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1 2

Inventia se referd la biotehnologie, in special la 5 repetatd, extragerea fractiei proteice cu 0,1 M
un procedeu de obtinere a preparatului antioxidant tampon fosfat de Na cu pH 7,8...8,0 cu adaugarea
din  biomasa cianobacteriei Spirulina platensis, a 10 mM EDTA, fractionarea fractiei proteice prin
utilizat in industria farmaceutica si cosmetologie. precipitare izoelectrica la pH 3,8...4,0, centri-

Procedeul, conform inventiei, include cultivarea fugarea cu separarea ulterioard a precipitatului,
biomasei cianobacteriei Spirulina platensis in concentrarea supernatantului ce contine superoXid-
reactoare de tip deschis pe un mediu de culturd 10 dismutaza si ficocianina utilizand reagentul polietil-
Gromov cu addugarea compusului coordinativ cu englicol Mr 40000 Da si congelarea.
acidul tartric si imidazol Rezultatul constd in obtinerea unui preparat
[Mn(COO(CHOH),CO0)(C3N,H4)2(H20),]-nH,0 termostabil cu activitate antioxidanta inalta.
in concentratic de 20 mg/L la temperatura de Revendicari: 1
30...35°C, separarea biomasei de mediul de culturd, 15

distrugerea celulelor prin congelare-decongelare
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, n special la un procedeu de obtinere a preparatului antioxidant
din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis, utilizat in industria farmaceutica si cosmetologie.

Este cunoscut faptul ca superoxiddismutaza (SOD) joaca un rol principal in sistemele de protectie
a celulelor contra influentei negative a stresului oxidativ. SOD este o enzima cu efect antioxidant,
capabild de a distruge radicalii liberi, protejand astfel organismul de actiunea lor distrugatoare.
Preparatele antioxidante pe baza enzimei SOD sunt utilizate cu succes la tratarea osteoartritei,
alveolitei pulmonare, la profilaxia si combaterea cancerului, preintdmpinarea imbatranirii pielii,
protectia contra razelor UV etc.

Este cunoscut procedeul de producere si extragere a antioxidantilor din cultura de
microorganisme. Procedeul consta 1in cultivarea microalgelor intr-un fotoreactor inchis,
suspensionarea microalgelor in mediul de culturd, colectarea oxigenului produs de microalge si
reinjectarea in mediul de cultura, separarea de la mediul de culturd, diluarea microalgelor, distrugerea
in ciclu presiune-vacuum in omogenizator ATV la presiunea 2...5-10" Pa, adiugarea solventilor
pentru obtinerea antioxidantilor lipofili i separarea fazelor lichide [1].

Dezavantajul acestui procedeu constd in faptul cd necesitd cultivatoare inchise ermetic cu
utilizarea colectorului si injectorului de O,, distrugerea celulelor de microorganisme la presiune
inalta, precum si addugarea solventilor organici, care pot influenta asupra activititii enzimei
antioxidante SOD.

Mai este cunoscut procedeul de obtinere a superoxiddismutazei termostabile din celulele micro-
organismelor fotosintetizante. Procedeul consta in: a) cultivarea microorganismelor la temperatura de
la 40 pana la 80°C intr-un fotoreactor inchis din material transparent i termorezistent; b) separarea
microorganismelor din mediul de culturd, distrugerea microorganismelor, extragerea din ele a
lichidului ce contine SOD si alte proteine, concentrarea asa-numitului lichid, separarea selectivd a
altor proteine de SOD prin precipitare cu sulfat de amoniu [2].

Dezavantajul acestui procedeu constd in faptul ca necesitd cultivatoare inchise ermetic cu
adaugarea de CO; sau O, si o temperatura inaltd de cultivare (40...80°C), distrugerea celulelor de
microorganisme la presa industriald sub presiunea de 2:10 Pa, precum si centrifugarea omogenatului
la o viteza inalta de rotatie (10000...450000 g), timp de 1 ord, proces insotit de consum de energie si
care necesitd aparataj costisitor, nefiind economic avantajos. Un alt dezavantaj este cd in cazul
utilizarii culturilor mezofile preparatul antioxidant, care contine SOD, este putin termostabil, deoarece
activitatea SOD obtinutd din aceste culturi (inclusiv SOD din cianobacteria Cyanidum caldarium) la
temperatura de 60°C scade cu 50% peste 30 min.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie este obtinerea preparatului antioxidant termostabil
cu o capacitate antioxidanta inaltd din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis.

