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9 PROCEDEU DE OBTINERE A UNUI COLORANT SUB FORMA
DE PULBERE, PE BAZA DE CARBOXIHEMOGLOBINA
(COHDb), PENTRU UTILIZAREA LA OBTINEREA
PREPARATELOR COMUNE DIN CARNE

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unui
colorant pe baza de carboxihemoglobina, pentru prepa-
rate comune din carne. Procedeul conform inveniiei
consta in complexarea controlata cu monoxid de carbon
a hemoglobinei dintr-un concentrat eritrocitar, adus la
concentratia din sdnge prin inlocuirea plasmei cu solutie

izotonica de clorura de sodiu, siliofilizarea amestecului
obtinut, rezultdnd un colorant sub forma de pudra fina,
de culoare rosu stralucitor.

Revendicari: 4

Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventje a fost respinsa, retrasd sau consideratd ca fiind retrasa.
Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinatd de revendicarile continute in cererea publicatd in conformitate

cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 133928 A0



T TRE STMT PENTTU INVEN[R S i
Cerere dz brevet de inverntie

I N LN Qo‘g Qllog i

Y. wisarcasursensiesnsscssstazasannzavaa

! Dt denozif ... 1302201, $

Descrierea inventiei

Obiectul prezentei inventii il constituie realizarea unui procedeu de obtinere a unui colorant sub forma
de pulbere, pe baza de carboxihemoglobind (COHb), pentru utilizarea la obtinerea preparatelor
comune din carne. Procedeul se refera la obtinerea colorantului (pulberea de carboxihemoglobina), prin
complexarea cu monoxid de carbon (CO) a Hb dintr-un concentrat eritrocitar, dupa separarea plasmei din
sange si reconstituirea concentratiei initiale de eritrocite prin adaugarea de solutie de clorurd de sodiu
izotona. Concentratul a fost obtinut prin centrifugare din sénge de origine animala, recoltat aseptic pe
EDTA - acid etilendiaminotetracetic - ca anticoagulant. Solutia astfel obtinuta a fost uscaté prin liofilizare.
Pulberea poate fi utilizata la obtinerea bradt-ului, in vederea producerii de preparate din carne cu nivel zero
de NaNO: (nitrit de sodiu) si cu o culoare similara preparatelor clasice obtinute cu NaNO2 conventional.

Culoarea reprezintd un indicator al calitatii produsului, ce influenteaza semnificativ selectia produselor din
carne de catre consumator [Carpenter si al., 2001; Bredahl, 2004; Krystallis si Chryssohoidis, 2005; Stoica
si Alexe, 2016; Xu si al., 2016). Pentru obtinerea preparatelor din carne se utilizeazd NaNO,, aditiv,
muitifunctional, pentru efectele sale complexe (formarea culorii roz-rosu, a aromei, activitate antioxidanta si
activitate antimicrobiana) [Xu si al., 2016; Stoica i al., 2018; Liu si al., 2019]. in procesul de formare a
culorii, oxidul nitric, produs de degradare a NaNO:, reactioneaza cu pigmentii mioglobina (Mb) si
hemoglobina (Hb) formand nitrozomioglobina (NOMb) si nitrozohemoglobina (NOHb). Formarea NOMb si
NOHb este posibild datoritd unor procese chimice complexe: denaturarea globinei, partea proteica a
pigmentilor si reducerea nitritului sub actiunea enzimelor proprii tesutului muscular, a bacteriilor
reducatoare sau a substantelor reducatoare. Cu toate acestea, pe langa formarea culorii si a celorlalte
efecte benefice, NaNO: sta la baza formarii nitrozaminelor, considerate a fi compusi cancerigeni (Gangolli
si al., 1994; Sanchez-Echaniz si al., 2001; Sindelar si Milkowski, 2011; Sultana si al., 2014, Stoica i al.,
2018). Prin urmare, exista un interes considerabil, la nivel global de reducere a nivelului de NaNO: rezidual
si de dezvoltare / perfectionare a unor coloranti din surse naturale. Sangele, subprodus de abator (ieftin),
bogat in proteine si in alli nutrienti, reprezinta cel mai important colorant natural, fiind o buna alternativa la
culoarea generatd de NaNO,. Totusi, utilizarea integrala a séngelui este mai putin sigura din punct de
vedere microbiologic. Separarea sangelui, prin centrifugare, in partile sale componente - concentrat
eritrocitar si plasma - indepartarea plasmei si utilizarea doar a concentratului eritrocitar reduce pericolul
microbiologic. In plus, odata cu indepartarea plasmei sunt indepartate si proteinele plasmatice (aproximativ
100 de proteine) care, denaturate fiind sub influenta caldurii (tratamentul termic), contribuie la culoarea
intunecata (indezirabila} a produselor din carne. Pe de alté parte, hemoglobina (Hb) - pigmentul rosu i
component major al concentratului eritrocitar - este instabila, fiind denaturatd / convertitd in urma
tratamentului termic in methemoglobina (MetHb), pigment care da o culoare maro intunecatd (de
asemenea, nedoritd) produselor din carne, mai ales la adaosuri mari de concentrat eritrocitar (sange) in
pastd. Din aceste motive, este necesara perfectionarea unor strategii de stabilizare a Hb (din concentrat
eritrocitar obfinut din sangele provenit de la animale) cu monoxid de carbon (CO) cu formare de
carboxihemoglobina (COHb), compus cu o mare stabilitate chimice si cu o mare putere de colorare.

