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Noutatea inventiei constd in aceea, cd se
efectueaza distrugerea mecanicd a peretilor celulari
ai biomasei intr-un omogenizator, in calitate de
solvent se utilizeaza alcool etilic de 96%, racit pand
la temperatura de O C, iar agitarea se efectueaza pe
un agitator mecanic orbital, timp de 5...10 min.
10 Revendicéri: 1

Figuri: 2

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la 5

un procedeu de extragere a astaxantinei din biomasa
microalgelor, care poate fi folositd in industria
microbiologica, alimentard, cosmetica si farmaceu-
ticd.

Procedeul de extragere a astaxantinei din bio-
masa de Haematococcus pluvialis include separarea
biomasei de lichidul cultural, distrugerea peretilor
celulari ai biomasei, prelucrarea biomasei cu un
solvent organic, agitarea amestecului obtinut si
separarea extractului de astaxantind prin centri-
fugare. 15
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la un procedeu de extragere a astaxantinei din biomasa
microalgelor, care poate fi folositd in industria microbiologica, alimentara, cosmetica si farmaceutica.

Microalga verde Haematococcus pluvialis este un recunoscut producitor de astaxantind — pigment
carotenoidic cu proprietati antioxidante performante. Rentabilitatea proceselor biotehnologice destinate
obtinerii preparatelor in bazd de astaxantind depinde de aplicarea unor procedee adecvate de extragere a
pigmentului, care permit a péstra structura lui nativa in procesul manipuldrilor si care nu implica substante
constisitoare, toxice sau de altd naturd, care limiteazd domeniile de aplicare ale extractului astaxantinic.

Este cunoscut un procedeu de extragere a astaxantinei din biomasa de Haematococcus pluvialis care
constd 1n amestecarea biomasei separate prealabil de lichidul cultural prin centrifugare si prelucrarea pentru
distrugerea peretelui celular cu dimetilsulfoxid (DMSO), incdlzit in prealabil pand la 55°C si agitarea
amestecului pe vortex [1].

Dezavantajul acestui procedeu constd in faptul ca lucrarile pot fi realizate doar in conditii speciale, care
includ ventilarea intensd, si deci, cheltuieli suplimentare. In acelasi timp, pistrarea extractelor astaxantinice
fira deteriorarea structurii moleculei pigmentului este posibild doar la 0°C, temperaturd la care DMSO trece
in forma cristalind, ceea ce prezintd un obstacol pentru lucrdrile ulterioare. Afara de aceasta, extragerea
astaxantinei, realizata cu utilizarea DMSO este incompletd, o parte din pigment rdmanand in componenta
reziduului celular, dupa cum se vede in fig. 1.

Mai este cunoscut §i procedeul de extragere a astaxantinei in metanol, care constd in amestecarea
biomasei de Haematococcus pluvialis cu alcool metilic si cu particule de cuart cu dimensiunea de 0,2...1,0
mm. Amestecul se agitd pe un vibrator timp de 10 min, apoi se centrifugheaza timp de 10 min [2].

Dezavantajul procedeului indicat constd in faptul cid pentru extractia astaxantinei se utilizeaza o
substantd toxicd (metanolul), ceea ce limiteazd esential domeniile de utilizare ulterioard a extractelor
obtinute.

Cea mai apropiatd solutie este un procedeu de extragere a astaxantinei din biomasa de Haematococcus
pluvialis, care se realizeazd In modul urmator: biomasa de Haematococcus pluvialis, separatd in prealabil
de lichidul cultural prin centrifugare si tratatd pentru distrugerea peretelui celular, este amestecatd cu
acetond, agitatd atent pe un agitator magnetic si ldsatd pentru 16 ore la temperatura camerei [3].

Dezavantajul acestui procedeu consté in durata mare a timpului de extragere care are loc la temperatura
camerei timp de 16 ore, la care se produce o degradare a moleculelor de astaxantind, mai ales in cazul cind
extractia se petrece in vase neermetizate. Afard de aceasta acetona este o substantd inclusd in lista
precursorilor substantelor narcotice si, deci, procurarea, stocarea si utilizarea ei este asociatd cu dificultati
suplimentare.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu eficient, inofensiv si
usor de realizat de extragere a astaxantinei din biomasa de Haematococcus pluvialis, in urma aplicarii
cdruia se va obtine un produs, care poate fi utilizat in diferite domenii, inclusiv in industria alimentara,
cosmeticd, farmaceutica.

