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(57) Rezumat:
1
Inventia se refera la biotehnologie, in
special la un procedeu de extragere a fico-
cianinei din biomasa algei Spirulina platensis
pentru utilizare in calitate de colorant cu
proprietati antioxidante.
conform include:

Procedeul, inventiei,

demineralizarea biomasei, suspendarea in apa
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distilatd, dezagregarea celulelor prin con-
gelare-decongelare in doua repetitii, extragerea
suspensiei la agitare cu o solutie alcoolica de
10...20%, ce contine CaCl, in concentratie de
5...10 g/l si separarea extractului prin centri-
fugare.

Revendicari: 1




(54) Process for extraction of phycocyanin from Spirulina platensis alga biomass

(57) Abstract:
1
The invention relates to biotechnology, in

particular to a process for extraction of
phycocyanin from Spirulina platensis alga
biomass for use as a colorant with antioxidant
properties.

The process, according to the invention,

includes: demineralization of biomass, sus-
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2
pension in distilled water, destruction of cells

by double freezing-unfreezing, extraction of
suspension by mixing with 10...20% alcohol
solution, containing CaCl, in a concentration
of 5...10 g/l and separation of the extract by
centrifugation.

Claims: 1

(54) Cnocod dxcTpakiun GUKOIMUAHMHA U3 OMomMacchl Bogopocau Spirulina

platensis
(57) Pedepar:

N300peTeHre OTHOCUTCS K OMOTEXHONO-
MM, B YaCTHOCTH K CIOCOOY 3KCTPaKIHU
¢uKoIMaHMHa W3  OMOMACChl  BOAOPOCIH
Spirulina platensis anst wucnonb3oBanus B
Ka4yeCTBEe KpACHTENsl C AaHTHOKCHIAHTHBIMU
CBOWCTBaMU.

Crioco0, corimacHO W300pETEHHIO, BKITIO-

4acT: ACMUHCpAIU3alHUI0 6I/IOMaCCI)I, CYCIICH-
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2
3UpOBaHKHEe B IUCTHIMPOBAHHOW BOjE, pas-

pylIeHHE KJIETOK NyTéM 2-KpaTHOTO 3aMo-
PaKMBaHUSA-OTTaAUBAHMS, SKCTPAKIUIO CYCIICH-
3un nepememuBanueM ¢ 10...20% crnupToBsIM
pactBopom, kotopsiii comepxutr CaCl, B KOH-
neHtpamuu 5...10 g/l u pa3neneHue sKCTpakTa
LHEHTPUPYTUPOBAHUEM.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, in special la un procedeu de extragere a ficocianinei
din biomasa algei Spirulina platensis pentru utilizare in calitate de colorant cu proprietati
antioxidante.

Cererea crescanda de consum pentru aditivi alimentari §i cosmetici, inclusiv coloranti
naturali, necesitd dezvoltarea eficientd a unor resurse naturale si renovabile. Printre
resursele naturale inalt eficiente, cianobacteria Spirulina platensis este exploraté pe larg in
ultimii ani 1n calitate de producator de ficobiliproteine, in special de ficocianina.
Ficocianina este utilizata in calitate de colorant alimentar la prepararea unor astfel de
produse ca gumele de mestecat, gelurile, inghetata, produsele lactate, precum si in
cosmetica, in calitate de colorant si ca agent de tratare a bolilor de piele. Nu mai putin
importante sunt si rezultatele studiilor care confirma capacitatea antioxidantd, anti-
bacteriand, anticancerigend, efectele antiinflamatorii, neuroprotective si hepatoprotective
ale ficocianinei. Obtinerea si utilizarea ficocianinei in calitate de colorant cu proprietati
antiradicalice sunt limitate din cauza cheltuielilor mari de producere, fiind impusa
necesitatea elaborarii unor procedee mai simple si eficiente de extragere §i separare a
acestui pigment.

Este cunoscut un procedeu de extragere a ficocianinei din biomasa de spirulina care
include urmatoarele etape: suspendarea biomasei algale (2...12 g/l) in solutie de 10 g/l
CaCl; si distrugerea peretilor celulari cu adaugarea unor bile de sticla cu diametrul de
0,8...1,0 mm, agitarea la viteza de 1500 rot/min si extragerea ficocianinei in sistemul de
doua faze apoase prin adaugarea polietilenglicolului (PEG) 1450 si fosfatului de potasiu in
concentratii finale de 7 si 20%, respectiv, ajustarea pH-ului cu acid fosforic péana la
valoarea de 6,5, urmatad de centrifugarea si separarea fazelor. Procedeul permite obtinerea
ficocianinei cu puritatea (A620/A280) egald cu 1,7 cu un randament de 7...14,4%,
recalculat la biomasa uscata [1].