Inventia se individualizeaza prin complexarea, controlatd, cu monoxid de carbon (CO) a hemoglobinei (Hb)
dintr-un concentrat eritrocitar adus fa concentratia din sénge prin inlocuirea plasmei cu solutie izotona de
clorura de sodiu si liofilizarea amestecului nitrozat cu obtinerea colorantului pulbere si prin utilizarea
acestuia la obtinerea preparatelor din carne.
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Parametrii inventiei

Sinteza carboxihemoglobinei (COHb) stabile. COHb a fost obtinuta prin barbotarea controlata a 4 litri CO
(0,5 litri / minut, 8 minute) in 400 g concentrat eritrocitar obtinut in urma centrifugarii (5000 rpm, 20°C, 10
minute) a 1000 g sénge (aseptic prelevat si mentinut in stare fluida cu 1 g EDTA), adus la concentratia din
sénge cu 600 g solutie izotona de NaCl (0,85%) cu agitarea concentratului reconstituit, pentru a permite
CO sa reactioneze cu Hb. COHb, astfel obtinuta, a fost supusa unui proces de liofilizare si pastratd in
conditii corespunzatoare, in recipiente de culoare inchisa, la temperatura camerei. Dupa solubilizarea
pulberei liofilizate, s-a procedat la formarea unei solutii stoc la nivelul concentratiei eritrocitare din sange si
s-a procedat la adaugarea solutiei stoc in proportii diferite pentru a obtine un optim de culoare in produsul
din carne.

Prepararea bradf-ului cu pudra pe baza de carboxihemoglobing (COHb) liofilizaté. Pentru stabilirea
proportiei optime de pudra pe baza de COHDb liofilizata, solubilizata, in vederea obtinerii unei culori similare
preparatelor clasice s-au obtinut noua variante de bradt, astfel: varianta XB-1, obtinutd cu 1mi din solutia
stoc (continand 0,2 g pudra) si 1000 g carne de pui; varianta XB-1,5, obtinuta cu 1,5ml din solutia stoc
(continand 0,3 g pudra) la 1000 g carne de pui; varianta XB-2, obtinutd cu 2ml din solutia stoc (continand
0,4 g pudra) si 1000 g carne de pui; varianta XB-5, obtinuta cu 5mi din solutia stoc (continand 1 g pudra) si
1000 g carne de pui; varianta YB-1, obtinutd cu 1ml din solutia stoc (continénd 0,2 g pudra) si 1000 g carne
de porc; varianta YB-1,5, obtinuta cu 1,5ml din solutia stoc (continand 0,3 g pudra) si 1000 g carne de porc;
varianta YB-2, obtinuta cu 2ml din solutia stoc (continand 0,4 g pudra) si 1000 g carne de porc; varianta
YB-5, obtinutd cu 5ml din solutia stoc (contindnd 1 g pudra) si 1000 g carne de porc si varianta YB-7,
obtinutd cu 7ml din solutia stoc (continand 1,4 g pudra) si 1000 g carne de porc si doud probe martor (XM -
proba martor realizata clasic cu NaNO; conventional, adaugat in proportie de 15 mg la 1000 g carne pui si
YM - probad martor realizata clasic cu NaNO; conventional, addugat in proportie de 15 mg la 1000 g carne
porc). Cele noud variante de bradt (XB-1, XB-1,5, XB-2, XB-5; YB-1, YB-1,5, YB-2, YB-5 si YB-7) cét si
probele martor (XM si YM) au fost realizate in statia pilot de prelucrare carne din cadrul Centrului Integrat
de Cercetare, Expertiza si Transfer Tehnologic pentru Industria Alimentara de la Facultatea de $tiinta si
Ingineria Alimentelor, Universitatea Dundrea de Jos din Galati, respectdnd operatiile tehnologice ale
procesului clasic de obtinere a bradt-ului. Pudra pe baza de COHb liofilizata, solubilizatd, a fost adaugata la
etapa de cuterizare.