Procedeul de extragere a astaxantinei din biomasd de Haematococcus pluvialis include separarea
biomasei de lichidul cultural prin centrifugare, distrugerea peretilor celulari ai biomasei, prelucrarea
biomasei cu un solvent organic, agitarea amestecului obtinut si separarea extractului de astaxantind prin
centrifugare. Totodatd se efectueaza distrugerea mecanicd a peretilor celulari ai biomasei intr-un
omogenizator. [n calitate de solvent se utilizeazi alcool etilic de 96%, ricit pani la temperatura de 0°C, iar
agitarea se efectueaza pe un agitator mecanic orbital, timp de 5...10 min.

Rezultatul inventiei consta in faptul ca in urma aplicarii procedeului elaborat in conditii care nu necesita
cheltuieli suplimentare se obtine un extract de astaxantind non-toxic, care poate fi pastrat fard schimbari
calitative si cantitative timp de o lund la 0°C si care poate fi utilizat in industria alimentard, cosmeticd,
farmaceutica.

fn plus, se reduce termenul de extragere (5...10 min), fatd de solutia cea mai apropiati — 16 ore.

Rezultatul obtinut se datoreaza faptului cd pentru extragere este utilizat un solvent non-toxic (alcoolul
etilic de 96%), acceptat in domeniile mentionate, care este relativ ieftin, accesibil, iar lucrul cu el nu
necesitd conditii speciale. Pe langd cele mentionate, extragerea astaxantinei cu alcool etilic din biomasa de
Haematococcus pluvialis este completd, fapt ce poate fi urmdrit microscopic dupd decolorarea completd a
cistilor (fig. 2). Datoritd polaritatii specifice a alcoolului etilic la utilizarea lui in calitate de solvent are loc
extragerea in el a astaxantinei pure, fard incluziuni lipidice. Récirea alcoolului pana la temperatura de 0°C
permite evitarea oxiddrii termice a astaxantinei in procesul de extractie, impiedicAnd de asemenea si
solubilizarea lipidelor polare. Astfel, utilizarea alcoolului etilic de 96%, racit la 0°C permite obtinerea unui
extract astaxantinic cu un grad sporit de puritate.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Biomasa de Haematococcus pluvialis in varstd de 20 zile, ce constd din cisti rosii este separatd de
lichidul cultural prin centrifugare la 1500 g timp de 5 min. Sedimentul celular este supus dezintegrarii
mecanice intr-un omogenizator pentru distrugerea peretelui celulelor incapsulate. La 1 g de biomasd se
adaugd 50 mL de alcool etilic, récit in prealabil pand la temperatura de 0°C. Amestecul se pune pentru 5
min pe un agitator orbital si se agitd cu viteza de 300 rotatii/min, dupd aceasta amestecul se centrifugheazi
la 2000g timp de 5 min. Extractul de astaxantind este examinat pentru a stabili puritatea lui i concentratia
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produsului activ. Pentru aceasta se inregistreaza spectrul de absorbtie al extractului in intervalul de lungimi
de unda de la 400 pand la 530 nm si se fixeazd maximul de absorbtie. Prezenta unui singur maxim de
absorbtie la lungimea de unda de 478 nm, ceea ce corespunde absorbtiei unei solutii de astaxantind purd in
alcool etilic, indicd asupra gradului inalt de puritate al produsului obtinut. Concentratia astaxantinei se
determind conform unei curbe de calibrare construitd pentru solutii standarde de astaxantind purd in alcool.
In cazul nostru ea constituie 412 mkg/ml..

