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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a gelatinei
din gasteropode marine cu proprietéti bioactive cu
utilizari Tn industria farmaceutica. Procedeul, conform
inventiei, consta in etapele de pretratament al tesutului
moale de rapane pentru Tndepartarea materialelor
aderente si a contaminatilor necolagenici, extractia
gelatinei prin tratament chimic cu 1...5% acid organic,
pH solutie 3...4, timp de extractie de 24...48 h, cu
agitare, respectiv enzimatic, cu 1...3% solutie de acid
acetic sau acid citric, in care s-a dizolvat pepsing, in

raport masic pepsina:tesut uscat de 1:10...1:30, cu
agitare, timp de 24...72 h, la temperatura de 20....25°C,
dupa care solutiile de gelatina sunt supuse purificarii,
rezultand gelatina conditionata fie sub forma de pulbere
sau folie spongioasa, solubile Tn apa, avand un continut
ridicat de proteine de peste 80% si scazut in glucide,
sub 8%, respectiv lipide, sub 2%.
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Prezenta propunere de inventie se referd la un procedeu de obtinere a gelatinei cu
proprietiti bioactive din gasteropode marine, avand utilizari in industria farmaceutica si
cosmeticd. Gelatina, conform prezentei propuneri de inventie, condifionatd sub forma de
pulbere sau folii spongioase, prezintd un confinut ridicat in proteina (peste 80%) si scdzut in
lipide (sub 2%) si glucide (sub 8%), un grad ridicat de biocompatibilitate, proprietati de
proliferare si aderenta a celulelor fibroblaste si keratinocite in cultura si nu produce iritarea sau

inflamarea pielii.

In ultimii ani, exista un interes crescut pentru fabricarea colagenului si a formei sale
denaturate - gelatina, datoritd proprietatilor lor structurale si functionale adecvate pentru
utilizarea pe scari largi in biomedicina, cosmetica si industria farmaceutica. in acest context,
interesul crescut pentru obfinerea proteinelor colagenice prin valorificarea superioard a
resurselor este un motiv principal de explorare a diferitelor specii marine (Gomez-Guillen si
colab., Food Hydrocolloids, 2011, 25(8):1813-1827; Silva si colab., Marine Drugs, 2014,
12(12):5881-5901). in plus, restrictionarea fabricarii colagenilor din surse animale terestre
datorita unor boli, precum: encefalopatia spongiforma a bovinelor, reactii alergice si boli
autoimune date de tesuturile animale, a necesitat ciutarea de alternative si surse sigure pentru
obtinerea acestor proteine. Un numér mare de specii marine (pesti, alge, bureti, etc) cu
caracteristici intrinseci diferite sunt de interes stiintific si industrial, necesitand optimizarea
conditiilor i randamentelor de extractie a proteinelor colagenice, cu proprietéati fizico-chimice
si functionale de interes (Subhan si colab., Journal of Food Science and Technology, 2015,
52(8):4703-4707).

Este cunoscut faptul ca sursele marine contin fractii de proteine, polizaharide, lipide,
vitamine, precum si diferite minerale (Ferraro si colab., Food Research International, 2010,
43(9):2221-2233). Recuperarea componentelor biologic active din surse marine si utilizarea
acestora in diferite segmente ale industriei este un domeniu promititor in cercetare-dezvoltare

(Venkatesan si colab., Marine Drugs, 2017, 15(5):143). Extractia acestor componente



a 2019 00169 18/03/2019

valoroase este cuplatd cu dezvoltarea de noi tehnologii pentru recuperarea superioard si
purificarea acestora.

Au fost descrise unele metode de obtinere a gelatinei din piele de la diferite specii de
peste marin si una dintre ele s-a bazat pe incubari succesive ale tesutului cu acid sulfuric 0,2%
(v/v) si, respectiv, cu acid citric 1,0% (g/v), urmate de tratamentul tesutului cu apa distilata la
45 °C, timp de 18 ore (Irwandi si colab., International Food Research Journal, 2009,
16(3):381-389). De asemenea, s-a obtinut gelatini din piele de biban la diferite temperaturi si
timpi de extractie si s-a ajuns la concluzia ci cel mai bun randament de extractie si proprietafi
fizico-chimice si biochimice le-a prezentat varianta extrasid la 50 °C, timp de 3 ore
(Sinthusamran si colab., Food Chemistry, 2014, 152:276-284).