Experimente efectuate

= Evaluarea vizuala a culorii pentru cele noua variante (XB-1, XB-1,5, XB-2, XB-5; YB-1, YB-1,5, YB-

2, YB-5 si YB-7) si pentru probele martor (XM si YM)

Culoarea pentru cele noud variante de bradt obtinute cu pudré pe baza de COHb liofilizata, solubilizata
(XB-1, XB-1,5, XB-2, XB-5; YB-1, YB-1,5, YB-2, YB-5 si YB-7) si pentru probele martor (XM si YM) a fost
analizata vizual. S-a observat ca intensitatea culorii (roz-pal pentru bradt-ul din carne de pui, respectiv roz-
rosiatic pentru bradt-ul din carne de porc) este proportionald cu cantitatea de pudra pe baza de COHb
liofilizata (solubilizatd) addugata. Variantele XB-1, XB-1,5, XB-2; YB-1, YB-1,5 si YB-2 au o culoare fezabila
(pot satisface consumatorii in functie de preferintele acestora in ceea ce priveste culoarea preparatelor din
carne), in timp ce varianta XB-5 prezintd o culoare prea rosie pentru un preparat din carne de pui, iar
variantele YB-5 si YB-7 prezintd o culoare foarte intunecatd, nedorita, ce reduce acceptabilitatea
produselor din carne.

» Evaluarea culorii prin determinarea parametrilor L*, a* si b* pentru cele noua variante (XB-1, XB-
1,5, XB-2, XB-5; YB-1, YB-1,5, YB-2, YB-5 si YB-7) si pentru probele martor (XM si YM)
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Parametrii de culoare L*, a* si b* au fost determinati cu ajutorul colorimetrului portabil Chroma Meter model
CR-400 (Konica Minolta Sensing, Osaka, Japan, 2015). Colorimetrul utilizeaza parametrii L* - componenta
de luminozitate cu un interval de la 0 (negru) pana la 100 (alb), a* - componenta verde-rosu, cu un interval
de la -120 (verde) pana la +120 (rosu) si b* componenta galben-albastru, cu un interval de la -120
(albastru) pana la +120 (galben) [Chen si al., 2010]. Pentru probele martor (XM si YM) si pentru fiecare
variantd (XB-1, XB-1,5, XB-2, XB-5; YB-1, YB-1,5, YB-2, YB-5 si YB-7) au fost efectuate cate sase
masuratori pe felii cu grosimea de 1 cm [Xu si al., 2016]. Valorile inregistrate pentru parametrii L*, a* si b*
sunt prezentate in Tabelele 1 si 2.

