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Inventia se referd la industria produselor lactate, la procesarea non-reziduald a zerului cu utilizarea tuturor fractiilor
proteice, ce poseda proprietati functionale si nutritionale valoroase, avand ca scop obtinerea concentratelor proteice
cu continut predeterminat, ce pot fi utilizate in formule alimentare dietetice i pentru copii, si anume la un procedeu
de obtinere din zer a concentratului proteic mineral (CPM) innobilat cu beta-lactoglobulina (-Lg).

Procesarea non-reziduala a produselor lactate secundare este una din cele mai acute probleme discutate in lume.

Sunt cunoscute procedee ce permit obtinerea diferitor concentrate si izolate proteice din zer, ce contin proteine
derivate din zer, depind de procesul tehnologic primar si sunt utilizate pe scara larga in industria alimentara datorita
proprietatilor functionale si nutritionale valoroase [Jacopo Bacenetti, Luciana Bava, Andrea Schievano, Maddalena
Zucali, Whey protein concentrate (WPC) production: Environmental impact assessment, Journal of Food
Engineering, Volume 224, May 2018, p. 139-147; Alexandra L. Yver, Laetitia M. Bonnaillie, Winnie Yee, Andrew
McAloon, Peggy M. Tomasula, Fractionation of whey protein isolate with supercritical carbon dioxide — process
modeling and cost, Int. J. Mol. Sci., 2012, 13, p. 240 — 259].

Beta-lactoglobulina (B-Lg) constituie 50% din proteinele din zer si 12% din continutul proteic total al laptelui. B-Lg
nativa este o proteind micd globulara cu masa moleculari de 36,6 kDa cu structura secundari si tertiara definita. in
solutii apoase la un pH de 5-7, la temperatura camerei, aceastd proteind este sub forma de dimer, adica este
constituitd din doud subunititi identice. Masa moleculari a fiecirei subunititi este de 18,3 kDa si constd din 162
aminoacizi, dintre care 84 - aminoacizi esentiali si patru - resturi de cisteina [J. N. de Wit, G. Klarenbeek. Effects of
various heat treatments on structure and solubility of whey proteins. J. Dairy Sci. 1984, 67, 2701-2710; Caessens P.,
Visser S., Gruppen H. Method for the isolation of bovine B-Lactoglobulin from a cheese whey protein fraction and
physicochemical characterization of the purified product, Int. Dairy J., 1997, 7(4), p. 229-235]. B-Lg reprezinta o
sursa excelentd de aminoacizi proteogeni atat esentiali, cat si neesentiali.

Este cunoscut procedeul de separare din zer a alfa-lactalbouminei (a-La) de B-Lg sau a concentratelor proteice
extrase din zer. Procedeul include etapele de tratare a zerului sau a concentratelor proteice extrase din zer cu un
agent de complexare. Agentul de complexare formeaza complecsi insolubili cu B-Lg din zer sau din concentratele
proteice extrase din zer. Complecsii insolubili sunt apoi separati in concentrate proteice, obtindndu-se astfel un
precipitat, ce contine predominant B-Lg si cantitdti mici de a-La si un supernatant, ce contine predominant a-La si
cantitati mici de B-Lg [1].

Dezavantajele acestui procedeu sunt: complexitatea procesului, ce include operatii de obtinere separata a fractiilor
proteice, care maresc durata de procesare, dar si utilizarea unui agent de complexare de natura chimica, care necesita
izolarea ulterioara a acestuia prin ultrafiltrare.

Este cunoscut si procedeul de obtinere a unei fractii innobilate predominant cu a-La si a altei fractii innobilate
predominant cu B-Lg la procesarea zerului prin metoda cromatograficd, ce permite retinerea B-Lg in resina
cromatografica si cuprinde urmatoarele etape: 1) furnizarea zerului; 2) contactarea zerului cu resina cromatografica,
care asigurd retinerea predominantd a B-Lg; 3) obtinerea permeatului, din resina cromatografica, care contine
predominant a-La; 4) spélarea optionald a suportului cromatografic si obtinerea unui retentat extras din resina
cromatograficd; 5) obtinerea fractiei de B-Lg din retentatul extras din resina cromatografica. Zerul furnizat in etapa 1
este astfel secat sau substantial secat de cel putin doua-trei proteine [2].