A fost prezentat in literatura de specialitate si un procedeu de extractie a gelatinei din
melc marin (Hexaplex trunculus) din care gelatina s-a obtinut prin tratare termici la 60 °C,
timp de 9 ore, in prezenta unei solutii de acid organic diluat (Zarai si colab., Process
Biochemistry, 2012, 47(12):1779-1784). Rezultatele analizelor fizico-chimice si biochimice
(compozitie in aminoacizi, electroforezd, spectroscopie FT-IR) au demonstrat calitafi
superioare ale gelatinei extrase din aceasti sursd, comparativ cu alte specii marine.

Brevetul WIPO / PCT cu numiirul WO 2015/151030 prezintd o metoda de obfinere
a unui amestec de colagen si gelatind pentru aplicatii biomedicale din patru specii de bureti
marini, bazatd pe tratarea fesutului cu apa acidifiatd cu dioxid de carbon, metoda ce a permis
imbunititirea randamentului de extractie al proteinelor de interes.

Problema pe care o rezolva prezenta propunere este valorificarea superioara a biomasei
de origine animald din resurse marine, prin obtinerea gelatinei cu aplicatii farmaceutice gi
cosmetice dintr-o sursd putin valorificatd pand in prezent in acest scop - gasteropodul marin
Rapana sp. Impactul ecologic al acestui gasteropod in Marea Neagrd este unul negativ,
deoarece rapana este consideratd o specie invazivi atat din cauza inmultirii rapide, cat si a
regimului lor alimentar compus din midii si stridii, ambele specii de moluste fiind extrem de
importante in filtrarea apei marii, dar si cu valoare economica.

Se cunoaste ca acest gasteropod marin este o sursd bogati de nutrienti de tipul
proteinelor, aminoacizilor, acizilor grasi, lipidelor, sterolilor si vitaminelor (Luo si colab.,
International Journal of Food Science & Technology, 2017, 53(2):395-403). Studii
stiinfifice anterioare au evidentiat ¢a din Rapana venosa si Rapana thomasiana se pot obtine
extracte lipidice bogate 1n acizi grasi nesaturafi, extracte proteice cu un continut mare de

aminoacizi esentiali si neesentiali cu proprietati anti-inflamatoare si regenerative, precum si
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raparina, o substantd din clasa glicozaminoglicanilor cu proprietafi anticoagulante

asemanditoare heparinei (Badiu si colab., Protein Journal, 2010, 29(2):81-92).

Procedeul de preparare al gelatinei din gasteropode marine, conform inventiei, consta
din trei etape principale: pretratamentul fesutului pentru indepartarea materialelor aderente si a
contaminantilor necolagenici; extrzictia gelatinei prin tratament chimic gi/sau enzimatic si
purificarea acesteia.

I. Pretratamentul tesutﬁlui

Pretratamentul, conform prezentei inventii, consti in utilizarea pentru extractia
gelatinei a unei cantitidti de 100...500 g ;eéut moale de rapane, obtinutd in urma separarii
mecanice de tesutul dur (cochilii), spélatd cu apa pentru indepartarea impurititilor aderente, la
temperatura camerei, timp de 1...2 ore, dupd care s-au indepartat pértile inchise la culoare,
respectiv ficat, pancreas etc, si apoi fesutul s-a méruntit mecanic in buciti de aproximativ
0,2...0,6 cm pentru a facilita accesul agentului de extractie la structura acestuia, s-a spalat apoi
tesutul maruntit cu apa in flux continuu, timp de 1...3 ore si cu 20...50 volume de apa distilata,
timp de 20...30 minute la temperatura camerei. Delipidizarea tesutului obtinut dupa spalare s-
a realizat prin tratare succesivd cu 4...6 volume acetond, timp de 5...20 ore i apoi cu 3...5
volume etanol 10...20%, timp de 10...24 ore, la 4 °C. Decalcifierea tesutului obtinut dupa
eliminarea lipidelor si spilarea intensé cu api s-a facut prin tratare cu 5...10 volume amestec
de clorurd de amoniu 0,6...1% si acid clorhidric 0,1...1 N, la temperatura camerei, timp de
20...24 ore. in vederea separdrii componentelor colagenice de cele polizaharidice, tesutul spilat
s-a tratat cu 10...15 volume hidroxid de sodiu 0,2...0,5 M, timp de 24 ore, la rece, cu agitare,
repetiand tratamentul alcalin de 1...2 ori, apoi solutia obtinuta s-a centrifugat la 3000...5000
rpm, timp de 20...30 minute §i s-a recuperat tesutul nedigerat, care a fost spalat de 4...7 ori cu

apd distilati 1n raport 1:20 g/v (tesut:apd) pana ce apa de spalare a avut pH-ul neutru.

