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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la biotehnologie, in
special la un procedeu de obtinere a
pigmentului carotenoidic mixoxantofila din
biomasa de Spirulina platensis pentru utilizare
in industria alimentara sau in medicina.

Conform inventiei, procedeul consta in
aceea ca se efectueaza extragerea repetatd a
mixoxantofilei din biomasd cu solutie
hidroetanolica de 70...96% cu separarea
biomasei prin centrifugare s§i unificarea
extractelor obtinute, la care se adauga hidroxid

2
de kaliu de 40%, in raport de 3:1 fatd de
cantitatea de biomasd supusd extractiei, se
mentine 4...6 ore si se adaugd hexan, dupa
care prin decantare se separa fractia etanolica
cu continut de mixoxantofila, care se dilueaza
cu apa pana la concentratia alcoolului etilic de
45...50%, se centrifugheaza la 6000 rot/min,
iar cristalele obtinute se spald cu solutie de
etanol de 45...50% si se usuca.
Revendicari: 1




(54) Process for producing myxoxanthophyll from Spirulina platensis

cyanobacterium biomass

(57) Abstract:

1

The invention relates to biotechnology,
particularly to a process for producing the
myxoxanthophyll carotenoid pigment from
Spirulina platensis biomass for use in the food
industry or medicine.

According to the invention, the process
consists in that it is carried out re-extraction of
myxoxanthophyll from the biomass with
70...96%  water-ethanol ~ solution  with
separation of biomass by centrifugation and
unification of produced extracts, to which is
added 40% potassium hydroxide in a ratio of

2
3:1 to the amount of the extracted biomass, is
maintained for 4...6 hours and is added
hexane, afterwards by decantation is separated
the myxoxanthophyll-containing ethyl fraction,
which is diluted with water to the ethyl alcohol
concentration of 45...50%, is centrifuged at
6000 rev/min, and the resulting crystals are
washed with 45...50% ethanol solution and
dried.
Claims: 1

(54) Cnnoco® mosryyeHusi MUKCOKcaHTo¢uIa U3 6uomaccnl Spirulina platensis

(57) Pedepar:

Uzo0perenue OTHOCHUTCSI K ouo-
TEeXHOJIOTHH, B YaCTHOCTH K  CIOCOOY
MONyYeHHss  KAPOTHHOMIHOTO  THUTMEHTa
MHUKCOKCaHTOQWIa 13 Ouomaccel Spirulina
platensis s wWCHONB30BaHUS B IHIIEBOU
MPOMBIIUICHHOCTH WUITH B ME/IHIIMHE.

CormnacHo HU300pETCHUIO, croco6
COCTOHUT B TOM YTO OCYIIECTBIISIOT IIOBTOPHYIO
9KCTPAKIUIO MUKCOKCAHTO(DHILIIA N3 OHOMACCHI
70...96%-HBIM BOJHOITAHOJIBHBIM PACTBOPOM
c OT/IeIeHUEM Gromaccel LEHTPH-
¢dyrupoBanuem u YHAUIHPOBAHNUEM
MONYyYeHHBIX ~ 3KCTPAKTOB, K  KOTOPBIM
n06aBistioT  40%-HBIH THAPOKCHA Kanus, B

2
cooTHOmeHNH 3:1 K KOJIHMYECTBY  3KCTpa-
TMpPOBaHHON OWoOMacchl, BhIIEpKUBAOT 4...6
YacoB U JI00ABISIFOT TeKCaH, MOCIE Yero myTéM
JICKAaHTUPOBAHUSI OTZCISIOT STUIIOBYIO
bpakuuio ¢ coJepKaHHEM MHUKCOKCAHTO-
¢wia,  KOTOPYH pa30aBISIOT BOJOH IO
KOHLIEHTpaluu 3TwiioBoro crmpra 45...50%,
neHtpudyrupyror mpu 6000 o6/mMuH, a
MONTyYCHHBIC KPUCTALIBI MPOMBIBAIOT
pactBopom  45...50%-HOrO0  3TaHONA W
BBICYIIIMBAIOT.
I1. popmynsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, in special la un procedeu de obtinere a
pigmentului carotenoidic mixoxantofila din biomasa de Spirulina platensis pentru
utilizare in industria alimentara sau in medicina.

Mixoxantofila este un carotenoid glicozidic. Interesul sporit fatd de carotenoizi,
inclusiv fatd de mixoxantofild, este legat de capacitatea lor antioxidanta, ceea ce pune
in fata cercetatorilor sarcina de a elabora tehnologii de separare si purificare a
carotenoizilor pentru producerea lor in cantitati industriale.

Este cunoscut un procedeu de obtinere a mixoxantofilei din biomasa cianobacteriei
Synechocystis PCC 680, care include urmatoarele etape: separarea in faza stationara (in
a 4-a zi de cultivare) a biomasei de lichidul de culturd prin centrifugare, obtinerea
extractului de mixoxantofild prin addugarea acetonei de 50% intr-un mojar cu bile de
sticld, centrifugarea si eliminarea precipitatului. In supernatantul portocaliu se contin
95% din continutul total de mixoxantofild si doar cantitdti mici de alti pigmenti.
Purificarea ulterioard se efectueaza supunand extractul acetonic obtinut la extractie
ulterioara in faza lichid-lichid in conformitate cu urmaétoarele proportii (volumul total de
aproximativ 1 litru): extract de mixoxantofila - 1 parte, 1 parte acetona, 1 parte de hexan
+ 1 parte de apa, se toarna treptat una dupa alta intr-o palnie si se agitd, dupa care se
adauga 10 g NaCl. La etapa ulterioara de separare, mixoxantofila se afla in faza
hexanica. Extractul hexanic este evaporat intr-un evaporator rotativ la 25°C in intuneric,
in decurs de 30 min. Precipitatul de mixoxantofila se usucd. Purificarea ulterioara se
efectueaza prin cromatografie preparativa cu faze inverse pe coloana de Biocard (250 x
25 mm) la presiunea de 10...15 bar. Pentru separarea si elutia pigmentului de
mixoxantofila se utilizeaza solutiile A si B cu concentratia initiald in raport de 80:20 si
cea finala de 0:100. Solutia A: amestec de acetona-metanol cu 10% solutie tampon
fosfat, solutia B - etilacetat. Detectia pigmentilor se efectueaza la 405 nm. Se
recomanda utilizarea mixoxantofilei sau echinenonei pentru tratamentul profilactic
si/sau terapeutic 1n conditii determinate sau favorizate de procese oxidative la oameni si
animale [1].

