in functie de componenta microbiologicd a
culturii dorite a fi selectionatd [1].

Dezavantajele acestor procedee de cultivare a bacteriilor lactice constau in dificultatea de a
mentine compozitia mediului de culturd optima si stabild. Compozitia mediului se modificd in timp pe
masura consumdrii substantelor nutritive de citre microorganisme i in urma formarii metabolice de
noi substante.

Procedeul clasic de cultivare a bacteriilor lactice care serveste ca cea mai apropiata solutie consta
in sterilizarea (pasteurizarea) laptelui la temperatura de 63...72°C timp de 0,5 h, ricirea laptelui pand
la temperatura de insdmantare (40...48°C) timp de 0,25...0,50 h, addugarea in lapte a culturii liofilizate
de Insiméntare, cultivarea bacteriilor la temperatura de 36...40°C si separarea lor [2].

Din punct de vedere tehnologic, cultivarea bacteriilor lactice este inhibatad de doud procese:

1) cresterea progresiva a pH-ului in mediul de cultur, urmatd de conversia lactozei in acid lactic;

2) acumularea de grupe lactice.

Aceste doud procese conjugate au un efect nefast asupra randamentului de crestere si dezvoltare
celulara.

in procedeele cunoscute nu se elimini anionul lactic, principalul inhibitor al dezvoltirii celulare.

Astfel, dezavantajele procedeului clasic sunt pierderile mari de bacterii in procesul fermentativ si
productivitatea redusd de bacterii lactice, care are drept consecintd reducerea ritmului de crestere a
bacteriilor si cresterea pretului de cost al culturilor finale selectionate. Prin urmare, conform datelor
statistice de laborator cresterea bacteriilor lactice de la concentratia initiald de 5...50 celule/cm’ pani
la concentratia finali de 20...30 milioane celule/cm® dureazi 8...12 h.

Problema pe care o solutioneaza grupul propus de inventii consta in elaborarea unei tehnologii de
cultivare a bacteriilor lactice, care sd asigure un ritm inalt de crestere a lor in timpul procesului
fermentativ si sa reducd considerabil pretul de cost al culturilor finale selectionate.

Problema abordatd se solutioneaza prin realizarea procedeului de cultivare a bacteriilor lactice ce
include pregitirea mediului de culturd, care contine lapte sterilizat si racit pand la temperatura de
insdmantare, addugarea in mediul pregatit a culturii de bacterii lactice, cultivarea si separarea lor.
Pentru insdmantare se utilizeaza bacterii lactice, crescute pe un mediu nutritiv ce constad din iaurt:lapte
pasteurizat sau din lapte batut:lapte de vaci proaspit pasteurizat, luate in raportul de volum de 1:10, si
liofilizate, care se adaugd in mediul de culturd prin agitare la temperaturd constantd, dupd aceea,
conform primei variante, mediul de culturd se imobilizeazd intr-o matrice poroasd, cultivarea
bacteriilor lactice se efectueaza la temperatura de 36...40°C timp de 2...3 ore cu eliminarea acidului
lactic format prin elutie continud in faza apoasd mobild, care se separd de matricea cu mediul de
culturd imobilizat si dupd separarea acidului lactic de faza apoasa se returneaza in mediul de culturi.

Procedeul de cultivare a bacteriilor lactice conform variantei a doua include introducerea in mediul
de culturd a unui agent bazic cu grad de puritate alimentar, insolubil in el, care in perioada cultivarii
fixeazd continuu acidul lactic format in mediul de culturd cu realizarea continud a ciclului de
introducere, evacuare §i regenerare a agentului bazic si de extractie si separare a acidului lactic.

Procedeul de cultivare a bacteriilor lactice conform variantei a treia include imersarea in mediul
de culturd a unei matrice solide insolubile din risini schimbéatoare de anioni, completate cu grupari
OH' schimbabile, de tipul R“OH’, cu care, in perioada de cultivare, prin realizarea continui a ciclului
de imersare, evacuare §i regenerare a rasinii intr-o solutie de hidroxid de sodiu, se fixeazi continuu
anionul lactic, iar cu gruparea OH liberd se realizeaza neutralizarea concomitentd a protonului cu
formarea fazei apoase, care se separd de mediul de culturd cu extragerea si separarea ulterioard a
acidului lactic.

In toate aceste variante, procedeul de fermentare se realizeazi timp de 2...3 h.

Rezultatul obtinut prin realizarea grupului propus de inventii consta in:

- reducerea de 4 ori a perioadei de realizare a fazei de cultivare a bacteriilor lactice;

- cresterea de 2...3 ori a productivitatii de crestere a culturilor finale;

- intensificarea cu 50...70% a ritmului de crestere a bacteriilor in procesul fermentativ;

- reducerea cu 30...60% a pretului de cost al bacteriilor lactice pentru producerea industriald a
produselor acido-lactice (laptelui acru, chefirului, laptelui batut, branzeturilor etc.), in functie de
procedeul realizat;
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- utilizarea unor materiale ieftine, accesibile, cu duratd de viatd practic nelimitatd, care nu
afecteazd proprietitile alimentare ale produselor lactice §i care nu prezintd nici un risc pentru
sdndtatea consumatorului;

- obtinerea suplimentard a acidului lactic — un produs pretios pentru industriile alimentara,
chimicd, pieldriei, medicind si zootehnie.