Tabelul 1. Valorile parametrilor de culoare L*, a* si  Tabelul 2. Valorile parametrilor de culoare L*, a* si

b*pentru variantele din came de pui b*pentru variantele din carne de porc
Proba control / L* at bt Proba control / L* a* b*
Varianta Varianta

M 7510 460 9,58 YM 67,32 1290 864
XB-1 7288 497 11,12 YB-1 6656 831 9,8
XB-1,5 7183 525 1099 YB-1,5 6544 891 970
XB-2 7105 579 11,31 YB-2 6516 9,10 10,01
XB-5 66,06 9,06 1045 YB-5 6248 935 977
YB-7 60,76 1149 9,28

Parametrii L*, a* si b* au o contributie importanta |a impresia totala a culorii. Din Tabelele 1 si 2, se observa
ca in cazul celor noua variante: XB-1, XB-1,5, XB-2, XB-5 (din carne de pui), YB-1, YB-1,5, YB-2, YB-5,
YB-7 (din carne de porc), luminozitatea (parametrul L*) scade odata cu cresterea cantitatii de pudra pe
bazd de COHb liofilizata (solubilizatd) adaugata; in timp ce componenta rosie (parametrul a*) creste
proportional. Comparativ cu probele martor (XM - proba martor din carne de pui realizata clasic cu NaNO:
conventional si YM - proba martor din carne de porc realizata clasic cu NaNO; conventional), variantele
XB-1, XB-1,5, XB-2, XB-5 (din carne de pui) au prezentat valori mai mici pentru parametrul L*, dar mai mari
pentru parametrul a*, in timp ce pentru variantele YB-1, YB-1,5, YB-2, YB-5, YB-7 (din carne de porc) s-au
inregistrat valori mai mici pentru ambii parametri L* si a*. In ceea ce priveste componenta cromatica a*,
varianta XB-5 a prezentat o valoare prea mare, respectiv 197% fata de proba martor (XM) (Tabelul 1), ceea
ce duce nerecomandarea acestei concentratii, fiind muit prea rosie pentru un preparat din carne de pui. in
ceea ce priveste variantele obtinute din carne de porc (YB-1, YB-1,5, YB-2, YB-5 si YB-7), variantele YB-5
si YB-7 au prezentat valorile cele mai mari pentru parametrul a* (72,48%, fatd de proba martor, pentru
varianta YB-5 si 89% pentru varianta YB-7) dar acestea sunt cele mai intunecate (maro inchis), fapt ce
conduce la nerecomandarea lor (Tabelul 2).

Concluzii

Pudra pe baza carboxihemoglobind (COHb) liofilizata obtinutd prin barbotarea controlatd a CO intr-un
concentrat eritrocitar (obtinut din sange de origine animala, recoltat aseptic pe EDTA ca anticoagulant)
reconstituit cu solutie izotona de NaCl poate fi utilizata drept colorant, in vederea inlocuirii NaNO;
conventional ce se adauga in produsele din carne. Autorii propun variantele obtinute cu 1 ml, 1,5 ml si 2 ml
pudra pe bazd de COHb liofilizata (solubilizatd cu solutie izotona de NaCl) pentru obtinerea preparatelor
din carne.
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Revendicari
Inventia cuprinde 4 revendicari.

1. Procedeul de obtinere a pudrei pe baza de carboxihemoglobina (COHDb) liofilizata

2. Reducerea nitritului rezidual cu 100% (zero nitrit rezidual)

3. Utilizarea pudrei pe baza de carboxihemoglobina (COHDb) liofilizata la obtinerea bradt-ului

4. Utilizarea bradt-ului obtinut cu pudra pe baza de carboxihemoglobina (COHb) liofilizata la
preparatele comune din carne cu structura omogena si eterogena

Revendicare independenta.

Pudra pe baza de carboxihemoglobina (COHb) liofilizata stabild, destinatd obtinerii preparatelor din
carne, caracterizata prin aceea ca 0,4 parti concentrat eritrocitar obtinut prin centrifugarea (5000 rpm,
20°C, 10 minute) a una parte sange (aseptic prelevat, stabilizat cu 0,01 parti EDTA) si reconstituite cu 0,6
parti solutie de clorura de sodiu izotond (0,85%) sunt controlat barbotate cu 0,08 parti CO (0,01 parti /
minut, 8 minute), (cu agitarea concentratului reconstituit) si liofilizate, partile fiind exprimate in greutate, se
prezinta ca o pudra find, de culoare rosu stralucitor, ofera preparatelor din carne culoare roz-pal (specifica
preparatelor din carne de pui) si roz-rosiatic (specifica preparatelor din carne de porc) si contribuie la
otinerea preparatelor din carne cu nivel zero de nitrit rezidual.