Dezavantajele acestui procedeu constau in utilizarea unor solventi toxici ca acetona
si metanolul, precum §i purificarea suplimentara pe coloand de Biocard, ceea ce
majoreaza costul si diminueaza randamentul.

Problema pe care o rezolva inventia propusd consta in elaborarea unui procedeu de
obtinere a mixoxantofilei din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis, care asigura
excluderea unor astfel de solventi toxici ca acetona si metanolul, majorarea
randamentului §i obtinerea mixoxantofilei in forma de cristale cu o puritate inalta.

Esenta inventiei constd in faptul ca se efectueazd extragerea repetatd a
mixoxantofilei din biomasa cu solutie hidroetanolica de 70...96% cu separarea biomasei
prin centrifugare si unificarea extractelor obtinute, la care se adauga hidroxid de kaliu
de 40%, in raport de 3:1 fatd de cantitatea de biomasd supusa extractiei, se mentine
4...6 ore si se adaugd hexan, dupa care prin decantare se separa fractia etanolica cu
continut de mixoxantofild, care se dilueaza cu apa pana la concentratia alcoolului etilic
de 45...50%, se centrifugheaza la 6000 rot/min, iar cristalele obtinute se spala cu solutie
de etanol de 45...50% si se usuca.

Rezultatul tehnic obtinut consta In utilizarea alcoolului etilic in calitate de extragent
al mixoxantofilei si excluderea unor astfel de solventi volatili §i toxici ca acetona si
metanolul, ceea ce faciliteazd etapele ulterioare de purificare (saponificarea si
precipitarea mixoxantofilei prin diminuarea concentratiei alcoolului la valorile de
45...50%) si asigura obtinerea mixoxantofilei sub forma de cristale, ce determinad o
puritate inalta (99,9%) si un randament de 99,0%.

Rezultatul tehnic obtinut se datoreaza insolubilititii mixoxantofilei in solutii
alcoolice de 45...50%, ceea ce reprezintd o noutate si permite separarea ei de alti
pigmenti, care rdman 1in solutie.
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Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

5 g de biomasa de spirulina se suspenda in 25 ml de apa purificata si 175 ml de
alcool etilic de 80% si se agitd in decurs de 60 min. Se centrifugheaza la 6000 rot/min
pentru a separa extractul de restul de biomasa, la care se adauga 100 ml alcool etilic de
70% si se agitd timp de 30 min pentru extractia repetatd a pigmentilor. La extractele
reunite se adaugd 15 ml KOH de 40%, se lasa pentru 4...6 ore pentru saponificare, apoi
se adauga 100 ml hexan pentru inlaturarea beta-carotenului si a fractiei lipidice. In
palnia de decantare se separa fractia de clorofila saponificata, apoi fractia etanolica ce
contine mixoxantofild se dilueaza cu apa pana la atingerea concentatiei alcoolului de
50%, dupa care se supune centrifugarii la 6000 rot/min. Cristalele obtinute se spala cu
solutie de C,HsOH de 50% si se usuca.

Exemplul 2

10 g de biomasa de spirulind se suspenda in 75 ml de apa purificata si 200 ml de
alcool etilic de 96% si se agita in decurs de 60 min. Se centrifugheaza la 6000 rot/min
si se separa extractul de restul de biomasa. La precipitatul obtinut se adaugad 140 ml
alcool etilic de 96% si se agitd timp de 30 min pentru extractia repetata a pigmentilor.
La extractele reunite se adauga 30 ml de KOH de 40%, se lasa pe 4...6 ore pentru
saponificare, apoi se mai adauga 100 ml hexan pentru inlaturarea carotenoizilor si a
fractiei lipidice si se agiti. In palnia de decantare se separi fractia de clorofila
saponificatd, apoi fractia etanolica ce contine mixoxantofila se dilueaza cu apa péana la
atingerea concentratiei alcoolului de 45%, dupa care se supune centrifugarii la
6000 rot/min. Cristalele obtinute se spala cu solutie de C;HsOH de 45% si se usuca.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. WO 2002024183 A1 2002.03.28

(57) Revendicari:

Procedeu de obtinere a mixoxantofilei din biomasd de Spirulina platensis, care
constd in aceea cd se efectueaza extragerea repetatd a mixoxantofilei din biomasa cu
solutie hidroetanolica de 70...96% cu separarea biomasei prin centrifugare si unificarea
extractelor obtinute, la care se adauga hidroxid de kaliu de 40%, in raport de 3:1 fata de
cantitatea de biomasa supusa extractiei, se mentine 4...6 ore si se adaugd hexan, dupa
care prin decantare se separa fractia etanolicd cu continut de mixoxantofila, care se
dilueaza cu apa pana la concentratia alcoolului etilic de 45...50%, se centrifugheaza la
6000 rot/min, iar cristalele obtinute se spald cu solutie de etanol de 45...50% si se
usuca.
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