Obtinerea rezultatului indicat se datoreaza faptului ca in grupul propus de inventii:

- acidul lactic care inhiba cresterea si multiplicarea celulard a bacteriilor lactice, folosite la
fabricarea branzeturilor si produselor acido-lactice, se elimind din mediul de culturg;

- contrar metodelor cunoscute, care nu elimind anionul lactic, principalul inhibitor al dezvoltarii
celulare, tehnologia propusd preconizeazd fixarea acestui ion de catre materiale schimbatoare de
anioni;

- eliminarea acidului lactic, care constituie principalul obiectiv al prezentului grup de inventii,
este realizatd prin folosirea de materiale insolubile, cu grad de puritate alimentar si cu caracter bazic;

- materiale insolubile performante si de interes tehnologic, care corespund cerintelor de mai sus,
pot fi obtinute pe bazi de ragini schimbétoare de anioni;

- materiale insolubile performante si de interes tehnologic, care corespund cerintelor de mai sus,
pot fi de asemenea obtinute pe bazi de argile anionice de hidrotalcit, avind o structurd similard cu cea
a pansamentelor gastrice folosite in tratarea hiperaciditatii la oameni;

- argilele anionice de tip hidrotalcit, cu grad de puritate alimentar pot fi sintetizate in laborator pe
baza de carbonat de calciu, magneziu si aluminat de sodiu, dupa o perioadd de imbatranire de 6
saptimani;

- argilele anionice pot fi conditionate sub forma de pastile poroase sau sub formd de placi, ce se
introduc in mediul de culturd pentru eliminarea acidului lactic;

- dupd multiplicarea si cresterea celulara, pastilele sau plécile de argild insolubila pot fi extrase,
spalate si regenerate cu NaOH;

- durata de viatd (folosire) a unor astfel de materiale si dispozitive este practic nelimitata.

Inventiile se explicd prin desenele din fig. 1...3, care reprezinta:

- fig. 1, schema tehnologicd a procedeului de cultivare a bacteriilor lactice prin imobilizarea
mediului de culturd si elutia continua a acidului lactic in faza apoasa mobila (prima varianta);

- fig. 2, schema tehnologicd a procedeului de cultivare a bacteriilor lactice prin mentinerea
mediului de culturd in stare fluida si fixarea continud a acidului lactic cu o fazi dispersi lichida sau pe
o matrice solidd insolubila cu caracter bazic si grad de puritate alimentar (varianta a doua);

- fig. 3, schema tehnologicd a procedeului de cultivare a bacteriilor lactice prin mentinerea
mediului lapte-culturd in stare fluidd si fixarea continud a grupdrii lactat pe o matrice solidd
insolubild, din categoria rasinilor schimbdtoare de anioni, in forma OH (varianta a treia).

Comun pentru toate variantele procedeului de cultivare a bacteriilor lactice este sterilizarea
(pasteurizarea) laptelui la temperatura de 63...72°C timp de 0,5 h, ricirea laptelui pand la temperatura
de insimantare (40..48°C) timp de 0,25..0,50 h, adiugarea in lapte a culturii liofilizate de
insdmantare, cultivarea lor timp de 2...3 h In regim de agitare la temperatur constantd de 36...40°C si
separarea bacteriilor lactice (fig. 1...3).

Ca produse initiale se folosesc laptele proaspat si una din culturile traditionale utilizate in
industria laptelui, cum ar fi Lactobacillus bulgaricus (pentru fermentarea laptelui), Lactobacillus
acidophilus (pentru fermentarea acidd a laptelui), Lactobacillus casei (pentru fermentarea si
maturarea branzeturilor), Lactobacillus longum (pentru coagularea laptelui), Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus leichamanni, Streptococcus lactis (cu actiune acidd), Streptococcus
cremonis (pentru asigurarea consistentei cremoase a laptelui), Streptococcus thermophillus (pentru
fermentarea laptelui), Streptococcus diacetilactis, Streptococcus cytrovorus si  Streptococcus
paracytrovorus (cu actiune aromatizantd), Bacterium shermani (pentru fermentatia propionica a
laptelui) etc.

Compozitia mediului de culturd include:

iaurt, lapte batut sau alt mediu in care au fost crescute bacteriile lactice — 1 ml;

lapte pasteurizat sau lapte de vaca proaspit pasteurizat — 10 ml;

culturi lactice specifice din grupul celor enumerate mai sus.