Revendicarile dependente.

Revendicarea 1.
Procedeul de obtinere a pudrei pe baza de carboxihemoglobind (COHDb) liofilizatd este caracterizat prin
aceea ca 0,4 parti concentrat eritrocitar obtinut prin centrifugarea (5000 rpm, 20°C, 10 minute) a una parte
sange (aseptic prelevat, stabilizat cu 0,01 parti EDTA) si reconstituite cu 0,6 parti solutie de clorura de
sodiu izotond (0,85%) sunt controlat barbotate cu 0,08 parti CO (0,01 parti / minut, 8 minute), (cu agitarea
concentratului reconstituit) si liofilizate, partile fiind exprimate in greutate, in vederea obtinerii unei
carboxihemoglobine (COHb) stabile.

Revendicarea 2. .
Reducerea nitritului rezidual cu 100%, zero nitrit rezidual prin inlocuirea nitritului conventional cu pudra pe
bazd de carboxihemoglobind (COHb) liofilizata reprezintd o strategie de diminuare a expunerii
consumatorilor la nitritul de sodiu si o solutie tehnologicd viabild, culoarea roz-pal / roz-rosiatic a
preparatelor din carne obtinute cu aceasta pudra fiind asemanatoare preparatelor din carne obtinute cu
nitrit conventional.

Revendicarea 3.
Utilizarea pudrei pe baza de carboxihemoglobinad (COHb) liofilizata la obtinerea bradt-ului. Bradt-ul cu
pudra pe baza de carboxihemoglobind (COHb) liofilizatd, caracterizat prin aceea ca este constituit din 100
parti carne, 0,2 parti pudra pe baza de carboxihemoglobina liofilizata (solubilizata cu 0,8 partls;q?t\lit—le S
de clorurad de sodiu izotond) sau 0,3 parti parti pudra pe bazé de carboxihemoglo?;l%'/[ib?iﬁia“té"\;\_ \\\
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(solubilizata cu 1,2 parti solutie de clorura de sodiu izotona) sau 0,4 parti parti pudra pe baza de
carboxihemoglobina liofilizata (solubilizata cu 1,6 parti solutie de clorura de sodiu izotona), 20 parti
apa tehnologica, 10 parti fulgi de gheata raportat la camea cuterizata, 2 parti sare, 0,2 parii piper méacinat,
0,3 parti usturoi, 0,15 parti coriandru macinat, 0,3 parti polifosfat, partile find exprimate in greutate si se
prezinta ca un produs cu structura find, omogena, fara aglomerari, elastica, de culoare roz-pal / roz-rosiatic
in functie de sursa de carne si de cantitatea de pudra pe baza de carboxihemoglobina liofilizata adaugata,
respectiv 0,2 parti sau 0,3 parti sau 0,4 parti, cu nivel zero de nitrit rezidual.

Revendicarea 4.

Utilizarea bradt-ului obtinut cu pudra pe baza de carboxihemoglobind (COHb) liofilizata la preparatele din
carne cu structurd omogend si eterogena. Conform tehnologiei generale de obtinere a preparatelor comune
din carne cu structura omogena si eterogend, compozitia este formata din bradt sau bradt si srot, bradt-ul
fiind pasta de legatura cu caracteristici de adezivitate si vascozitate ce asigura consistenta, elasticitatea si
suculenta specifica preparatelor comune din carne cu structura omogena si eterogend, bradt-ul cu pudra
pe baza de carboxihemoglobina (COHb) liofilizata, caracterizat prin aceea ca s-a obtinut prin maruntire
la volf prin sita cu ochiuri de 3 mm, cuterizare 10 minute la doua trepte de viteza 1500 rpm si 3000 rpm cu
adaosul fulgilor de gheata, amestecului de condimente si a pudrei pe bazd de carboxihemoglobina
liofilizata si maruntire ultrafina printr-o trecere in moara coloidald, poate fi utilizat la orice tip de preparat din
carne cu structura omogena si eterogena.
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