


PROCEDEU SIINSTALATIE DE OBTINERE A CONCENTRATULUI PROTEIC DIN 


MIEREA DE CALLUNA VULGARIS 

DESCRIEREA INVENTIEI 

Inventia se refera la obtinerea unui compus natural bogat in proteine, denumit 

concentrat proteic din mierea de Cal/una vulgaris (Iarba neagra). Acest tip de miere 

prezintA 0 serie de calitAti: are un continut relativ mai mare de proteine ~i polifenoli, 

prezintA 0 concentratie mai scAzutA de apa ~i 0 puritate florala specifica. De~i proteinele 

se regasesc in concentratii foarte reduse in miere, confera acesteia importante 

proprietati biocatalitice ~i imunologice. Procedeul ce face obiectul acestei inventii se 

bazeaza pe separarea acestora de compu~ii majoritari reprezentati de glucide. Procesul 

de dializa asigura transferul selectiv al componentilor cu masa moleculara relativ mica in 

solvent (permeat), la nivelul unei membrane de celuloza regenerata ~i retinerea 

proteinelor in interiorul membranelor (retentat). Purificarea retentatului se realizeaza prin 

metode cromatografice. Concentratul proteic obtinut are numeroase proprietati bioactive 

ce pot fi puse in valoare, in anumite conditii de prezentare ~i conservare, sub forma unui 

compus nutraceutic eficient in ameliorarea ~i mentinerea starii de sanatate. Mierea 

reprezinta un aliment natural complex cu multiple valente benefice organismului uman. 

Tn miere sunt prezente componente majore cu rol energetic, componente minore ~i in 

urme, cu functii complexe biocatalitice [1]. Compozitia mierii variaza functie de 

sortiment. Constituentii principali sunt: carbohidratii (80%), apa (17-20%). In 

concentratie totala mult mai mica, ce nu depa~e~te 0,5% se regasesc: minerale, acizi 

organici, polifenoli, esteri, lipide, enzime, proteine, aminoacizi, vitamine, 

hidroximetilfurfural, compu~i volatili. Carbohidratii sunt reprezentati de monozaharide 

(majoritare), dizaharide, trizaharide, tetrazaharide ~i pentazaharide in cantitati mai 

reduse [2]. Monozaharidele sunt reprezentate de fructoza 38% ~i glucoza 31 %. 

Dizaharidelemaiimportanteidentificatesunt:sucroza.erloza.maltoza. izomaltoza, 

turanoza, a·, (3-treholoza, gentibioza. Continutul de apa este determinant in aprecierea 

calitatii mierii; un continut de apa mai mare de 18% constituie un factor de risc pentru 

degradare prin procesele de fermentatie, hidroliza sau oxidare. 
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Mineralele prezente in miere sunt reprezentate de: calciu, magneziu, potasiu, sodiu, fier, 

cupru, mangan, clor, fosfor, sulf, silice [3-4]. Acizii organici identificati in miere sunt: 

oxalic, formic, malic, succinic, piruvic, acetic, lactic, citric, gluconic [5]. Polifenolii sunt 

prezenti in miere la concentratii reduse: 46.0 - 456,0 mg/kg [6]. Ace,tia sunt 

reprezentati de flavone, flavonoli, flavanone ,i flavanonoli [7]. Oatorita acestora mierea 

poate fi considerata un antioxidant natural eficient. Adaugata in alimente mierea previne 

degradarile oxidative ale lipide lor din carne, sau ale enzimelor din fructe ,i legume [8]. 

Esterii continuti in miere provin din mai multe surse. Una dintre acestea poate fi 

reprezentata de feromonii produ,i de albine, componente u,or volatile din clasa metil- ,i 

etil- esterilor alifatici: palmitat, palmitoleat, oleate, stearat, linoleat, linolenat [9]. 0 alta 

sursa de esteri in miere 0 constituie markerii florali: etenil-fenil-acetat, fenil-acetonitril, 

amino-acetofenona, acid nonanoic, p-metil-acetofenona, carvacrol, 8-p-mentin-1,2-diol 

[10], pentanal, furfural-2-etilhexanol, p-metil-acetofenona, metil-butanal, p-cymen [11]. 