Conform primei variante a procedeului propus (fig. 1), mediul de culturd se imobilizeaza intr-o
matrice poroasd, acidul lactic, format in perioada de fermentare, se elimina prin elutie continud in faza
apoasd mobild, care in regim de recirculatie se separd de matricea cu mediul de culturd imobilizat, se
elibereazd de acidul lactic si se returneaz in mediul de culturd, dupa fermentare, mediul de culturd se
separd de matricea poroasd, iar matricea se regenereaza.

Ca produse initiale se folosesc lapte proaspat, apa si una din culturile traditionale enumerate mai
sus.
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Ca matrice poroase se folosesc matrice solide din categoriile polimerilor organici i minerali, spre
exemplu de tipul argilei montmorilonit, sau matrice poroase semisolide din categoriile celulozei si
gelurilor.

Conform variantei a doua (fig. 2), in mediul de culturd fluid se imerseazd un agent bazic cu grad
de puritate alimentar, insolubil in mediul de culturd, cu care, in perioada fermentarii, se fixeaza
continuu acidul lactic prin realizarea continud a ciclului de imersare, evacuare s§i regenerare a
agentului bazic si de extractie si separare a acidului lactic de mediul de regenerare.

Ca agent bazic se utilizeaza:

a) o faza dispersa lichidd, formata dintr-o substantd organicd din categoria chelatilor, dizolvata
intr-un lichid gras, comestibil, din clasa uleiurilor vegetale si grasimilor animale, fixarea continua a
acidului lactic se realizeaza prin organizarea unei miscari relative intre faza dispersd si mediul de
culturd, iar, inainte de evacuare, se efectueazi separarea fazei disperse de mediul de culturd.

b) o matrice solida insolubild, spre exemplu o argild din categoria celor folosite in medicind ca
pansamente gastrice, care se regenereaza prin spilare si impregnare intr-o solutie de hidroxid de
sodiu.

in varianta a treia (fig. 3), dupa formare, in mediul de cultur fluid se imerseazi o matrice solida
insolubild, din categoria risinilor schimbétoare de anioni, completate cu grupari OH schimbabile, de
tipul R"OH’, cu care, in perioada de fermentare, prin realizarea continui a ciclului de imersare,
evacuare §i regenerare a rasinii intr-o solutie de hidroxid de sodiu, se fixeaza continuu anionul lactic,
iar cu gruparea OH eliberata se realizeaza neutralizarea concomitentd a protonului cu formarea fazei
apoase, care se separd de mediul de culturd i se returneaza in mediul de regenerare, si cu extractia si
separarea acidului lactic de mediul de regenerare.

Modalitatile de realizare a procedeului de cultivare a bacteriilor lactice in variantele propuse sunt
conditionate de trei factori esentiali:

1) viteza de fixare a grupdrii lactat;

2) viteza de eliminare (inlaturare) a grupdrii lactat si de regenerare;

3) capacitatea de fixare a gruparii lactat.

Separarea acidului lactic din mediul de regenerare sau din solutia apoasa se realizeaza printr-un
procedeu cunoscut, spre exemplu, prin tratarea cu hidroxid de calciu cu obtinerea lactatului de calciu.
Dupd depunerea precipitatului, lichidul este decantat, iar sedimentul este trecut prin filtru. Lichidul se
trateazd cu acid sulfuric pind la reactie acidd pentru descompunerea de calciu. Dupd filtrarea
sulfatului de calciu format, solutia diluatd de acid lactic se concentreazd pand la aproximativ 50%,
obtindndu-se o solutie concentratd, numitd ,,acid lactic de uz tehnic”. Prin concentrarea acidului lactic
la presiune scizutd pand la concentratia de 50...80% se obtine acid lactic brut, care poate fi folosit in
industrie, fie purificat prin recristalizarea lactatului de calciu si tratarea ulterioard cu acid sulfuric,
obtindndu-se acid lactic liber.

Data fiind complexitatea solutiilor tehnice adoptate si propuse in prezentul grup de inventii, s-a
realizat un studiu statistic al procedeului de cultivare a bacteriilor lactice cu ajutorul unui program
factorial, care a tinut cont de efectele individuale ale tuturor parametrilor, cit si de interactiunile
acestora care pot fi eventual sinergetice. Un astfel de studiu a necesitat un numar mic de incercari
experimentale, realizate in timp scurt si cu cheltuieli neglijabile.

Metodologia testarilor experimentale include realizarea a doud serii de experimente.

fn prima din ele, s-a realizat procedeul de cultivare a bacteriilor lactice. Pentru insiméntarea
laptelui pasteurizat (producdtor S.C. Prolabac S.A., Bacdu, aciditate 14...16°T, grasime 1,8%) sau a
laptelui proaspét de vaca pasteurizat, s-au utilizat culturi bacteriene crescute in mediu de iaurt si de
lapte batut (producdtor MAMY'S Lactate, Sibiu), in proportie volumicd ,,iaurt/Lapte pasteurizat” sau
., Lapte batut/lapte proaspdt vacd pasteurizat” de 1:10.

