MD 4360 B1 2015.07.31

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuali

a1 4360 a3 B1
(51) Int.Cl: C12P 23/00 (2006.01)
BOI1D 11/00 (2006.01)
AG6IK 36/02 (2006.01)
CI2N 1712 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

In termen de 6 luni de la data publicarii mentiunii privind hotirirea de acordare a brevetului de
inventie, orice persoana poate face opozitie la acordarea brevetului

(21) Nr. depozit: a 2013 0066
(22) Data depozit: 2013.09.23
(41) Data publicarii cererii: 2015.05.31,

BOPI nr. 5/2015

(45) Data publicarii hotararii de
acordare a brevetului:
2015.07.31, BOPI nr. 7/2015

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: BULIMAGA Valentina, MD; RUDIC Valeriu, MD; PISOV Maria, MD;
DENCICOV Lidia, MD; GONTA Maria, MD; DUCA Gheorghe, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(54) Procedeu de obtinere a mixoxantofilei din biomasa cianobacteriei Spirulina
platensis

(57) Rezumat:

MD 4360 B1 2015.07.31

1

Inventia se refera 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 constd in
aceea ca se efectueazd extragerea repetatd a
mixoxantofilei din biomasd cu solutie
hidroetanolicdi de 70...96% cu separarea
biomasei prin centrifugare si unificarea
extractelor obtinute, la care se adaugd 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, dupd
care prin decantare se separa fractia etanolicd
cu continut de mixoxantofila, care s¢ dilueaza
cu apd 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.
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) Cnoco0 nmoJsiyuyeHus MUKCOKCAHTO(pUI1a U3 Onomaccsl Spirulina platensis

(57) Pedepar:
1
Hzobperenue OTHOCHTCS K
OHOTEXHONOTHH, B YacTHOCTH K CIIOCO0Y
HOTYyYeHHS  KAPOTHHOHJIHOTO  IIMTMEHTA

MHKCOKCaHTOGMWLIa U3 Ouomaccel Spirulina
platensis JuI1 HUCIONH30BaHUA B  IHINEBOH
IIPOMBIITICHHOCTH HJTH B ME/IUITHHE.

CoritacHO H300pETEHHUIO, CIIOCO0 COCTOUT B
TOM  9TO  OCYIIECTBISIIOT  ITOBTOPHYIO
9KCTPAKIIHIO MUKCOKCAHTO(MWIIIa 13 OHOMaCCHI
70...96%-HpIM BOTHOITAHOIBHBIM PacTBOPOM
C  OTAcICHHEM  Ouomacchl  IEHTPH(DY-
THPOBaHHEM u YHUPHITHPOBAHHEM
[IONYYEHHBIX ~ OKCTPAKTOB, K  KOTOPHIM
Jo0aBigroT 40%-HBIH THAPOKCHA Kaud, B

2
COOTHOIICHUHU 3:1 K KOJIUYECTBY
9KCTPATHpOBAaHHOH OMOMACCH, BBIACPKHUBAIOT
4...6 4acoB U J00ABIAIOT T'eKCaH, IIOCIE Yero
MyTEM JCKAHTUPOBAHIS OTACIAIOT JITHJIOBYIO
(bpaximio c COJICPIKAHUEM MUKCO-
KcaHTO(WIIA, KOTOPYIO Pa30aBIIIIOT BOJOH 10
KOHIICHTpPAITUH 3TIWIOBOrO crmupta 45...50%,
neHTpuPyrupyior 1mpu 6000 ob/muH, a
TTOTYJICHHBIC KPHUCTAILTBI MIPOMBIBAIOT
pactBopom  45...50%-HOrO0  3TAaHOMA W
BEICYIITUBAIOT.
I1. popmymsr: 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
alimentard sau In medicina.