Lipidele sunt reprezentate de acizii gra,i, sterolii ,i fosfolipidele prezente in polenul 

continut de miere. Concentratia totala de lipide in polen este cuprinsa intre 5-8%. Acizii 

gra,i mai importanti din miere sunt acidullinoleic ,i acidul oleic [12]. Principalele enzime 

din miere sunt: invertaza, glucoza oxidaza, un amestec de 0- ,i ~-amilaze. Alte enzime 

identificate sunt catalaza, esteraza, glucozidaza, ,i acid fosfataza. Proteinele identificate 

in miere sunt reprezentate de enzime. Aceste componente au fost separate prin diferite 

metode cum sunt: ultracentrifugarea ,i electroforeza. Masele moleculare (MWCO) ale 

proteinelor identificate in miere sunt cuprinse intre 30-300 kOa. Aminoacizii liberi au fost 

identificati prin metode cromatografice; cei mai importanti sunt: 0- alanina, ~-alanina, 

glicina, lisina, prolina, acidul aspartic, acidul glutamic, cisteina, serina, treonina, tirosina, 

valina. Principalele vitamine identificate in miere sunt: riboflavina (92), niacin (93), acid 

pantotenic (95). vitamina 96, folat (99) ,i vitamina C. Hidroximetilfurfuralul este absent 

in mod normal in miere, dar se regase,te ca produs secundar al degradarii sau incalzirii 

acesteia. 5-hidroximetilfurfuralul rezulta ca produs al deshidratarii catalitice a acizilor sau 

al degradarii termice a fructozei. Prezenta sa constituie principalul indicator al 

deteriorarii mierii [13]. Componentele volatile sunt reprezentate de peste 50 de compu,i 

dintre care cei mai importanti sunt: formaldehida, acetilaldehida, izobutiralaldehida, 

acetona, propanolul, pentanolul, 2-metil-1-butanolul, 3-metil-1-butanolul, 3-amino
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acetofenona, nonanal, nonanol, decanal, octanal, linalool, benzaldehida, furfural, 

fenilacetaldehida, benzen, hexanol. Ace~ti compu~i sunt corelati cu produ~ii de hidroliza 

a esterllor din miere [14]. Scopul general al inventiei iI constituie separarea proteinelor. 

Separarea acestora reprezinta un proces relativ dificil datorita cantitatilor foarte mici (in 

medie cuprinse intre 0,2% - 0,8 %), precum ~i a transformarilor rapide pe care Ie sufera 

proteinele sub actiunea unor factori fizici, chimici sau a agentilor microbieni. Cre~terea 

temperaturii peste 40°C, sau dilutia cu apa reprezinta factori de risc ce pot declan~a 

denaturarea proteinelor sau hidroliza acestora pana la aminoacizi. 

Tehnicile de separare a proteinelor din miere se bazeaza pe dilutia cu apa distilata a 

materiei prime, avand in vedere vascozitatea foarte mare a acesteia. Pentru separarea 

proteinelor din miere sunt utilizate in general urmatoarele metode: dializa, 

cromatografia, ultrafiltrarea, electroforeza. Metoda de separare prin dializa prezinta 

avantajul de a proteja integritatea structurala a componentelor proteice din miere ~i 

posibilitatea de a Ie selecta functie de masa moleculara. Principalul dezavantaj il 

reprezinta volumul mare de solutie necesar ~i relativa dificultate de reducere a acestuia 

in produsul final. Durata relativ mare a procesului de dializa constituie un dezavantaj 

deoarece poate favoriza degradarea microbiana a proteinelor sau transformarea 

ireversibila a acestora. Tehnica de separare a proteinelor de carbohidrati prin filtrare cu 

geluri poate fi considerata eficienta. insa prezinta dezavantajul aplicArii restranse pentru 

cantitati mici de proba. Conditiile de separare se pot modifica in timp ~i nu poate fi 

controlat. Cromatografia cu schimb ionic are avantajul de a separa componentele 

proteice, mai vascoase, de carbohidrati care sunt eliminati mai u~or prin spalarea 

coloanei cromatografice cu eluenti hidrofili. Extractia totala a proteinelor prin aceasta 

metoda nu este posibila datorita adsorbtiei slabe a acestor macromolecule pe faza 

stationara. reprezentata de ra~inile schimbatoare de ioni. Tn concentratul proteic separat 

~i purificat au fost identificate aproximativ 20 de benzi specifice proteinelor, prin metoda 

electroforezei pe gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Dintre acestea cele mai importante 

sunt proteinele cu rol enzimatic: diastaza (amilaza) ce are masa MWCO 67 kDa, 

invertaza MWCO =270 kDa, Q- ~i p-glucozidaza, glucoza oxidaza MWCO =160kDa, 

apalbumina MWCO = 55 kDa ~i glucoza transferaza MWCO = 53 kDa, [15]. 