Dezavantajul procedeului constd in puritatea joasa (A620/A280 = 1,3...1,7),
randamentul scazut (7...14,4%) al ficocianinei, precum si instabilitatea ei la pastrare in
solutie de CaCl,.

Solutia cea mai apropiatd de obiectul revendicat reprezintd procedeul de extractie a
ficocianinei din biomasa de spirulind care include urmatoarele etape: demineralizarea,
suspendarea in apa, agitarea, congelarea-decongelarea in 2 repetitii cu scopul distructiei
peretilor celulari, centrifugarea si extractia sedimentului prin utilizarea solutiei etanolice
[2].

Dezavantajul procedeului constd In obtinerea unor indicatori mici ai puritatii,
randamentului si duratei de pastrare a ficocianinei la intuneric.

Problema pe care o rezolva inventia propusa constd in elaborarea unui procedeu de
extragere a ficocianinei din biomasa de spirulind, care sa permitd micsorarea duratei
procesului §i asigurarea unei puritati si a unui randament inalt, precum si stabilitatea de
lungd duratd a ficocianinei la pastrare in conditii de intuneric la temperaturile de 0...4°C si
10...15°C.

Esenta inventiei consta in faptul ca se propune un procedeu de extragere a ficocianinei
din biomasa algei Spirulina platensis care include etapele: separarea biomasei de lichidul
cultural, suspendarea biomasei in solutie, dezagregarea celulelor si extragerea ficocianinei
la agitarea suspensiei, urmata de separarea extractului prin centrifugare, totodata biomasa,
inainte de extragere, este demineralizata si trecutd in suspensie apoasa, dupa care urmeaza
dezagregarea celulelor prin congelare-decongelare si extragerea ficocianinei cu solutie
alcoolica de 10%...20%, ce contine CaCl, in concentratie de 5...10 g/l.

Rezultatul tehnic obtinut consta in majorarea puritatii ficocianinei extrase de 1,7...2,4
ori, a randamentului de 1,6...3,2 ori (in comparatie cu solutia cea mai apropiatd), precum si
a duratei de pastrare la intuneric pani la 30 si 185 zile la temperaturile de 10...15°C si
0...4°C, respectiv, si se datoreazd extragerii selective si complete a ficocianinei in cazul
utilizarii in calitate de extragenti a CaCl, si a solutiei alcoolice, care poseda si efect sinergic
de conservare.
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Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Biomasa de spirulina cultivatd in decurs de 12 zile se separd de lichidul cultural prin
filtrare, se spald consecutiv cu solutie de 1,5% acetat de amoniu si apa distilata in raport de
1:1, se suspenda in apa distilatd (20mg/ml) si se supune congelarii-decongelarii de 2 ori. La
suspensie se adauga 3 volume de solutie alcoolica de 13,3%, ce contine 10 g/l CaCl, si se
agitd periodic in decurs de 45 min. Se centrifugheaza la 6 mii rot/min timp de 20 min si se
examineaza supernatantul obtinut. Se masoard absorbanta la 620, 650 si 280 nm. Se
determind puritatea ficocianinei prin raportul A620/A280. Cantitatea de ficocianind
(mg/ml) se determina dupa formula: (A620-0,474A650)/5,34, iar randamentul, in %, prin
recalculare la biomasa uscata.

Exemplul 2

Biomasa de spirulina cultivatd in decurs de 12 zile se separd de lichidul cultural prin
filtrare, se spala consecutiv cu solutie de 1,5% acetat de amoniu si apa distilata in raport de
1:1, se suspenda in apa distilatd (20mg/ml) si se supune congelarii-decongelarii de 2 ori. La
suspensie se adauga 2 volume de solutie alcoolica de 15%, ce contine 10 g/l CaCl, si se
agitd in decurs de 45 min. Se centrifugheaza la 6 mii rot/min timp de 20 min si se
examineaza supernatantul obtinut. Se masoard absorbanta la 620, 650 si 280 nm. Se
determind puritatea ficocianinei prin raportul A620/A280. Cantitatea de ficocianina
(mg/ml) se determina dupa formula: (A620-0,474A650)/5,34, iar randamentul, in %, prin
recalculare la biomasa uscata.

Exemplul 3

Biomasa de spirulina cultivatd in decurs de 12 zile se separd de lichidul cultural prin
filtrare, se spald consecutiv cu solutie de 1,5% acetat de amoniu si apa distilata in raport de
1:1, se suspenda in apa distilatd (20mg/ml) si se supune congelarii-decongelarii de 2 ori. La
suspensie se adaugd 1 volum de solutie alcoolica de 20%, ce contine 10 g/l CaCl; si se agita
in decurs de 45 min. Se centrifugheaza la 6 mii rot/min timp de 20 min §i se examineaza
supernatantul obtinut. Se masoara absorbanta la 620, 650 si 280 nm. Se determina puritatea
ficocianinei prin raportul A620/A280. Cantitatea de ficocianina (mg/ml) se determina dupa
formula: (A620-0,474A650)/5,34, iar randamentul, in %, prin recalculare la biomasa
uscata.