Extractul de astaxantind din biomasa de Haematococcus pluvialis poate fi utilizat in continuare in
diferite produse ori preparate. in caz de necesitate, extractul poate fi pistrat la rece (temperatura de 0°C).
Pentru a verifica calitatea extractului dupd o anumitd perioadd de pastrare de 14 si de 28 zile au fost
inregistrate spectrele de absorbtie ale extractelor. Prezenta unui singur maxim de absorbtie cu valoare care
se deosebeste statistic neesential de valoarea maximului imediat dupd extragere vorbeste despre faptul ci in
termenii studiati, modificari calitative si cantitative ale extractului de astaxantind nu au avut loc.

Exemplul 2

Biomasa de Haematococcus pluvialis in varstd de 20 zile, ce constd din cisti rogii este separatd de
lichidul cultural prin centrifugare la 1500 g timp de 5 min. Sedimentul celular este supus dezintegrarii intr-
un omogenizator mecanic pentru distrugerea peretelui celulelor incapsulate. La 1 g biomasa se adaugd 50
mL alcool etilic, racit in prealabil la temperatura de 0°C. Amestecul se pune pentru 10 min pe un agitator
magnetic oribital §i se agitd cu viteza de 300 rotatii/min. Dupd aceasta amestecul se centrifugheaza la 2000
g timp de 5 min. Extractul de astaxantind este examinat pentru a stabili puritatea lui §i concentratia
produsului activ. Pentru aceasta se inregistreaza spectrul de absorbtie al extractului in intervalul de lungimi
de unda de la 400 pand la 530 nm si se fixeazd maximul de absorbtie. Prezenta unui singur maxim de
absorbtie la lungimea de unda de 478 nm, ceea ce corespunde absorbtiei solutiei astaxantinei pure in alcool
etilic, indicd asupra gradului inalt de puritate al produsului obtinut. Concentratia astaxantinei se determina
conform unei curbe de calibrare construitd pentru solutii standarde de astaxantini purd in alcool. In acest
caz concentratia astaxantinei constituie 438 mkg/mL.

Extractul de astaxantind din biomasa de Haematococcus pluvialis poate fi utilizat in continuare pentru
introducerea lui in diferite produse ori preparate. In caz de necesitate, extractul poate fi pastrat la rece (la
temperatura de 0°C). Prezenta unui singur maxim de absorbtie cu valoare care se deosebeste statistic
neesential de valoarea maximului imediat dupa extragere denotd faptul cd in termenii studiati modificari
calitative si cantitative ale extractului de astaxantind nu au avut loc.

(57) Revendiciri:

Procedeu de extragere a astaxantinei din biomasd de Haematococcus pluvialis, care include
separarea biomasei de lichidul cultural prin centrifugare, distrugerea peretilor celulari ai biomasei,
prelucrarea biomasei cu un solvent organic, agitarea amestecului obtinut si separarea extractului de
astaxantind prin centrifugare, caracterizat prin aceea cii se efectucaza distrugerea mecanicd a peretilor
celulari ai biomasei intr-un omogenizator, in calitate de solvent se utilizeazi alcool etilic de 96%, racit pana
la temperatura de O C, iar agitarea se efectueaza pe un agitator mecanic orbital, timp de 5...10 min.

(56) Referinte bibliografice:
1. Orosa M., Franquera D., Cid Abalde J. Carotenoid accumulation in Haematococcus pluvialis in

mixotrophic growth. Biotechnology Letters. 2001, 23, p. 373-378

2. Tomohisa Katsuda et al. Astaxantin production by Haematococcus pluvialis under illumination
with LEDs. Enzyme and Microbial Technology, 2004, 35, p. 81-86

3. Mendes-Pinto M. et al. Evaluation of different cell disruption processes on encysted cells of
Haematococcus pluvialis: effects on astaxantin recovery and implications for bioavailability.
Journal of Applied Phycology, 200 1, 13, p. 19-24

Sef Sectie: GROSU Petru
Examinator: BAZARENCO Tatiana

Redactor: UNGUREANIU Mihail



MD 146 7 2010.02.28

_

L
T&\\?\i\\\

Fig. 2. Biomasa de Haematococcus pluvialis dupd extragere cu alcool etilic de 96% ricit la 0°C
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