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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 apd
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dezagregarea celulelor prin  con-

distilata,
gelare-decongelare In doud repetitii, extragerea
suspensiei la agitare cu o solutie alcoolicd de
10...20%, ce contine CaCl, in concentratie de
5...10 g/1 si separarca 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) Cnoco0 3xcTpakuuu GUKOLHAHUHA U3 OMoMaccehl Boaopocau Spirulina

platensis

(57) Pegepar:
1

H300peTenne OTHOCHTCS K OHOTEXHOIO-
THH, B YacCTHOCTH K CHOCO0Y JKCTPAKIIHH
¢uxormaHmHa U3  OMOMAacChl  BOJOPOCITH
Spirulina platensis 1711 HUCIOIH30BaHHUA B
Ka4eCTBE KpPACHTENIS C aHTHOKCHAHTHBIMH
CBOMCTBaMH.

Crroco0, COrTacHO H300pPETECHHIO, BKIIIO-

qacT: JICMHUHCPAJIN3alluIo GI/IOMaCCLI, CyCIICH-
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3UPOBAHNC B I[I/ICTI/IJIHI/IpOBaHHoﬁ BOJIC, pas-

pDYLICHHE KIETOK IIyTéM 2-KpPaTHOIO 3aMo-
PaKMBAaHUA-OTTAaUBAHU, SKCTPAKIUIO CYCIICH-
3uH nepementuBanueM ¢ 10...20% crmpToBhIM
pactBopoM, KoTopsiit comepxut CaCl, B koH-
neaTparmd S...10 g/l u pasgenenue skcTpakTa
IIEHTPUPYTUPOBAHUEM.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd 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 crescandd 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 exploratd pe larg in
ultimii ani in calitate de producdtor de ficobiliproteine, in special de ficocianind.
Ficocianina este utilizatd in calitate de colorant alimentar la prepararea unor astfel de
produse ca gumele de mestecat, gelurile, inghetata, produsele lactate, precum si in
cosmeticd, 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 impusd
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 spirulind care
include urmatoarele etape: suspendarea biomasei algale (2...12 g/1) in solutie de 10 g/1
CaCl, si 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
doud faze apoase prin addugarea polietilenglicolului (PEG) 1450 si fosfatului de potasiu in
concentratii finale de 7 si 20%, respectiv, ajustarea pH-ului cu acid fosforic pand la
valoarea de 6,5, urmatd 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 joasd (A620/A280 = 1,3...1,7),
randamentul scdzut (7...14,4%) al ficocianinei, precum si instabilitatea ei la pdstrare in
solutie de CaCl,.

Solutia cea mai apropiatd de obiectul revendicat reprezintd procedeul de extractic a
ficocianinei din biomasa de spirulind care include urmdtoarele etape: demineralizarea,
suspendarea In apd, 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 puritdtii,
randamentului si duratei de pastrare a ficocianinei la intuneric.

Problema pe care o rezolvd inventia propusd constd in elaborarea unui procedeu de
extragere a ficocianinei din biomasa de spirulind, care sd permitd micsorarea duratei
procesului si asigurarea unei puritdti si a unui randament fnalt, precum si stabilitatea de
lungd duraté a ficocianinei la pastrare in conditii de intuneric la temperaturile de 0...4°C si
10...15°C.

Esenta inventiei constd 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, urmatd de separarea extractului prin centrifugare, totodatd biomasa,
inainte de extragere, este demineralizata si trecutd in suspensie apoasd, dupd care urmeaza
dezagregarea celulelor prin congelare-decongelare si extragerea ficocianinei cu solutie
alcoolicd de 10%...20%, ce contine CaCl, In concentratie de 5...10 g/l.

Rezultatul tehnic obtinut constd 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 pand la 30 si 185 zile la temperaturile de 10...15°C si
0...4°C, respectiv, si se datoreaza extragerii selective §i complete a ficocianinei in cazul
utilizarii in calitate de extragenti a CaCl, si a solutiei alcoolice, care posedd si efect sinergic
de conservare.
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Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Biomasa de spirulind cultivata in decurs de 12 zile se separd de lichidul cultural prin
filtrare, s¢ spald consecutiv cu solutie de 1,5% acetat de amoniu si apd distilatd in raport de
1:1, se suspendd in apa distilata (20mg/ml) si se supune congelarii-decongelarii de 2 ori. La
suspensie se adauga 3 volume de solutie alcoolicd 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
examineazd supernatantul obtinut. Se méasoard absorbanta la 620, 650 si 280 nm. Se
determind puritatea ficocianinei prin raportul A620/A280. Cantitatea de ficocianind
(mg/ml) se determina dupd formula: (A620-0,474A650)/5,34, iar randamentul, in %, prin
recalculare la biomasa uscata.