Mixoxantofila este un carotenoid glicozidic. Interesul sporit fatd de carotenoizi, inclusiv
fatd de mixoxantofild, este legat de capacitatea lor antioxidantd, ceea ce pune in fata
cercetdtorilor 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 urmadtoarele etape: separarea in faza stationara (in a 4-
a z1 de cultivare) a biomasei de lichidul de cultura 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 §i doar cantitdti mici de alti pigmenti. Purificarea
ulterioard se efectueaza supunand extractul acetonic obtinut la extractie ulterioard in faza
lichid-lichid in conformitate cu urmatoarele proportii (volumul total de aproximativ 1 litru):
extract de mixoxantofild - 1 parte, 1 parte acetond, 1 parte de hexan + 1 parte de apa, se
toarnd treptat una dupd alta Intr-o péalnie si se agitd, dupa care se adaugd 10 g NaCl. La
etapa ulterioard de separare, mixoxantofila se afld 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 coloand de Biocard (250 x 25 mm) la presiunea de 10...15 bar. Pentru
separarca si clutia pigmentului de mixoxantofild se utilizeazd solutiile A si B cu
concentratia initiald in raport de 80:20 si cea finald de 0:100. Solutia A: amestec de
acetond-metanol cu 10% solutie tampon fosfat, solutia B - etilacetat. Detectia pigmentilor
se efectucaza la 405 nm. Se recomanda utilizarea mixoxantofilel sau echinenonet pentru
tratamentul profilactic gi/sau terapeutic in conditii determinate sau favorizate de procese
oxidative la cament si animale [1].

Dezavantajele acestui procedeu constau 1n utilizarea unor solventi toxici ca acetona si
metanolul, precum si purificarea suplimentard pe coloana de Biocard, ceea ce majoreaza
costul si diminueaza randamentul.

Problema pe care o rezolvad inventia propusa constd 1in elaborarea unui procedeu de
obtinere a mixoxantofilei din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis, care asigurd
excluderea unor astfel de solventi toxici ca acetona i metanolul, majorarea randamentului
si obtinerea mixoxantofilei in forma de cristale cu o puritate inalti.

Esenta inventiei consta in faptul c¢d se efectueaza extragerea repetatd a mixoxantofilei
din biomasa cu solutie hidroetanolicd de 70...96% cu separarea biomasei prin centrifugare
si unificarea extractelor obtinute, la care se adaugd hidroxid de kaliu de 40%, in raport de
3:1 fata de cantitatea de biomasd supusd extractiei, se mentine 4...6 ore si se adaugd hexan,
dupd care prin decantare se separd fractia etanolica cu continut de mixoxantofila, care se
dilueaza cu apd pand 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.

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

Rezultatul tehnic obtinut se datoreaza insolubilitatii mixoxantofilei in solutii alcoolice
de 45...50%, ceea ce reprezinta o noutate §i permite separarea ei de alti pigmenti, care
raman in solutie.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

5 g de biomasd de spirulina se suspendd in 25 ml de apd purificatd i 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
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adaugd 15 ml KOH de 40%, se lasd pentru 4...6 ore pentru saponificare, apoi se adaugd
100 ml hexan pentru inliturarea beta-carotenului si a fractiei lipidice. In pilnia de
decantare se separd fractia de clorofild saponificata, apoi fractia etanolicd ce contine
mixoxantofild se dilueaza cu apad péana la atingerea concentatiei alcoolului de 50%, dupa
care se¢ supune centrifugarii la 6000 rot/min. Cristalele obtinute se spald cu solutie de
C,HsOH de 50% si se usuca.

Exemplul 2

10 g de biomasa de spirulina se suspenda in 75 ml de apd purificata si 200 ml de alcool
etilic de 96% si se agitd in decurs de 60 min. Se centrifugheazd la 6000 rot/min si se separd
extractul de restul de biomasd. La precipitatul obtinut se adauga 140 ml alcool etilic de
96% si se agitd timp de 30 min pentru extractia repetatd a pigmentilor. La extractele
reunite se adaugd 30 ml de KOH de 40%, se lasa pe 4...6 ore pentru saponificare, apoi se
mai adaugd 100 ml hexan pentru inldturarea carotenoizilor si a fractiei lipidice si se agita.
in palnia de decantare se separd fractia de clorofild saponificatd, apoi fractia etanolici ce
contine mixoxantofild se dilueaza cu apa pana la atingerea concentratiei alcoolului de 45%,
dupd care se supune centrifugarii la 6000 rot/min. Cristalele obtinute se spald cu solutie
de C,HsOH de 45% si se usuca.

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

Procedeu de obtinere a mixoxantofilei din biomasa de Spirulina platensis, care consta in
aceea cd se efectucazd extragerea repetatd a mixoxantofilei din biomasd 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 supusd extractiei, se mentine 4...6 ore si s¢ adaugd hexan, dupa care prin
decantare se separd fractia etanolicd cu continut de mixoxantofild, care se dilueaza cu apa
pana la concentratia alcoolului etilic de 45...50%, s¢ centrifugheaza la 6000 rot/min, iar
cristalele obtinute se spald cu solutie de etanol de 45...50% si se usuca.
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