In cazul ,lapte batut/lapte proaspit vacd pasteurizat” compozitia mediului lapte-culturi contine:

lapte batut MAMY'S Lactate, Sibiu — 1 ml;

lapte proaspdt vacd pasteurizat — 10 ml;

culturi lactice specifice din grupul celor enumerate mai sus.

Compozitia laptelui proaspat vaci pasteurizat (valoarea energetica

64 kcal/100 g):

substante nutritive — 100 g;

grasimi —2 g;

hidrocarbonati — 3,9 g;

proteine — 3,2 g;

calciu — 125 mg;

substante uscate — 11 g.
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Dupa un anumit timp, bacteriile lactice incepeau sa se dezvolte, acidul lactic format la realizarea
uneia din variantele propuse ale procedeului de cultivare a bacteriilor lactice era partial si progresiv
eliminat din mediul lapte-culturd-fermentarea L.

fn aceleasi conditii de temperaturd si aciditate s-a stabilit ¢4 ritmul de crestere si dezvoltare a
populatiei de bacterii lactice nu depinde substantial de mediul lapte-culturd utilizat, de aceea in
exemplele ce urmeaza sunt prezentate rezultatele pentru ambele medii lapte-cultura.

in seria a doua de experimente, maiaua (mediul de culturd crescut), obtinuti in procesul de
fermentare I, era folositd la coagularea laptelui pasteurizat (producdtor S.C. Prolabac S.A., Baciu,
aciditate 14...16°T, grisime 1,8%)- fermentarea II, pentru determinarea gradului de eficientd a
fermentului lactic preparat, care era estimat in functie de viteza de crestere a acidititii laptelui
Insdmantat in procesul de fermentare II.

Prin probe organoleptice s-au determinat proprietatile produsului acido-lactic (aspectul,
consistenta, gustul, mirosul), fiecare rdspuns apreciindu-se cu note de la 0 la 10 conform urmétorului
punctaj:

0 ... 2,5 nesatisfacitor;

2,5 ... 5 insuficient;

5 ... T acceptabil;

7...9bun;

9 ... 10 foarte bun.

Exemplul 1 (prima varianta)

Laptele proaspét de vacd s-a sterilizat prin pasteurizare la temperatura de 70°C timp de 0,5 h.
Dupd ricirea laptelui pand la temperatura de insimantare de 45°C timp de 0,3 h, in lapte s-a addugat
in proportie volumica de 1:10 culturd de bacterii Lactobacillus acidophilus crescute in mediu de lapte
batut (producdtor MAMY'S Lactate, Sibiu).

Cultivarea bacteriilor lactice s-a realizat in regim de agitare la temperaturd constantd de 37°C.
Mediul de culturd s-a imobilizat intr-o matrice poroasd, acidul lactic, format in perioada de
fermentare, s-a eliminat prin elutie continud in faza apoasa mobild, care in regim de recirculatie s-a
separat de matricea cu mediul de culturd imobilizat, s-a eliberat de acidul lactic si s-a returnat in
mediul de cultura. Dupa fermentare, mediul de culturd s-a separat de matricea poroasd, iar matricea s-
a regenerat. Separarea acidului lactic din mediul de regenerare sau din solutia apoasa s-a realizat prin
procedeul cunoscut, descris mai sus.

Durata perioadei de fermentare depinde de doza agentului de reducere a concentratiei acidului
lactic, care in aceastd variantd a fost dozatd prin variatia cantititii de matrice de imobilizare si a
gradului de separare (indepértare) a acidului lactic din solutia apoasd. Drept criteriu de incepere a
perioadei de fermentare a fost aleasd concentratia initiald de celule in mediul culturd-lapte de 20
celule/m’, iar in calitate de criteriu de finalizare a perioadei de fermentare a fost aleasi concentratia
finali a populatiei de bacterii de 25 milioane celule/m’.

In aceastd variantd au fost studiate trei modalititi alternative de realizare a procesului de elutie
continud (scdderea in concentratie) a acidului lactic:

1) mediul de culturd a fost imobilizat in pat fix, in conditii in care acidul lactic n-a fost antrenat de
nici una din faze, mediul lapte-culturd mentinandu-si compozitia constantd;

2) mediul de culturd a fost continuu dializat prin traversarea unei membrane de dializ3;

3) imobilizarea mediului lapte-culturd intr-o matrice solidd sau semisolida si elutia continud a
acidului lactic in faza apoasd mobila.

S-a stabilit ca prima modalitate ridicd la un moment dat problema de consum excesiv a mediului
de cultura si a necesititii de reciclare, ceea ce conduce la cresterea cheltuielilor tehnologice.