Apalbumina este 0 glicoproteina care a fost determinata frecvent in diferite sortimente 
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de miere [16-17]. Invertaza reprezinta enzima ce catalizeaza conversia zaharozei din 

miere in glucoza ~i fructoza. Amilaza reprezinta 0 proteina cu rol enzimatic ce are ca 

principala actiune catalitica degradarea oligozaharidelor la monozaharide (hidroliza 

amidonului pAna la dextrin a ~i maltoza). Aceasta transformare este corelata cu 

cre~terea concentratiei de glucoza ~i fructoza ~i cu 0 scadere treptata in continutul de 

apa [18]. Glucoza oxidaza ~i catalaza sunt enzime care sunt implicate in productia ~i 

eliminarea apei oxigenate, principalul agent antibacterian din miere [19]. Glucoza 

oxidaza este 0 glicoproteina ce contine doua subunitati identice cu masa de 80 kDa. 

Catalaza este enzima cu MWCO 250kDa ce catalizeaza transformarea apei oxigenate 

in apa ~i oxigen [20]. Proteaza hidrolizeaza proteinele ~i polipeptidele 1n alte peptide cu 

mase moleculare mai mici. Aceasta enzima are MWCO cuprins intre 16-18 kDa, functie 

de tipul de activitate proteolitica cercetata [21]. ~-Glucozidaza este enzima ce 

transforma ~-glucanii 1n glucoza ~i oligozaharide. Acid fosfataza reprezinta enzima cu 

MWCO 57 kDa care are capacitatea sa eli mine gruparile fosfat din compu~ii 

organofosfatati [22]. Esteraza este enzima din miere specializata in ruperea legaturilor 

ester. Aceasta enzima are MWCO cuprins intre 81-91 kDa [23]. Separarea ~i 

identificarea acestor enzime poate reprezenta 0 etapa initiala de caracterizare a 

bioactivitatii sortimentelor variate de miere. Continutul relativ ridicat de proteine cu rol 

enzimatic constituie un indicator superior de calitate in mentinerea ~i ameliorarea starii 

de sanatate. Procedeul de obtinere a concentratului proteic ce constituie obiectul 

inventiei contine mai multe etape. Schema etapelor procesului de separare ~i purificare 

a concentratului proteic este prezentata in fig.1. Prima etapa se refera la pregatirea 

solutiei de miere in vederea separarii prin dializa Aceasta pregatire consta in operatii de 

masurare a maselor ~i a volumelor de materii prime necesare: miere ~i apa dublu 

distilata, amestecare ~i dizolvare, filtrare. Cantitatile de materie prima sunt corelate ~i 

dimensionate in raport cu parametrii membranei utilizate in dializa. Aceasta are forma 

de tub cu capacitatea de 90 ml/10 cm lungime. Etapa a doua este reprezentata de 

procesul de separare prin dializa a proteinelor de glucide ~i alti compu~i cu masa 

moleculara mai mica decat 3,5 kDa. Au f08t stabilite conditiile de corelare a capacitatii 

de incarcare cu integritatea fizica a membranei, pe durata unui ciclu de separare in 

conditiile agitarii mecanice. A fost determinat raportul optim dintre volumul initial al 

4 




£\-2016-- 00045
2 1 -01- 2!l16 

solutiei de miere ,i volumul solventului, reprezentat de apa dublu distilata (cu 0 

conductivitate de maxim 4 ~Scm-\ pentru 0 separare eficienta a proteinelor. Au fost 

determinate valorile parametrilor: temperatura, viteza de agitare, timp de dializa pentru 0 

separare cat mai completa. A fast elaborata 0 metoda refractometrica de monitorizare a 

concentratiei glucidelor din permeat ,i a fost propusa 0 procedura de identificare a 

finalizarii separarii. Etapa a treia este reprezentata de purificarea prin metode 

cromatografice a concentratelor proteice brute obtinute in etapa anterioara. Tn acest 

scop a fost utilizata 0 metoda de separare cromatografica cu faza inversa. A fost 

selectata 0 faza solida eficienta in separarea compu,ilor cu hidrofobicitate scazuta din 

solutii apoase, cum sunt proteinele. Aceasta faza stationara este puternic hidrofoba: 

C18 - silan monofunctional -Si(CH3hC1sH37. Au fost identificate ,i aplicate proceduri 

cromatografice eficiente pentru secventele procesului cromatografic HPLC. Acestea 

sunt corelate cu: alegerea eluentilor ,i a gradientului de polaritate, selectarea timpului de 

elutie, a presiunii ,i a temperaturii de lucru, identificarea volumelor optime pentru probe 

,i solventi. Procesul de purificare a proteinelor este monitorizat prin metode 

spectrofotometrice prin inregistrarea spectre lor de absorbtie in domeniul UV, cu ajutorul 

unui spectrofotometru cu fibra optica ,i celula de flux. Aceasta monitorizare permite 

alegerea parametrilor optimi cu privire la: ordinea ,i debitului eluentilor, gradientului de 

polaritate in coloana de separare ,i durata procesului. Pe masura ce purificarea 

avanseaza se constata 0 diminuare a numarul benzilor de absorbtie in spectrul UV. 