Dezavantajele acestui procedeu sunt: complexitatea procesului, necesitatea spaldrii periodice a resinei, durata mare
de procesare si necesitatea parcurgerii unor operatiuni tehnologice suplimentare.

De asemenea, este cunoscut procedeul ce se referd la izolarea proteinelor din zer si extragerea a doua izolate din zer.
In particular, acest procedeu se refera la producerea unui izolat ce contine B-Lg si a unui izolat imbogatit cu a-La
obtinute din zer. Metoda are la baza utilizarea schimbului de ioni si utilizarea unor solutii tampon de eluare cu
anumite valori pH, ce necesitd o ajustare speciala. Etapele procedeului cunoscut sunt: 1) furnizarea zerului; 2)
ajustarea zerului la valoarea pH-ului de cel mult 4,5; 3) furnizarea zerului in suportul cromatografic; 4) spilarea
optionala a suportului cromatografic, utilizind o solutie tampon; 5) eluarea B-Lg din suportul cromatografic
utilizand solutia tampon ce are valoarea pH-ului de cel mult 4 si 0 concentratie de sare de cel putin 0,1 M; 6) eluarea
izolatului proteic imbogatit cu a-La cu 0 a doua solugie tampon de eluare [3].

Dezavantajele acestui procedeu sunt: complexitatea procesului, ajustarea suplimentara a solutiilor tampon de eluare;
necesitatea spalarii periodice a resinei; caracterul complex de obtinere a fractiilor proteice, toate marind durata de
procesare.

Cel mai apropiat de inventia propusa este procedeul de obtinere din zer a concentratului proteic mineral innobilat cu
alfa-lactalbumina, care include racirea zerului pana la temperatura de 10...14°C, separarea de praful de cazeina,
electroactivarea zerului in regim periodic, in celula catodica a unui electrolizor cu membrand ion-Selectiva cationica,
la o densitate a curentului de 10,0...20,0 mA/cm?, timp de 20...30 min, pand la temperatura de 20...40°C, cu
debitarea in celula anodicd a unei solutii de clorurd de calciu cu concentratia de 2%, separarea fazei spumoase a
zerului de faza lichida, colectarea concentratului proteic mineral, prin centrifugare, din faza spumoasa la valori ale
pH-ului de 12,00...12,20 si din faza lichida la valori ale pH-ului de 11,00...11,50, dupa care concentratul proteic
mineral se usucd la temperaturi ce exclud denaturarea termica a proteinelor, iar zerul deproteinizat este dirijat la
prelucrarea ulterioara pentru separarea lactulozei [4].

Dezavantajele acestui procedeu sunt: procedeul nu prevede obtinerea concentratului proteic mineral innobilat cu
beta-lactoglobulina, durata mare de procesare.
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Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in obtinerea din zer a concentratului proteic mineral innobilat cu
beta-lactoglobulind, cu un procent inalt de extractie si cu izomerizarea simultana a lactozei in lactuloza.

Problema se solutioneaza prin aceea ci, se propune un procedeu de obtinere din zer a concentratului proteic mineral
innobilat cu beta-lactoglobuling, care include ricirea zerului pana la temperatura de 10-14°C, separarea zerului de
praful de cazeina, electroactivarea zerului in regim periodic in celula catodica a unui electrolizor cu membrana ion-
selectivi cationici, la o densitate a curentului de 10,0...20,0 mA/cm?, cu debitarea in celula anodici a unei solutii de
clorura de calciu cu concentratia de 2%, separarea fazei spumoase a zerului de faza lichida, colectarea concentratului
proteic mineral, prin centrifugare, din faza spumoasa, dupa care concentratul proteic mineral se usuca la temperaturi
ce exclud denaturarea termica a proteinelor, iar zerul deproteinizat este dirijat la prelucrarea ulterioarda pentru
separarea lactulozei.