II. Extractia gelatinei

Extractia acidd. Peste fesutul pretratat, conform etapei 1, s-au addugat 10...20 volume
de solutie acid organic 1...5%, ales intre acid acetic si acid citric, pH-ul solutiei 3,0-4,0, timpul
de extractie a fost de 24..48 ore, cu agitare, dupd care tesutul nedigerat, separat prin
centrifugare, s-a supus unei alte extractii in aceleasi conditii, supernatantele obtinute prin

centrifugare dupi cele 2 extractii s-au reunit si s-au hidrolizat la 50...90 °C, timp de 4...25 ore
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folosind o incintd termostatata, iar dupa ricire, solutia de gelatind obtinuta a fost recuperati
prin filtrare.

Extractia enzimaticd. Tesutul pretratat, rezultat din etapa I, s-a tratat cu 10...20 volume
de solutie de acid acetic sau acid citric 1...3%, in care s-a dizolvat in prealabil pepsina cu
activitatea enzimatici de 500...2500 unititi/g, in raport de greutate pepsind:fesut uscat de
1:10...1:30, cu agitare la 200...400 rpm, timp de 24...72 ore, la temperatura de 20... 25 °C, apoi
s-a separat solutia vascoasi de resturile de tesut nedigerat prin filtrare §i s-a inactivat enzima
din solutia separatd prin dializi repetata fatd de 10...20 volume solutie bicarbonat de sodiu
0,02...0,04 M, pH 8...8,8. Precipitatul format la dializi s-a separat prin centrifugare la
5000...8000 rpm, timp de 30...60 minute si s-a dizolvat in 10...50 volume solutie de acid acetic
sau acid citric 1...3%, apoi amestecul obtinut se hidrolizeaza la 50...90 °C, timp de 4...25 ore,

intr-o incintd termostatats, iar dupd racire solutia de gelatini obtinuti a fost recuperaté prin
filtrare.

IIL. Purificarea

Solutiile de gelatina obtinute prin cele doud metode de extractie descrise mai sus s-au
precipitat prin addugare de hidroxid de sodiu 5...10 N péani la pH 7,0, apoi dispersia s-a lasat
peste noapte la rece si s-a centrifugat la 4000...7000 rpm, timp de 20...30 minute. Precipitatul
format s-a dizolvat 1n apa distilati, s-a dializat timp de 1...3 zile faa de apa distilat4 si s-a uscat
prin incélzire la 40...60 °C intr-o incinta termostatata cu ventilatie sau prin liofilizare rezultand
in final gelatina conditionati fie ca pudrd alb-gilbuie, fie ca folie spongioass, ambele fiind
solubile in apa, cu un continut ridicat in proteini (peste 80%), scizut in glucide (sub 8%) si
lipide (sub 2%).

Procedeul de obtinere a gelatinei prezinta urmitoarele avantaje:

e prin utilizarea procedeului propus, se obfine o cantitate mare de gelatind cu
proprietiti bioactive avand utilizari in industria farmaceutica §i cosmetic;

e produsul condifionat sub forma de pulbere alb-gilbuie sau folii spongioase,
conform inventiei, prezintd un grad ridicat de puritate avand un confinut ridicat in
proteind (peste 80%), scizut in glucide (sub 8%) si lipide (sub 2%));

e gelatina obtinuti conform exemplelor de mai sus, testata in culturi de linii celulare

fibroblaste, este biocompatibild, stimuland viabilitatea si proliferarea celulelor

cultivate in prezenta probelor;

-
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e produsul purificat si testat pe un model experimental in vitro folosind celule umane
specifice pielii, respectiv keratinocite umane, a prezentat un efect de stimulare a
metabolismului i aderentei celulare, nu a iritat i nu a indus inflamatia acestora;

e procedeul propus realizeazi o valorificare eficienti §i superioara a biomasei marine
de origine animald, precum §i a subproduselor rezultate in urma procesirii
organismelor marine;

e procedeul este fezabil, reactivii de.extractie utilizafi sunt relativ ieftini §i nu necesité

echipamente cu grad ridicat de complexitate.