Procedeul, conform inventiei, include cultivarea biomasei cianobacteriei Spirulina platensis in
reactoare de tip deschis pe un mediu de culturd Gromov (Toporosckuii U.E., Hasapenko IO.IL.,
Hekpra E.®. Kparknii cnpaBounuk mo xumuu. Kues, 1974, c. 424) cu adaugarea compusului
coordinativ cu acidul tartric §i imidazol [Mn(COO(CHOH),COO)(C3sN;H,)»(H,0),]-nH,0 in con-
centratie de 20 mg/L la temperatura de 30...35°C, separarea biomasei de mediul de cultura,
distrugerea celulelor  prin congelare-decongelare repetatd, extragerea fractiei proteice cu 0,1 M
tampon fosfat de Na cu pH 7,8...8,0 cu addugarea a 10 mM EDTA, fractionarea fractiei proteice
prin precipitare izoelectrica la pH 3,8...4,0, centrifugarea cu separarea ulterioard a precipitatului,
concentrarea supernatantului ce contine superoxiddismutaza si ficocianind utilizdnd reagentul
polietilenglicol Mr 40000 Da si congelarea.

Avantajele procedeului propus constau in obtinerea unui preparat antioxidant termostabil si cu
capacitate antioxidantd inaltd (o activitate antioxidantd a enzimei SOD de 1,54 ori mai inaltd in
comparatie cu SOD conform solutiei apropiate), dar si cu o capacitate antioxidantd suplimentard a
ficocianinei — proteinei cu proprietati antioxidante, precum si economisirea resurselor materiale si
energetice (cultivarea la temperatura de 35°C fatd de 40...80°C, descrisa in cea mai apropiata solutie),
distrugerea celulelor cianobacteriei se efectueaza prin congelare-decongelare repetata fatd de distru-
gerea celulelor de microorganisme la presa industriald sub presiunea de 2¢107 Pa, descrisa in cea mai
apropiatd solutie, precum si centrifugarea omogenatului la o viteza de rotatie de 6000...7000 g timp
de 20 min fatd de centrifugarea omogenatului la o viteza inaltd de rotatie de 10000...450000 g timp
de 1 ord, descrisd in cea mai apropiatd solutie.

Rezultatul constd in obtinerea unui preparat termostabil cu activitate antioxidanta inalta.
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Rezultatul obtinut se datoreaza cultivarii cianobacteriei Spirulina platensis in regim de iluminare
permanentd si adaugarii ca sursa suplimentard de C, N si Mn la mediul de cultivare a compusului
coordinativ al Mn, ceea ce influenteaza asupra sintezei antioxidantilor de naturd proteica — ficocianina
si SOD. Rezultatele determindrii activitatii SOD si capacitatii antioxidante a ficocianinei din
preparatul antioxidant obtinut din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis sunt prezentate in
tabelele 1-2.

Tabelul 1

Determinarea activitatii SOD la diferite etape de obtinere a preparatului antioxidant

Etapele de obtinere Activitatea SOD, V, ml Proteina, Unitati/mg
a preparatului antioxidant unitati/ml mg/ml proteind
Extractia 4,58 2100 2,5 1,83
(Extractul initial)
Precipitarea izoelectrica 4,16 2310 0,9 4,62
(Supernatant)
Concentrare 16,64 5775 3,6 4,62

Dupa cum se vede din tabelul 1, dupa precipitarea izoelectrica se pastreaza 100% de activitate a
SOD, care raméne in supernatant si se inldturd 64% de proteine balast, deci are loc separarea
selectivi a SOD de alte proteine. Activitatea SOD a fost determinatd dupd reducerea coloratiei
Tetrazolium Nitroblue (NBT) in prezenta riboflavinei (Winterbourn, 1987).

Tabelul 2

Determinarea capacititii antioxidante a ficocianinei din preparatul antioxidant obtinut din
biomasa cianobacteriei Spirulina platensis

Solutia cercetatd Volumul solutiei de Volumul solutiei de 2,6- Capacitatea
antioxidant titrate, diclorfenolindofenolat de sodiu | antioxidanta, %
mL 0,001 M, consumat la titrare,
mL

Acid ascorbic 0,1 0,8 100
(0,05 mg/mL)

Ficocianini 0,1 0,186 23,25
(0,05 mg/mL)

Datele din tabelul 2 demonstreaza ca, in comparatie cu cea mai apropiata solutie, procedeul
propus in inventie asigurd o activitate antioxidantd mai Tnaltd datoritd prezentei nu doar a enzimei
SOD, ci si a proteinei cu capacitate antioxidantd — ficocianind, a cérei capacitate antioxidantda
constituie 23,25% comparativ cu acidul ascorbic luat in calitate de oxidant standard, a carui valoare
este consideratd 100%. Capacitatea antioxidanta a fost determinatd dupd metoda titrarii cu 2,6-
diclorfenolindofenolat de sodiu (Grigorcea Pavel, Glijin Aliona. Biochimia tehnologica. Lucrari de
laborator, 2003).

Studiul comparativ al activitatii si termostabilitatii SOD din preparatul antioxidant termostabil,
obtinut din cianobacteria Spirulina platensis conform inventiei propuse si celui obtinut din
cianobacteria Cyanidum caldarium conform solutiei apropiate este prezentat in tabelele 3-4.