Absenta acestora in regiunea spectrului cu lungimi de unda mai mari de 300 nm 

reprezinta un indiciu al finalizarii procesului de purificare. Etapa a patra este destinata 

prelucrarii date lor in scopul evaluarii procesului de separare ,i purificare. Au fost utilizate 

metodele Lowry ,i Warburg-Christian pentru determinarea proteinelor totale din 

concentratul proteic purificat. Rezultatele au fast exprimate in corelatie cu etaloane 

specifice de proteine. Au fost elaborate metode de prelucrare a datelor experimentale in 

scopul evaluarii randamentului separarii. Instalatia utilizata pentru obtinerea 

concentratului proteic care face obiectul inventiei, are doua componente: modul pentru 

separarea proteinelor din miere prin dializa ,i modul pentru purificarea prin 

cromatografie cu faza inversa C18 a concentratului. Schema modul pentru separarea 

proteinelor din miere prin dializa este descrisa in fig.2. Acesta este format dintr-un 
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agitator mecanic (1), cu 10 rotatii Iminut; recipient de sticlA (2) cu un volum V= 50 I in 

care se aflA initial apA dublu distilata, cu 0 conductivitate mai micA de 41lScm-1 (3); proba 

supusA separArii este reprezentatA de filtratul obtinut in prima etapA, aceasta este 

continutA in membrana semipermeabiiA din celulozi regeneratA cu MWCO =3,5 kOa (4) 

cu volum V= 0,50 I; suport (5); lampa cu luminA UV (6) utilizatA in scopul evitarii 

contaminArii microbiene. Periodic sunt analizate refractometric probe din permeat in 

vederea monitorimrii glucidelor. Stabilirea indicelui de refractie la valoarea maximA 

constantA de 1,5369, in conditiile experimentale descrise, indicA finalizarea separArii. 

Schema instalatiei pentru modulul u'tilizat in scopul purificArii prin cromatografie cu fazA 

inversA C18 a concentratului brut este prezentatA in fig.3. Instalatia se compune din 

coloana cromatograficA (2), cu faza inversatA C1S; racorduri de teflon pentru fluxul de 

eluenti (1); conexiune la instalatia de vid (3); celulA de flux pentru monitorizarea 

spectrofotometricA (4); recipienti pentru colectarea fractiilor (5); robineti de 

selectarelacces a solventilor in coloana cromatograficA (6); recipienti rezervor pentru 

eluenti (7). Eluatul este monitorizat prin inregistrarea spectrelor de absorbtie in domeniul 

UV, cu ajutorul unui spectrofotometru cu fibrA opticA ,i cellilA de flux. Rezultatele 

obtinute pentru concentratul proteic din mierea de Gal/una vulgaris, au prezentat un 

continut mediu de proteine foarte ridicat, in medie de 1,8 %, comparativ cu valorile 

obtinute in cazul altor sortimente de miere (0,2%-0,8%). Acest fapt constituie un 

argument justificat in aprecierea calitatii sortimentului de miere de Gal/una vulgaris din 

punct de vedere curativ. Astfel, procedeul descris de inventie permite determinarea 

continutului total de proteine ,i din alte sortimente de miere, in vederea evidentierii ~i a 

ierarhizArii calitAtiior bioactive. Prin metode electroforetice SOS PAGE au fost 

identificate principalele enzime ale mierii din Gal/una vulgaris in continutul concentratul 

proteic. Procedeul ce face obiectul inventiei poate constitui 0 bazA de pornire in 

realizarea ~i valorificarea la scara industrialA a unui prod us nutraceutic sau farmaceutic. 