Prezenta propunere de inventie se evidentiaza prin urmaétoarele exemple:
Exemplul 1

Pretratamentul tesutului

Se ia o cantitate de 200 g tesut moale de Rapana sp., obfinuta dupa separarea mecanica
de cochilii, se spald cu api rece timp de 2 ore, se indepérteazi tesuturile inchise la culoare,
respectiv ficat, pancreas §i se mirunfeste mecanic in bucéti de 0,2 cm. Se spald fesutul méruntit
cu apd rece in flux continuu 1 ori si apoi cu 1000 ml ap3 distilati, timp de 20 min. Pentru
delipidizare, bucatile de fesut spalate se introduc intr-un vas de laborator previzut cu agitare,
peste care se adaugi 800 ml acetond, se agita timp de 10 ore, apoi se elimind solutia acetonicd
prin filtrare si apoi fesutul se trateazi cu 700 ml etanol 20%, timp de incid 10 ore. Tesutul
delipidizat se separa prin filtrare, apoi se spali cu apa distilati rece si se decalcifiazi prin tratare
cu 1500 ml amestec de clorurd de amoniu 0,6% si acid clorhidric 0,5 N, timp de 20 ore, la
temperatura camerei. Intr-un alt vas de sticla, se introduce tesutul decalcifiat i peste el se
adaugi 2000 ml solutie NaOH 0,5 M si se agitd la temperatura camerei, timp de 24 ore. Dupa
repetarea tratamentului alcalin, amestecul obtinut se centrifugheazi la 3000 rpm, timp de 20
minute, iar {esutul se spald cu apa rece, in flux continuu si apoi cu 2000 ml api distilati de cel

putin 3 ori, pana ce pH-ul apei de spalare este de 6-7.
Extractia §i purificarea gelatinei

Pentru solubilizarea acidi, intr-un vas de reactie previzut cu agitare, se introduce
tesutul pretratat conform etapei I, peste care se adaugd 3000 ml solutie acid acetic 3%, pH 3.4,
care se lasd la agitare timp de 24 ore, la temperatura camerei. Solufia obtinuta se separi de
tesutul nedigerat prin centrifugare la 3000 rpm, timp de 20 min, dupd care peste tesutul

5
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nedigerat se adaugd inca 2000 ml solutie acid acetic 3% si se reia extractia incd 24 ore.
Supernatantele obtinute dupi cele doud extractii se reunesc intr-un vas de sticld cu capac, care
se introduce intr-o incintd termostatati si se hidrolizeaza la 80 °C, timp de 24 ore. Amestecul
obtinut se riceste, se filtreaza si apoi solutia de gelatina filtratd se aduce la pH 7,0 cu hidroxid
de sodiu 10 N si se lasd la rece in repaos peste noapte. Precipitatul format se separd prin
centrifugare la 7000 rpm, timp de 20 min, apoi se dizolva in 300 ml apa distilati si se dializeazi
timp de 2 zile fatd de apa distilati. Solutia obfinutd se usuca prin incilzire la 60 °C, intr-o
incintd termostatati cu ventilatie, rezultand in final gelatind conditionatd ca pulbere alb-

gilbuie, solubild in apa, cu un continut de 82% proteina, 6,8% glucide si 2% lipide.

Exemplul 2

Pretratamentul tesutului moale de Rapana sp. se realizeazi ca in exemplul 1. Tesutul
maruntit $i pretratat se pune intr-un vas de sticli cu agitare si apoi se adaugi 3000 ml solutie
de acid acetic 3% in care s-au dizolvat, in prealabil, 5 g pepsind cu activitatea enzimatica de
2500 unititi/g proteind si se amesteca timp de 72 ore, la temperatura camerei. Solutia viscoasi
se separi de resturile de tesut nedigerat prin filtrare si se dializeaza, timp de 24 ore, fatd de 20
volume bicarbonat de sodiu 0,02 M, pH 8.4, pentru inactivarea enzimei. Precipitatul format la
dializi, separat prin centrifugare la 5000 rpm, timp de 40 min, se dizolva in 3000 ml solutie de
acid acetic 1%. Solutia obtinutd se hidrolizeazi la 70 °C, timp de 20 ore, intr-o incintd
termostatatd. Dupa hidroliza, solutia se riceste, se filtreaza si se purificd prin precipitare cu
hidroxid de sodiu 10 N la pH 7,2. Precipitatul format se separd prin centrifugare la 5000 rpm,
timp de 30 min, apoi se dizolva in 250 ml api distilati si se dializeazi timp de 24 ore fati de
apa distilata. Solutia obtinuti se usuci prin liofilizare rezultind in final gelatind conditionata
ca folie spongioasd, solubila in apa, cu un continut de 85% proteinad, 7,5% glucide si 1,8%

lipide.