Inconvenientul major al celei de a doua modalititi a constat in valori foarte mici ale
randamentului, datoritd mecanismului cinetic relativ lent al procesului de difuziune a acidului lactic in
timpul traversdrii membranei. Principala problemd rezultd din preocuparea de a asigura un bun
transfer al acidului lactic in faza apoasd mobild, care trebuie separati.

A treia modalitate alternativa s-a dovedit a fi cea mai judicioasa, care a si fost adoptata ca solutie
tehnicd optimd pentru prima variantd a grupului de inventii propus.

Problema s-a redus la realizarea unei matrice poroase din polimeri organici, celulozd, geluri si
polimerii minerali de tip montmorilonit, la care dimensiunea porilor sd permitd dezvoltarea unei mase
bacteriene si care sa poatd fi reutilizatd in incercirile ulterioare.

Dupa selectia bacteriilor lactice crescute pentru fiecare probd din fermentarea I, acestea s-au
folosit in fermentarea II, metodologia cireia este descrisi mai sus, fermentarea II de incercare a
eficientei culturilor crescute in fermentarea I realizindu-se la temperatura de 36°C timp de 7 h
determindndu-se viteza medie de crestere a aciditatii laptelui.
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Exemplul 2 (varianta a doua, a)

Laptele proaspdt de vacd a fost sterilizat prin pasteurizare la temperatura de 70°C timp de 0,5 h.
Dupd ricirea laptelui pand la temperatura de insdmantare de 45°C timp de 0,3 h, in el s-a addugat in
proportie volumicd de 1:10 culturd de bacterii Lactobacillus acidophilus crescute in mediu de lapte
batut (producdtor MAMY'S Lactate, Sibiu).

Cultivarea bacteriilor lactice s-a realizat in regim de agitare la temperaturd constants de 37°C. In
mediul de culturd fluid se imerseaza un agent bazic cu grad de puritate alimentar, insolubil in mediul
de culturd, cu care, in pericada fermentarii, se fixeazi continuu acidul lactic prin realizarea continud a
ciclului de imersare, evacuare §i regenerare a agentului bazic §i de extractie §i separare a acidului
lactic de mediul de regenerare.

In aceasti varianti mediul de culturi fluid nu mai este fixat, dar prezinti o fazi fluidi mobild. Ca
agent bazic insolubil s-a utilizat o fazi dispersd lichida, care traverseazi mediul lapte-culturd, iar,
inainte de evacuare, aceasta s-a separat de mediul de culturd. Prin incercarea unor diversi fixatori de
acid lactic, s-a stabilit cd in acest scop se potrivesc mai bine substantele organice din categoria
chelatilor (o clasd de agenti complexanti) care au o mare afinitate pentru acizi. Acesti compusi,
inainte de addugarea in mediul de culturd, s-au dizolvat intr-un lichid alimentar gras (ulei vegetal sau
grasime animald).

Durata perioadei de fermentare depinde de doza agentului de reducere a concentratiei acidului
lactic, care in aceastd variantd a fost dozatd prin variatia cantititii de agent bazic insolubil. Drept
criteriu de incepere a perioadei de fermentare a fost aleasd concentratia initiald de celule in mediul
culturd-lapte de 20 celule/m’, iar in calitate de criteriu de finalizare a perioadei de fermentare a fost
aleasd concentratia finald a populatiei de bacterii de 25 milicane celule/m>.

Dupa selectia bacteriilor lactice crescute pentru fiecare probd din fermentarea I, acestea s-au
folosit in fermentarea I, metodologia céreia este descrisd mai sus, fermentarea II de incercare a
eficientei culturilor crescute in fermentarea I realizandu-se la temperatura de 36°C timp de 7 h si
determinandu-se viteza medie de crestere a aciditdtii laptelui.

Exemplul 3 (varianta a doua, b)

Laptele proaspit de vacd s-a sterilizat prin pasteurizare la temperatura de 70°C timp de 0,5 h.
Dupa ricirea laptelui pand la temperatura de insdmantare de 45°C timp de 0,3 h, in el s-a addugat in
proportie volumicd de 1:10 culturd de bacterii Lactobacillus acidophilus crescute in mediu de lapte
batut (producitor MAMY'S Lactate, Sibiu).

Cultivarea bacteriilor lactice s-a realizat in regim de agitare la temperaturi constanti de 37°C. In
mediul de culturd fluid se imerseazi un agent bazic cu grad de puritate alimentar, insolubil in mediul
de culturd, cu care, in perioada fermentarii, se fixeazi continuu acidul lactic prin realizarea continud a
ciclului de imersare, evacuare si regenerare a agentului bazic i de extractie si separare a acidului
lactic de mediul de regenerare.

In aceastd varianti, solutia tehnici propusi presupune ci mediul de culturd riméne fluid si acidul
lactic format se fixeaza pe niste matrice (suprafete) mobile sau imobile cu caracter bazic.