Particularitatea procedeului propus consta In faptul ca, electroactivarea zerului se realizeaza prin alimentarea ciclica
a electrolizorului cu curent continuu cu durata ciclului de 60 s si pauza dintre cicluri de 10 s timp de 5...10 min,
concentratul proteic mineral se colecteaza din faza spumoasi la valori ale pH-ului de 8,00...11,00, iar temperatura
finala a zerului se mentine in intervalul de 15...20°C.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in obtinerea concentratului proteic mineral innobilat cu 57...72% beta-
lactoglobuline in faza spumoasa, in faza lichida concentratia acestora fiind foarte redusa, cu obtinerea simultand a
lactulozei si cu reducerea de 3...4 ori a timpului de procesare.

Valori maxime au fost inregistrate la alimentarea ciclica a electrolizorului cu curent continuu cu durata ciclului de
60 s si pauza dintre cicluri de 10 s timp de 5...10 min, la valori ale pH-ului fazei spumoase de 8,00...11,00 si
temperaturi finale ale zerului in intervalul de 15...20°C.

Procentul de colectare a concentratului proteic mineral innobilat cu B-Lg depinde de regimul de electroactivare a
zerului procesat (ciclic sau continuu), de timpul de procesare, de temperatura finala a zerului si de valoarea pH-ului
fazei spumoase. Regimul de alimentare cu curent al electrolizorului trebuie sid fie corelat cu procesele de
electroactivare si relaxare a complexului proteic din zer. Pe cale experimentald s-a stabilit, ca in conditii similare la
cresterea duratei ciclului de alimentare cu curent continuu al electrolizorului, iar in consecinta, la reducerea pauzei
dintre cicluri, procentul de extractie a B-Lg se reduce, apropiindu-se asimptotic de valoarea procentului de extractie
la alimentarea continud cu curent al electrolizorului. Maximul procentului de extractie a B-Lg se obtine la durata
ciclului de 60 s si pauza dintre cicluri de 10 s.

In continuare sunt prezentate patru exemple de realizare a inventiei propuse in conformitate cu fig. 1, care reprezinta
diagrama variatiei procentului de extractie a B-Lg in concentratul protetic mineral in functie de regimurile de
prelucrare, pH-ul fazei spumoase si temperatura finald a zerului. in diagrama s-au adoptat urmitoarele notatii: E1,
E2, E3 si E4 — exemplele de realizare ale inventiei; pH — potentialul de hidrogen; t, [°C] — temperatura finala a
zerului, B-Lg, [%] — procentul de extractie a B-Lg.

Zerul a fost racit pand la temperatura de 5...14°C si separat de praful de cazeina. Prelucrarea zerului s-a realizat prin
refularea periodica a zerului in celula catodului unui electrolizor cu membrana ion-selectiva cationica cu debitarea in
celula anodului a unei solutii de clorura de calciu cu concentratia de 2%.

Electroactivarea zerului a fost efectuatd timp de 5...10 min la densitatea curentului de 10,0 si 20,0 mA/cm? in doui
variante.

in prima varianta electroactivarea zerului s-a realizat prin alimentarea ciclici a electrolizorului cu curent continuu,
cu o duratd a ciclului de 60 s si o pauza dintre cicluri de 10 s, iar in varianta a doua - prin alimentarea continua.
Temperatura finald a zerului in perioada de prelucrare s-a mentinut in intervalul de 15...20°C, sub temperatura de
denaturare a proteinelor (55...60°C). Faza spumoasd a zerului a fost separata de faza lichida. Colectarea
concentratului proteic mineral, innobilat cu beta-lactoglobulina, s-a realizat din faza spumoasa la valori ale pH-ului
de 8,00...11,00, la alimentarea ciclicd cu curent a electrolizorului, si la valori ale pH-ului de 8,00...9,00, la
alimentarea continui cu curent al electrolizorului. Concentratul proteic mineral s-a separat in camp de forte masice,
spre exemplu prin centrifugare la 1500 G, apoi s-a uscat la temperaturi joase, spre exemplu prin liofilizare. Zerul
deproteinizat a fost dirijat la prelucrarea ulterioara pentru separarea lactulozei.

Exemple de realizare a procedeului.

Extragerea concentratului proteic mineral (CPM) innobilat cu B-Lg a fost cercetatd la electroactivarea zerului
obtinut dupa producerea branzei de vaci cu continutul de grasime de 2%, furnizat de Societatea pe actiuni "JLC",
Chisinau, Republica Moldova.