Inventia vine ,i in ajutoruI apicultorilor, sau a speciali~tilor in procesarea mierii, pentru 

promovarea calitAtii sortimentelor de miere bazatA pe continutul de proteine. 
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1- Procedeu de separare ~i concentrare a proteinelor continute in mierea de Cal/una 

vulgaris (iarba neagra) caracterizat prin aceea ca se refera la obtinerea unui produs 

denumit: concentrat proteic din miere de Calluna vulgaris (iarba neagra). Acesta 

este produsul final al etapelor de procesare fizico-chimica a mierii. de separare prin 

dializa ~i de purificare prin metode cromatografice a concentratului proteic. Acesta se 

obtine sub forma unei solutii hidroetanolice cu un conti nut de 50% amestec proteine. Tn 

prima etapa s-au determinat parametrii optimi pentru separare: volumul maxim de 

Tncarcare a membranei selective in corelatie cu integritatea fizica a acesteia. in conditiile 

agitarii mecanice pe durata unui ciclu de separare; a fost stabilit raportul dintre volumul 

initial al solutiei de miere ~i volumul solventului, reprezentat de apa dublu distilata cu 0 

conductivitate de maxim 4 ~Scm-1, pentru separarea eficienta a proteinelor: 1/100 (VN); 

au fost determinate valorile parametrilor: temperatura t =18°C. viteza de agitare n=10 

rot.lmin, timp de dializa pentru 0 separare completa t = 24 ore. Tn timpul dializei se 

preleveaza periodic probe din permeat care sunt analizate refractometric din punct de 

vedere al prezentei glucidelor. Corelatia dintre concentratia glucidelor acumulate Tn 

permeat Tn timpul dializei ~i indicele de refractie arata 0 dependenta linianl, cu exceptia 

etapei finale. Separarea este considerata finalizata in momentul in care concentratia 

glucidelor din permeat ramAne constanta ~i corespunde valorii maxime a indicelui de 

refractie (n(max) = 1,5369 Tn condi1ii1e experimentale descrise). Retentatul, care con1ine 

proteinele cu MWCO > 3,5 kDa, se prezinta sub forma unei solutii coloidale cu 

omogenitate relativa. Tn etapa urmatoare aceasta este supus purificarii prin 

cromatografie cu faza inversa. in scopul obtinerii concentratului proteic. A fost selectata 

faza solida C18: silan monofunctional -8i(CH3)2C18H37 Tn scopul separarii eficiente din 

solutii apoase a compu~ilor cu hidrofobicitate scazuta, cum sunt proteinele. EluentH 

utilizati au fost selectati pe baza unor diferente adecvate de polaritate: apa 

bid istilatateta nol ~i a fast determinat gradientul de polaritate optim purificarii. A~i 

parametrii cum sunt: timpului de elutie. presiunea ~i temperatura de lucru; volumele 

optime pentru probe ~i solventi s-au determinat prin monitorizarea spectrofotometrica a 

eluatului. Aceast procedeu poate constitui baza de pornire in valorificarea concentratului 
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proteic ca produs nutraceutic sau farmaceutic, datorita proprietatilor sale bioactive 

determinate de prezenta principalelor enzime continute de mierea de Gal/una vulgaris. 

2- Instalatie pentru a plica rea procedeului descris in revendicarea 1, caracterizata 

prin aceea ca este formata din doua parti: modul pentru separarea proteinelor din miere 

prin dialim ~i modul pentru purificarea prin cromatografie cu fam inversa C18 a 

concentratului. Modulul destinat obtinerii concentratului proteic brut prin dializa este 

caracterizat prin acea ca realizeaza 0 separare monitorizata refractometric fig.2. Astfel, 

prin prelevarea succesiva de probe, este posibila determinarea continua a cre~terii 

concentratiei glucidelor in permeat, respectiv a concentrarii proteinelor in retentat. Etapa 

de separare a proteinelor de glucide cu MWCO < 3,5 kDa, poate fi considerata finalizata 

prin identificarea momentului in care indicele de refractie al permeatului ramane 

constant la valoarea sa maxima. Modulul destinat purificarii concentratului brut prin 

cromatografie cu faza inversa C 18 este caracterizat prjn acea ca realizeaza 0 purificare 

avansata a proteinelor prin monitorizare spectrofotometrica fig.3. Eluatul este 

monitorizat prin inregistrarea spectrelor de absorbtie in domeniul UV, cu ajutorul unui 

spectrofotometru cu fibra optica ~i celula de flux. Pe masura ce purificarea avanseaza 

se constata descre~erea numarului benzilor de absorbtie din spectrul UV; absenta 

acestor benzi in regiunea spectrului cu lungimi de unda mai mari de 300 nm, este 

comlata cu fin::.llizarea procC5ului de purificare a concentratului proteic. Aceasta 

monitorizare permite alegerea parametrilor optimi cu privire la: ordinea ~i debitului 

eluentilor, gradientului de polaritate in coloana de separare ~i durata procesului. 

3- Procedeul ~i instalatia sunt caracterizate prin aceea ca permit valorificarea 

inventiei ca metoda de estimare a potentialului bioactiv specific proteinelor, pentru 

sortimentele de miere. 
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