S-au ales suprafete care sa satisfacd urméatoarele conditii:

- sd prezinte o capacitate de adsorbtie fizicd suficientd pentru fiecare ciclu de contact in mediul
lapte-culturd;

- sa nu aibd proprietiti de schimb cationic, altfel, gruparea lactat nu va putea fi evacuat;

- 54 fie schimbétoare de anioni pentru a permite in mod prioritar eliminarea gruparii lactat;

- sd fie o suprafatd regenerabild;

- sd aibd o duratd de viata mare;

- sd prezinte inertie in raport cu ceilalti constituenti ai mediului de cultura;

- 54 aibd un pret redus.

O asttel de suprafatd poate fi realizati relativ usor, de exemplu dintr-o rasind de tip anionic clasic.
S-a gisit, Insd, o variantd mai avantajoasd, de exemplu un hidrocalcit — variantd asemandtoare cu cea
utilizatd pentru tratamentul hiperacidititii stomacale (argile, folosite in medicind ca pansamente
gastrice).

Suprafata poate fi usor fabricatd in laborator conform unei proceduri standard. Totodatd,
hidrocalcitii sunt mult mai ieftini decét rdsinile schimbétoare de ioni.

Durata perioadei de fermentare depinde de doza agentului de reducere a concentratiei acidului
lactic, care in aceastd variantd a fost dozatd prin variatia cantitatii de hidrocalcit. Drept criteriu de
incepere a perioadei de fermentare a fost aleasd concentratia initiald de celule in mediul culturd-lapte
de 20 celule/m’, iar in calitate de criteriu de finalizare a perioadei de fermentare a fost aleasi
concentratia finali a populatiei de bacterii de 25 milioane celule/m”.

Dupa selectia bacteriilor lactice crescute pentru fiecare probd din fermentarea I, acestea s-au
folosit in fermentarea I, metodologia céreia este descrisd mai sus, fermentarea II de incercare a



10

15

20

25

30

35

40

45

MD 2969 G2 2006.02.28

8

eficientei culturilor crescute in fermentarea I realizandu-se la temperatura de 36°C timp de 7 h si
determinandu-se viteza medie de crestere a aciditatii laptelui.

Exemplul 4 (varianta a treia)

Laptele proaspat de vacd s-a sterilizat prin pasteurizare la temperatura de 70°C timp de 0,5 h.
Dupa ricirea laptelui pind la temperatura de insdméantare de 45°C timp de 0,3 h, in el s-a addugat in
proportie volumicd de 1:10 culturd de bacterii Lactobacillus acidophilus crescute in mediu de lapte
batut (producator MAMY’S Lactate, Sibiu).

Cultivarea bacteriilor lactice s-a realizat in regim de agitare la temperaturi constanti de 37°C. n
mediul de culturd fluid s-a imersat o matrice solida insolubild, din categoria rasinilor schimbatoare de
anioni, completate cu grupdri OH schimbabile, de tipul R"OH’, cu care, in pericada de fermentare,
prin realizarea continud a ciclului de imersare, evacuare si regenerare a rasinii intr-o solutie de
hidroxid de sodiu, s-a fixat continuu anionul lactic, iar cu gruparea OH eliberatd s-a realizat
neutralizarea concomitentd a protonului cu formarea fazei apoase, care s-a separat din mediul de
culturd i s-a returnat in mediul de regenerare, si cu extractia si separarea acidului lactic de mediul de
regenerare.

fn acest caz se elimind doar gruparea lactat. Protonul se neutralizeazi de citre o grupare hidroxil,
formandu-se i mici cantititi de apa.

Dat fiind cd rasinile schimbdtoare de anioni au capacititi ridicate de schimb dar viteze de fixare
scazute, dupa realizarea fazei de dezvoltare si crestere celulard a bacteriilor lactice, matricea se
evacueaza din mediul de culturd, se spald si se regenereaza intr-o solutie de hidroxid de sodiu pentru
utilizare repetata.

in mediul de culturd, intre rasind si mediul de cultursi, are loc schimbul ionic:

R'OH + Lactat "— R" Lactat "+ OH,

iar in mediul de regenerare, intre solutia de hidroxid de sodiu si rdsina incircatd are loc schimbul
ionic invers:

RLactat "+ OH ~— R"OH + Lactat °,

in care R*OH este risina schimbitoare de anioni; Lactat ~- anionul lactic; OH' - grupa hidroxil.

Durata perioadei de fermentare depinde de doza agentului de reducere a concentratiei acidului
lactic, care in aceastd variantd a fost dozatd prin variatia cantitatii de rasind schimbdtoare de anioni.
Drept criteriu de incepere a pericadei de fermentare a fost aleasd concentratia initiald de celule in
mediul culturi-lapte de 20 celule/m’, iar in calitate de criteriu de finalizare a perioadei de fermentare
a fost aleasd concentratia finali a populatiei de bacterii de 25 milioane celule/m’.