Efectul extractiei CPM 1innobilat cu B-Lg a fost stabilit la electroactivarea zerului in regim ciclic de alimentare a
electrolizorului cu curent continuu, durata ciclului de 60 s si pauza dintre cicluri de 10 s si in regim continuu de
alimentare a electrolizorului cu curent continuu in aceleasi conditii.

Zerul a fost racit, separat de praful de cazeina si prelucrat in electrolizorul cu diafragma cu membrand eterogena
cationici MK-40 la densitdti ale curentului electric de 10 si 20 mA/cm? timp de 5...10 min in regim ciclic de
alimentare si in regim continuu de alimentare. In calitate de lichid secundar in celula anodului s-a utilizat solutie de
catodului prin membrana eterogena cationica MK-40.

Concentratul proteic mineral innobilat cu B-Lg a fost colectat din faza spumoasa, iar faza lichida - separatd de cea
solida prin centrifugare la 1500 G. CPM innobilat cu B-Lg a fost uscat la temperaturi joase, spre exemplu prin
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liofilizare, pentru excluderea denaturarii termice a fractiilor proteice extrase. Faza lichida, ce prezinta zerul
deproteinizat si contine lactuloza izomerizata, a fost procesat ulterior pentru separarea lactulozei.

Continutul fractiilor proteice extrase din zer in CPM a fost analizat prin electroforeza cu SDS-PAGE 15%, extrase
cu solutie tampon de 0.05 M Tris-HCI 0,5 M NaCl, 0,5 mM EDTA (0,04% NaNs3), pH 8,0. Rezultatele obtinute au
fost scanate prin intermediul HP Scanget 3800 cu software-ul Microsoft Photo Editor si analizat cu Phoretix 1D
Advans pentru a se determina cantitatea fractiilor proteice in CPM.

Electroactivarea zerului in regim ciclic si in regim continuu de alimentare a electrolizorului cu curent continuu a
permis identificarea mai multor fractii proteice care variaza in dependentd de regimul de procesare, volumul de zer
procesat, durata procesarii, variatia valorilor pH-ului si ale temperaturii zerului.

A fost studiat experimental procesul de extractie a 3-Lg la electroactivarea zerului in regim ciclic si regim continuu
de alimentare a electrolizorului cu curent continuu fiind realizate si analizate urmatoarele exemple.

Exemplul 1

Zerul a fost racit pand la temperatura de 10°C, separat de praful de cazeina si refulat in celula catodica a unui
electrolizor cu membrani ion-selectiva cationica. In calitate de lichid secundar in celula anodului s-a utilizat solutie
de clorura de calciu de 2%. Zerul a fost procesat in electrolizorul cu diafragma cu membrana eterogena cationica
MK-40, la densitatea curentului electric de 10 mA/cm?, timp de 5 min, in regim ciclic de alimentare a
electrolizorului cu curent continuu cu durata ciclului de 60 s si pauza dintre cicluri de 10 s. Concentratul proteic
mineral innobilat cu B-Lg a fost colectat din faza spumoasd, iar faza lichida - separata de cea solidd prin
centrifugare la 1500 G.

Faza lichida, ce prezintd zerul deproteinizat si contine lactuloza izomerizata, a fost procesata ulterior, iar faza solida
ce prezintd concentrat proteic mineral innobilat cu B-Lg - uscata la temperaturi joase, de exemplu prin liofilizare,
pentru excluderea denaturdrii termice a fractiei proteice extrase.

Extragerea CPM innobilat cu B-Lg constituie circa 70...72% la 5 min de procesare, la temperatura zerului de
17...20°C si valoarea pH de 8,00...9,00.

Exemplul 2

Zerul a fost racit pand la temperatura de 10°C, separat de praful de cazeina si refulat in celula catodica a unui
electrolizor cu membrani ion-selectiva cationica. In calitate de lichid secundar in celula anodului s-a utilizat solutie
de clorura de calciu de 2%. Zerul a fost procesat in electrolizorul cu diafragma cu membrana eterogena cationica
MK-40, la densitatea curentului electric de 20 mA/cm?, timp de 10 min, in regim ciclic de alimentare a
electrolizorului cu curent continuu cu durata ciclului de 60 s si pauza dintre cicluri de 10 s. Concentratul proteic
mineral innobilat cu B-Lg a fost colectat din faza spumoasa, iar faza lichida - separatd de cea solidd prin
centrifugare la 1500 G.