Tabelul 3
Compararea activitatii enzimei SOD, obtinute din cianobacterii

Preparatul antioxidant Activitatea SOD, unitati/mg | Majorarea activitatii SOD
SOD din cianobacteria Cyanidum 3 -
caldarium (conform celei mai apropiate
solutii)
SOD din cianobacteria Spirulina 4,62 1,54
platensis (conform solutiei propuse)
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Datele din tabelul 3 demonstreaza ca, in comparatie cu cea mai apropiatd solutie, procedeul
propus in inventie asigurd o activitate antioxidantd a enzimei SOD de 1,54 ori mai inaltd in
comparatie cu SOD, obtinutd din cianobacteria Cyanidum caldarium conform celei mai apropiate
solutii. Astfel, capacitatea antioxidantd in preparatul obtinut in inventia propusa este mai inaltd si se
datoreaza prezentei nu doar a enzimei SOD, ci si a ficocianinei — proteinei cu proprietati antioxidante
si care pot avea actiune antioxidanta sinergetica.

Tabelul 4
Compararea termostabilitatii enzimei SOD, obtinute din cianobacterii
Preparatul antioxidant Termostabilitatea preparatului antioxidant
la temperatura de 60°C la temperatura de 60°C
30 min 60 min
Activitatea SOD din 50% din activitatea initiald

cianobacteria Cyanidum -
caldarium (conform celei mai
apropiate solutii)

Activitatea SOD din 100% 100%
cianobacteria Spirulina
platensis (conform solutiei
propuse)

Conform datelor din tabelul 4, dupa 60 si 30 min de incélzire la 60°C preparatul antioxidant din
biomasa cianobacteriei Spirulina platensis pastreaza 100% din activitatea SOD, iar cel obtinut din
cianobacteria Cyanidum caldarium pastreaza doar 50% din activitatea SOD dupa 30 min de incalzire
la 60°C.

Exemplu de realizare a inventiei in reactoare de tip deschis pe un mediu de cultura Gromov

Se prepara 60 L suspensie de spirulind cu concentratia de 0,4 g/L. Cultura de Spirulina platensis
se cultiva timp de 48 ore la temperatura 35°C, pH 9...10, la iluminare permanenta de 4000 Ix. Dupa
48 ore se adauga cu picatura solutie de [Mn(OOCH(OH),COO)(C3N2H,)2(H20),]-nH,0 in calitate de
sursd suplimentard de mangan, carbon si azot cu concentratia finald de 20 mg/L, la agitare
permanentd. Cultivarea este continuatd pand la ziua a 7-a, dupa care biomasa este separatd de mediul
de cultura prin filtrare. Biomasa obtinutd este suspensionatd in apa, astfel ca concentratia finala sa fie
egald cu 20 mg/L. Suspensia este congelatd-decongelatd de 3 ori §i se supune extractiei in raport de
1:1 cu solutie 0,1 M tampon fosfat pH 7.8, ce contine EDTA (10 mM) timp de 1 ord, la temperatura
de 4°C. Extractul obtinut este supus centrifugarii la 3,5 mii rot./min, timp de 20 min. Supernatantul
obtinut este supus precipitarii izoelectrice cu adaugarea solutiei de HC1 0,IN la pH 3,8...4,0. Se
centrifugheaza la 3,5 mii rot./min, timp de 20 min pentru separarea precipitatului. Supernatantul
obtinut ce contine SOD si ficocianind este concentrat cu utilizarea agentului de concentrare
polietilenglicol (Mr = 40000 Da) si solutia obtinutd este utilizata in calitate de preparat antioxidant.
Solutia se congeleaza si se pastreaza la frigider la -15°C.
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(57) Revendicari:

Procedeu de obtinere a preparatului antioxidant termostabil din biomasa cianobacteriei Spirulina
platensis care include cultivarea biomasei cianobacteriei Spirulina platensis in reactoare de tip
deschis pe un mediu de culturd Gromov cu adaugarea compusului coordinativ cu acidul tartric si
imidazol [Mn(COO(CHOH),CO0)(C3N,H4)2(H,0),]-nH,0 in concentratie de 20 mg/L, la tempera-
tura de 30...35°C, separarea biomasei de mediul de cultura, distrugerea celulelor prin congelare-
decongelare repetatd, extragerea fractiei proteice cu 0,1 M tampon fosfat de Na cu pH 7,8...8,0 cu
adaugarea a 10 mM EDTA, fractionarea fractiei proteice prin precipitare izoelectrica la pH 3.8...4,0,
centrifugarea cu separarea ulterioara a precipitatului, concentrarea supernatantului cu continut de
superoxiddismutaza si ficocianind utilizdnd reagentul polietilenglicol Mr 40000 Da si congelarea.
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