Dupa selectia bacteriilor lactice pentru fiecare proba din fermentarea I, acestea s-au folosit in
fermentarea II, metodologia céreia este descrisd mai sus, fermentarea II de incercare a eficientei
culturilor crescute in fermentarea I realizindu-se la temperatura de 36°C timp de 7 h si determinandu-
se viteza medie de crestere a aciditatii laptelui.

Rezultatele statistice, obtinute la testarea celor trei variante ale procedeului de cultivare a
bacteriilor lactice si la determinarea gradului de eficientd a lor crescuti in tehnologia de coagulare a
laptelui si proprietdtile organoleptice ale produselor acido-lactice coagulate sunt prezentate in tabelele
1-3.

Intensificarea ritmului de crestere a bacteriilor lactice I s-a calculat dupa formula:

I = R-R, 100 ,[%],
0
in care R este ritmul de crestere a bacteriilor lactice in perioada de fermentare in prezenta
agentului de reducere a acidului lactic; Ry — ritmul mediu de crestere a bacteriilor lactice in perioada

de fermentare in lipsa agentului de reducere a acidului lactic.

Tabelul 1
Fermentarea I (1 ml iaurt sau lapte batut + 10 ml lapte pasteurizat)
Temperatura Doza Timpul Viteza medie de Intensificarea

de fermentare, | agentului de necesar de crestere a aciditatii ritmului de

Proba °C reducere a | fermentare, h | mediului de culturd crestere a

acidului in perioada de bacteriilor

lactic, g fermentare, “T/h lactice, %

1 37 0 8,0..12,0 7,50...20,00 0

2 37 0,33 6,0 5,00...10,50 14..31
3 37 0,66 4,0 4,50...7,50 26...40
4 37 0,99 3,0 4,00...7,00 37..53
5 37 1,32 2,5 3,00...5,00 41...58
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Continuare
6 37 1,65 2.0 1,50...4,50 50...70
7 37 1,98 35 3.00..5,50 45..62

Din tabelul 1 se observa ca perioada de realizare a fazei de crestere a bacteriilor lactice (perioada
de fermentare) se reduce de 4 ori, iar intensificarea ritmului de crestere a populatiei de bacterii in
procesul fermentativ creste cu 50...70%.

Tabelul 2
Fermentarea II (bacteriilor lactice obtinute in fermentarea I + 50 ml lapte)
Proba din Temperatura de Durata de Viteza medie de crestere
fermentarea [ fermentare, °C fermentare, 2 a aciditatii laptelui, °T/A
1 36 7 5.14..6,43
2 36 7 7,71...8,86
3 36 7 8,00...9,29
4 36 7 9,71...10,57
5 36 7 10,00...12,00
6 36 7 10,00...12,00
7 36 7 9.14..11,71

Astfel, in prima etapa (fermentarea I), s-a stabilit ¢d viteza de dezvoltare lacto-bacteriand este
invers proportionald cu viteza crestetii aciditdtii mediului de culturd (tabelul 1), iar in cea de a doua
etapd (fermentarea II) s-a observat fenomenul invers: viteza coaguldrii laptelui, adicd eficienta
utilizarii bacteriilor lactice, obtinute prin procedeele propuse, in tehnologia de producere a produselor
acido-lactice, este direct proportionald cu viteza de crestere a acidititii laptelui insdmantat (tabelul 2).

Produsele acido-lactice obtinute prin fermentarea II cu probele optime de culturd 5 si 6 crescute
prin fermentarea I conform variantelor propuse ale procedeului de cultivare a bacteriilor lactice au
atestat cele mai Inalte note de apreciere in ce priveste aspectul, consistenta, gustul si mirosul (tabelul
3).

Tabelul 3

Notele medii de apreciere organoleptica a produselor acido-lactice obtinute prin fermentarea IT
cu probele de culturd crescute prin fermentarea [

Proprietati
organo- Proba 1 Proba 2 Proba 3 Proba 4 Proba 5 Proba 6 Proba 7
leptice

Aspect 6176787161871 7]191718]9]7]°9 9 [8[8]8]|7
Consistentd [6 |6 [6 |6 7|7 [8|8[7|8[9|7[8]9[7]10] 9 [8]|7]|7]7
Gust 6[6|5[6|7]16|7[8]6|7[8]7[9]8[8] 9 [10][9]|8]7]6
Miros 71761768 7[8]8[8]9]7[8]9([8] 9 9 | 88|87
(57) Revendiciri:

1. Procedeu de cultivare a bacteriilor lactice, ce include pregitirea mediului de culturd, care
contine lapte sterilizat si ricit pand la temperatura de insdméntare, addugarea in mediul pregtit a
culturii de bacterii lactice, cultivarea si separarea lor, caracterizat prin aceea ca pentru insamantare
se utilizeaza bacterii lactice, crescute pe un mediu nutritiv ce consta din iaurt:lapte pasteurizat sau din
lapte batut:lapte de vacd proaspit pasteurizat luate in raportul de volum de 1:10, si liofilizate, care se
adaugd in mediul de culturd prin agitare la temperaturd constantd, dupd care mediul de culturd se
imobilizeazd intr-o matrice poroasd, cultivarea bacteriilor lactice se efectucazi la temperatura de
36...40°C cu eliminarea acidului lactic format prin elutie continud in fazi apoasd mobild, care se
separd de matricea cu mediul de culturd imobilizat si dupd separarea acidului lactic de faza apoasd se
returneaza in mediul de cultura.
2. Procedeu de cultivare a bacteriilor lactice, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea
cd in calitate de matrice se utilizeazd o matrice poroasd solida din polimeri organici si minerali, de
tipul argilei montmorilonit.
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3. Procedeu de cultivare a bacteriilor lactice, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea
¢l in calitate de matrice se utilizeaza o matrice poroasi semisolida din celuloza si geluri.

4. Procedeu de cultivare a bacteriilor lactice, ce include pregitirea mediului de culturd, care
contine lapte sterilizat i racit pand la temperatura de insdmantare, addugarea in mediul pregitit a
culturii de bacterii lactice, cultivarea si separarea lor, caracterizat prin aceea ca pentru insimantare
se utilizeaza bacterii lactice, crescute pe un mediu nutritiv ce constd din iaurt:lapte pasteurizat sau din
lapte batut:lapte de vacd proaspit pasteurizat luate in raportul de volum de 1:10, si liofilizate, care se
adaugd in mediul de culturd prin agitare la temperaturd constantd, cultivarea bacteriilor lactice se
efectueazi la temperatura de 36...40°C, totodatd in mediul de culturd se introduce un agent bazic cu
grad de puritate alimentar, insolubil in el, care in perioada cultivarii fixeazd continuu acidul lactic
format in mediul de cultura cu realizarea continua a ciclului de introducere, evacuare si regenerare a
agentului bazic si de extractie i separare a acidului lactic.

S. Procedeu de cultivare a bacteriilor lactice, conform revendicdrii 4, caracterizat prin aceea
cd in calitate de agent bazic se utilizeazi faza dispersa lichidad a unei substante organice din categoria
chelatilor, dizolvate intr-o grisime lichidd alimentard din clasa uleiurilor vegetale si grasimilor
animale, iar fixarea continud a acidului lactic se realizeaza prin miscarea fazei disperse fatd de mediul
de cultura, totodatd inainte de evacuarea agentului bazic se separd faza dispersd de mediul de cultura.

6. Procedeu de cultivare a bacteriilor lactice, conform revendicarii 4, caracterizat prin aceea
¢d in calitate de agent bazic se utilizeazd o matrice solidd insolubild, spre exemplu o argila folosita in
medicind, care se regenereaza prin spélare si impregnare intr-o solutie de hidroxid de sodiu.

7. Procedeu de cultivare a bacteriilor lactice, ce include pregitirea mediului de culturd, care
contine lapte sterilizat i racit pand la temperatura de insdmantare, addugarea in mediul pregitit a
culturii de bacterii lactice, cultivarea si separarea lor, caracterizat prin aceea ca pentru insimantare
se utilizeaza bacterii lactice, crescute pe un mediu nutritiv ce constd din iaurt:lapte pasteurizat sau din
lapte batut:lapte de vacd proaspit pasteurizat luate in raportul de volum de 1:10, si liofilizate, care se
adaugd in mediul de culturd prin agitare la temperaturd constantd, cultivarea bacteriilor lactice se
efectueazi la temperatura de 36...40°C, totodatd in mediul de culturd se imerseazi o matrice solidd
insolubild din rasini schimbatoare de anioni, completate cu grupari OH" schimbabile, de tipul R*OH.,
cu care, in perioada de cultivare, prin realizarea continud a ciclului de imersare, evacuare si
regenerare a rasinii intr-o solutie de hidroxid de sodiu, se fixeaza continuu anionul lactic, iar cu
gruparea OH’ liberd se realizeazd neutralizarea concomitentd a protonului cu formarea fazei apoase,
care se separd de mediul de culturd cu extragerea si separarea ulterioara a acidului lactic.

8. Procedeu de cultivare a bacteriilor lactice, conform revendicarilor 1...7, caracterizat prin
aceea cd cultivarea se realizeazd timp de 2...3 ore.

(56) Referinte bibliografice:
1. Chintescu G. Indrumitor pentru tehnologia produselor lactate. Bucuresti, Editura Tehnic,

1982, p. 175-177
2. Constantin I. Milica. Biotehnologiile viitorului. Iasi, Editura Ion Ionescu de la Brad, 1999,

p. 232-233
Sef Sectie: GUSAN Ala
Examinator: BANTAS Valentina
Redactor: LOZOVANU Maria
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