Probele de gelatind, obtinute din rapane conform exemplelor de mai sus, au fost
analizate din punct de vedere fizico-chimic si biologic. Rezultatele analizelor fizico-chimice si
biochimice au demonstrat cd gelatina obtinuti a prezentat un continut ridicat in proteiné (peste
88%) si scazut in lipide (sub 1%) si glucide (sub 8%). Temperatura de denaturare, determinata

prin calorimetrie de scanare diferentialda (DSC) a fost de 25 °C pentru gelatina extrasé prin

—
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metoda acida si de 31,4 °C pentru cea extrasd enzimatic, valori comparabile cu 28,8 °C pentru
gelatina standard de mamifere.

Biocompatibilitatea ir vitro a probelor de gelatind obtinutd din rapane a fost investigati
prin testarea acestora pe celule fibroblaste, folosind linia celulara stabilizati NCTC clona 1.929,
prin metoda MTT, in conformitate cu standardul international ISO/EN 10993-5/2009. in acest
context, s-a utilizat metoda contactului direct, in care celulele s-au cultivat in prezenta
variantelor de gelatine si s-a evaluat viabilitatea celulard prin masurarea activititii lor
metabolice dupa 48 ore de cultivare. Martorul pozitiv a fost apa oxigenatd 0,003%, iar cel
negativ mediul de culturi al celulelor, considerat ca avind viabilitate de 100%. De asemenea,
s-a testat in aceleagi conditii §i o proba de gelatind tip A obtinutid din piele de porc (Sigma-
Aldrich). Morfologia celulelor cultivate in prezenta probelor de gelatind s-a observat prin
microscopie opticd, dupd colorarea celulelor cu solufie Giemsa. Rezultatele testdrii au
demonstrat cd variantele de gelatind testate nu au fost citotoxice, au indus o crestere
semnificativi a viabilititii celulare (viabilitate de 110,4% pentru gelatina acida si, respectiv
109,3% pentru gelatina enzimatic#), comparativ cu gelatina din piele de porc (95,78%) si cu
martorul de culturd (considerat 100%), iar morfologia celulelor a fost normalé, caracteristica

fenotipului celulelor fibroblaste, similard cu cea a probei martor.

in vederea utilizarii gelatinelor, obtinute conform exemplelor de mai sus, la realizarea
de produse farmaceutice si cosmetice cu aplicatii in tratarea tegumentului s-a determinat efectul
lor asupra pielii in vitro, folosind un model experimental de epiderm& umana reconstituiti, pe
baza de keratinocite epidermale umane. S-au investigat proliferarea si adeziunea celulelor (prin
microscopie de fluorescentd), precum si potentialul iritant si inflamator in prezenta probelor de
gelatind, prin dozarea citokinelor pro-inflamatorii IL-6, IL-1p si TNF-0, comparativ cu proba
control reprezentatd de mediul de cultura.

Rezultatele obtinute au demonstrat cd produsul realizat a prezentat proprietifi de
stimulare a cresterii §i proliferdrii keratinocitelor epidermale in culturd si ca celulele si-au
pastrat fenotipul lor poligonal specific. Celulele au aderat la substratul de gelatina, ceea ce
confirmd péstrarea proprietafilor de adeziune celulard a gelatinei in timpul procesului de
extractie. De asemenea, s-a evidentiat ci gelatina extrasd din rapane nu a iritat i nu a indus
inflamatie, prin absenta citokinelor pro-inflamatorii in mediul de culturd al keratinocitelor
cultivate in prezenta produsului. Aceste date sustin faptul ci gelatina extrasi din gasteropodele
marine Rapana venosa $i Rapana thomasiana constituie o sursa valoroasa ce poate fi folosita

in diferite formuldri dermato-cosmetice.
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REVENDICARE

Procedeul de preparare al gelatinei din gasteropode marine, conform inventiei, consta
din trei etape principale: pretratamentul tesutului pentru indepértarea materialelor aderente gi a
contaminantilor; extractia gelatinei prin tratament chimic si/sau enzimatic si purificarea
acesteia.