Totodatd, a fost extrasd ficocianina din biomasa Spirulina platensis conform celei mai
apropiate solutii.

Exemplul 1

Biomasa de Spirulina platensis, cultivata in decurs de 12 zile, este separatd de lichidul
cultural si suspendata in solutie de 10 g/l CaCl, (2 g/1), dupa care se efectueaza distrugerea
peretilor celulari cu addugarea unor bile de sticld cu diametrul de 0,8...1,0 mm, agitarea la
viteza de 1500 rot/min si extragerea ficocianinei in sistemul de 2 faze apoase prin
adaugarea polietilenglicolului (PEG) 1450 si a fosfatului de potasiu in concentratii finale de
7 si 20%, respectiv, ajustarea pH-ului cu acid fosforic panad la valoarea 6,5, urmata de
centrifugare si separarea fazelor. Procedeul permite obtinerea ficocianinei cu puritatea
(A620/A280) egala cu 1,35 si un randament de 15,4%, recalculat la biomasa uscata.

Exemplul 2

Biomasa de Spirulina platensis, cultivatd in decurs de 12 zile, este separata de lichidul
cultural si suspendata in solutie de 10 g/l CaCl, (6 g/1), dupa care se efectueaza distrugerea
peretilor celulari cu addugarea unor bile de sticld cu diametrul de 0,8...1,0 mm, agitarea la
viteza de 1500 rot/min si extragerea ficocianinei in sistemul de 2 faze apoase prin
adaugarea polietilenglicolului (PEG) 1450 si a fosfatului de potasiu in concentratii finale de
7 si 20%, respectiv, ajustarea pH-ului cu acid fosforic pana la valoarea de 6,5, urmata de
centrifugare si separarea fazelor. Procedeul permite obtinerea ficocianinei cu puritatea
(A620/A280) egala cu 1,38 si un randament de 8,7%, recalculat la biomasa uscata.

Exemplul 3

Biomasa de Spirulina platensis, cultivata in decurs de 12 zile, este separatd de lichidul
cultural si suspendata in solutie de 10 g/l CaCl, (12 g/1), dupa care se efectueaza distrugerea
peretilor celulari cu addugarea unor bile de sticld cu diametrul de 0,8...1,0 mm, agitarea la
viteza de 1500 rot/min si extragerea ficocianinei in sistemul de 2 faze apoase prin
adaugarea polietilenglicolului (PEG) 1450 si a fosfatului de potasiu in concentratii finale de
7 si 20%, respectiv, ajustarea pH-ului cu acid fosforic panad la valoarea 6,5, urmata de
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centrifugare si separarea fazelor. Procedeul permite obtinerea ficocianinei cu puritatea
(A620/A280) egala cu 1,75 si un randament de 8%, recalculat la biomasa uscata.

Rezultatele obtinute privind puritatea si randamentul ficocianinei extrase din biomasa
de spirulind sunt prezentate in tabel.

Puritatea si randamentul ficocianinei extrase din biomasa de spirulina

Procedeul Concentratia Puritatea Randamentul Durata de pastrare la
utilizat biomasei, g/l | ficocianinei, | ficocianinei, intuneric, zile
AB20/A280 % 0...4°C 10...15°C

Conform celei 2,0 1,35 15,4 7 2
mai apropiate 6,0 1,38 8,7 7 2
solutii 12,0 1,75 8,0 7 2
Conform 5,0 3,17 24,8 185 30
solutiei 6,7 2,98 25,0 185 30
propuse in 10,0 2,90 25,9 185 30
inventie

Astfel, in comparatie cu cea mai apropiata solutie, rezultatele obtinute conform inventiei
demonstreaza majorarea puritatii ficocianinei extrase de 1,7...2,4 ori, a randamentului de
1,6...3,2 ori, precum §i a duratei de pastrare la intuneric pana la 30 si 185 zile la
temperaturile de 10...15°C si 0...4°C, respectiv.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
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(57) Revendicari:

Procedeu de extragere a ficocianinei din biomasa algei Spirulina platensis care
constd in aceea ca biomasa se demineralizeaza, se suspendd in apa distilatd, se dezagre-
gheaza celulele prin congelare-decongelare in doud repetitii, se extrage suspensia la agitare
cu o solutie alcoolica de 10...20%, ce contine CaCl, in concentratie de 5...10 g/l, dupa care
extractul se separa prin centrifugare.
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