Exemplul 2

Biomasa de spirulind cultivata in decurs de 12 zile se separd de lichidul cultural prin
filtrare, se spald consecutiv cu solutie de 1,5% acetat de amoniu si apd distilata in raport de
1:1, se suspendd in apd distilata (20mg/ml) si se supune congeldrii-decongeldrii de 2 ori. La
suspensie se adaugd 2 volume de solutie alcoolicd de 15%, ce contine 10 g/1 CaCl, si se
agitd in decurs de 45 min. Se centrifugheazi la 6 mii rot/min timp de 20 min i se
examineazd supernatantul obtinut. Se mésoard 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 3

Biomasa de spirulind cultivata in decurs de 12 zile se separd de lichidul cultural prin
filtrare, se spala consecutiv cu solutie de 1,5% acetat de amoniu si apd distilata in raport de
1:1, se suspendad in apa distilata (20mg/ml) si se supune congeldrii-decongelarii de 2 ori. La
suspensie se adaugd 1 volum de solutie alcoolica de 20%, ce contine 10 g/1 CaCl, si se agitd
in decurs de 45 min. Se centrifugheaza la 6 mii rot/min timp de 20 min §i se examineazd
supernatantul obtinut. Se médsoara absorbanta la 620, 650 si 280 nm. S¢ determind puritatea
ficocianinei prin raportul A620/A280. Cantitatea de ficocianind (mg/ml) se determind dupd
formula: (A620-0,474A650)/5,34, iar randamentul, in %, prin recalculare la biomasa
uscata.

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

Exemplul 1

Biomasa de Spirulina platensis, cultivatd in decurs de 12 zile, este separatd de lichidul
cultural si suspendata in solutie de 10 g/1 CaCl, (2 g/1), dupd care se efectucaza 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
addugarea 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 6,5, urmata de
centrifugare si separarea fazelor. Procedeul permite obtinerea ficocianinei cu puritatea
(A620/A280) egala cu 1,35 i un randament de 15,4%, recalculat la biomasa uscata.

Exemplul 2

Biomasa de Spirulina platensis, cultivatd in decurs de 12 zile, este separatd de lichidul
cultural si suspendata in solutie de 10 g/l CaCl, (6 g/1), dupd care se efectucaza distrugerea
peretilor celulari cu addugarea 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 2 faze apoase prin
addugarea polietilenglicolului (PEG) 1450 si a fosfatului de potasiu in concentratii finale de
7 s1 20%, respectiv, ajustarea pH-ului cu acid fosforic pani la valoarea de 6,5, urmatd de
centrifugare si separarea fazelor. Procedeul permite obtinerea ficocianinei cu puritatea
(A620/A280) egald 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 suspendatd in solutie de 10 g/l CaCl, (12 g/1), dupa care se efectueaza distrugerea
peretilor celulari cu addaugarea 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
addugarea 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 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 spirulina sunt prezentate in tabel.

Puritatea si randamentul ficocianinei extrase din biomasa de spirulina

Procedeul Concentratia Puritatea Randamentul Durata de péstrare la
utilizat biomasei, g/l | ficocianinei, | ficocianinei, intuneric, zile
A620/A280 %o 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 apropiatd 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 si a duratei de pastrare la intuneric pand la 30 si 185 zile la
temperaturile de 10...15°C i 0...4°C, respectiv.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Cisneros M., Rito-Palomares M. A simplified strategy for the release and primary
recovery of C-phycocyanin produced by Spirulina maxima. Chemical and
Biochemical Engineering Quarterly, 2004, vol. 18, nr. 4, p. 385-390

2. CN 101607988 A 2009.12.23

(57) Revendicari:

Procedeu de extragere a ficocianinei din biomasa algei Spirulina platensis care
constd in aceea ca biomasa se demineralizeaza, se suspendd in apd distilata, se dezagre-
gheazd celulele prin congelare-decongelare in doud repetitii, se extrage suspensia la agitare
cu o solutie alcoolicd de 10...20%, ce contine CaCl, In concentratie de 5...10 g/1, dupa care
extractul se separd prin centrifugare.
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