Faza lichida, ce prezintad zerul deproteinizat si contine lactuloza izomerizata, a fost procesata ulterior, iar faza solida
ce prezintd concentrat proteic mineral innobilat cu B-Lg - uscata la temperaturi joase, de exemplu prin liofilizare,
pentru excluderea denaturarii termice a fractiei proteice extrase.

Extragerea CPM innobilat cu B-Lg constituie circa 57...59% la 10 min de procesare, la temperatura zerului de
27...30°C si valoarea pH de 10,50...11,00.

Exemplul 3

Zerul a fost racit pana la temperatura de 10°C, separat de praful de cazeind si refulat in celula catodicd a unui
electrolizor cu membrani ion-selectiva cationica. In calitate de lichid secundar in celula anodului s-a utilizat solutie
de clorurd de calciu de 2%. Zerul a fost procesat in electrolizorul cu diafragma cu membrana eterogena cationica
MK-40, la densitatea curentului electric de 10 mA/cm? timp de 5 min, in regim continuu de alimentare a
electrolizorului cu curent continuu. Concentratul proteic mineral innobilat cu B-Lg a fost colectat din faza
spumoasa, iar faza lichida - separatd de cea solidd prin centrifugare la 1500 G. Faza lichida, ce prezinta zerul
deproteinizat si contine lactuloza izomerizata, a fost procesata ulterior, iar faza solidd ce prezintd concentrat
proteico-mineral innobilat cu B-Lg - uscata la temperaturi joase, de exemplu prin liofilizare, pentru excluderea
denaturarii termice a fractiei proteice extrase.

Extragerea CPM 1innobilat cu -Lg constituie circa 57..59% la 5 min de procesare, la temperatura zerului de
18...20°C si valoarea pH de 8,00...9,00.

Exemplul 4

Zerul a fost racit la temperatura de 10°C, separat de praful de cazeina si refulat in celula catodica a unui electrolizor
cu membrani ion-selectiva cationica. n calitate de lichid secundar in celula anodului s-a utilizat solutie de clorura
de calciu de 2%. Zerul este procesat in electrolizorul cu diafragma cu membrana eterogena cationica MK-40, la
densitatea curentului electric de 20 mA/cm?, timp de 10 min in regim continuu de alimentare a electrolizorului cu
curent. Concentratul proteic mineral innobilat cu B-Lg a fost colectat din faza spumoasa, iar faza lichida - separata
de cea solida prin centrifugare la 1500 G. Faza lichida, ce prezinta zerul deproteinizat si contine lactuloza
izomerizata, a fost procesat ulterior, iar faza solida ce prezinta concentrat proteico-mineral innobilat cu B-Lg a fost
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uscata la temperaturi joase, de exemplu prin liofilizare, pentru excluderea denaturirii termice a fractiei proteice
extrase.

Extragerea CPM innobilat cu B-Lg constituie circa 35...38% la 10 min de procesare, la temperatura zerului de 22-
24°C si valoarea pH de 9,00...10,00.

Variatia extragerii -Lg in CPM in dependenta de regimurile de alimentare a electrolizorului cu curent, de valorile
pH-ului si a temperaturii in exemplele E1-E4 este prezentata in figura.

Se observa, ca extractia B-Lg in CPM variaza in limitele 57-72% si este conditionata de cresterea valorilor pH si
temperaturii zerului, care la randul lor sunt in interdependenta cu regimurile de electroactivare, si anume, regimul
ciclic de alimentare a electrolizorului cu curent continuu, la densitatea curentului electric de 10...20 mA/cm? si
durata de procesare de 5...10 min, comparativ cu alimentarea in regim continuu a electrolizorului.

Astfel, la valori egale ale temperaturii finale a zerului si ale densitatii curentului, dar la valori mici ale timpului de
procesare, procentul de extractie a -Lg este mai mare in varianta alimentérii ciclice cu curent al electrolizorului.