L. Pretratamentul tesutului

Pretratamentul, conform prezentei inventii consta in utilizarea pentru extractia gelatinei
a unei cantitifi de 100...500 g tesut moale de rapane, obtinut in urma separdrii mecanice de
tesutul dur (cochilii), spilat cu apad pentru indepartarea impuritifilor aderente, la temperatura
camerei, timp de 1...2 ore, dupé care s-au indepdrtat pértile inchise la culoare, respectiv ficat,
pancreas etc, §i apoi fesutul s-a maruntit mecanic in bucéti de aproximativ 0,2...0,6 cm, pentru
a facilita accesul agentului de extractie la structura acestuia, s-a spélat apoi tesutul miruntit cu
apd, in flux continuu, timp de 1...3 ore si cu 20...50 volume de apa distilata, timp de 20...30
minute la temperatura camerei. Delipidizarea tesutului obtinut dupa spélare s-a realizat prin
tratare succesiva cu 4...6 volume acetond, timp de 5...20 ore si apoi cu 3...5 volume etanol
10...20%, timp de 10...24 ore, la 4 °C. Decalcifierea fesutului obtinut dupa eliminarea lipidelor
si spilarea intensiva cu api s-a facut prin tratare cu 5...10 volume amestec de clorurd de amoniu
0,6...1% si acid clorhidric 0,1...1 N, la temperatura camerei, timp de 20...24 ore. In vederea
separdrii componentelor colagenice de cele polizaharidice, tesutul spalat s-a tratat cu 10...15
volume hidroxid de sodiu 0,2...0,5 M, timp de 24 ore, la rece, cu agitare, repetind tratamentul
alcalin de 1...2 ori, apoi solutia obtinuti s-a centrifugat la 3000...5000 rpm, timp de 20...30
minute §i s-a recuperat tesutul nedigerat, care a fost spélat de 4...7 ori cu api distilata in raport

1:20 g/v (fesut:apa) pana ce apa de spalare a avut pH-ul neutru.

I1. Extractia gelatinei

Extractia acidd. Peste tesutul pretratat, conform etapei I, s-au adaugat 10...20 volume
de solutie acid organic 1...5%, ales intre acid acetic i acid citric, pH-ul solutiei 3,0-4,0, timpul
de extractie a fost de 24...48 ore, cu agitare, dupa care tesutul nedigerat separat prin centrifugare

s-a supus unei alte extractii in aceleasi conditii, supernatantele obtinute prin centrifugare dupa

<)
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cele 2 extractii s-au reunit §i s-au hidrolizat la 50...90 °C, timp de 4...25 ore folosind o incinti
termostataté, iar dupa ricire, solutia de gelatind obtinuta a fost recuperati prin filtrare.
Extractia enzimaticd. Tesutul pretratat, rezultat din etapa I, s-a tratat cu 10...20 volume
de solutie de acid acetic sau acid citric 1...3% in care s-a dizolvat in prealabil pepsina cu
activitatea enzimaticd de 500...2500 unitdfi/g, in raport de greutate pepsind:jesut uscat de
1:10...1:30, cu agitare 1la 200...400 rpm, timp de 24...72 ore, la temperatura de 20... 25 °C, apoi
s-a separat solufia vascoasa de resturile de {esut nedigerat prin filtrare §i s-a inactivat enzima
din solutia separati prin dializa repetati fata de 10...20 volume solutie bicarbonat de sodiu
0,02...0,04 M, pH 8...8,8. Precipitatul format la dializi s-a separat prin centrifugare la
5000...8000 rpm, timp de 30...60 minute §i s-a dizolvat in 10...50 volume solutie de acid acetic
sau acid citric 1...3%, apoi amestecul obtinut s-a hidrolizat la 50...90 °C, timp de 4...25 ore,

intr-o incintd termostatats, iar dupa ricire solutia de gelatind obtinuta a fost recuperaté prin
filtrare.

I11. Purificarea

Solutiile de gelatina obtinute prin cele doua metode de extractie descrise mai sus s-au
precipitat prin adaugare de hidroxid de sodiu 5...10 N péana la pH 7,0, apoi dispersia s-a ldsat
peste noapte la rece si s-a centrifugat la 4000...7000 rpm, timp de 20...30 minute. Precipitatul
format s-a dizolvat in apé distilata, s-a dializat timp de 1...3 zile fata de apa distilati si s-a uscat

prin incilzire la 40...60 °C intr-o incintd termostatati cu ventilatie sau prin liofilizare, rezultand

in final gelatina conditionati fie ca pudra alb-gilbuie, fie ca folie spongioasd, solubile in apa, '

cu un continut ridicat in proteina (peste 80%), scazut in glucide (sub 8%) si lipide (sub 2%).
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