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Prezenta inventie se refera la un procedeu de valorificare complexa a ingredientelor
active benefice din materialul vegetal provenit de la plante care contin alergeni si/sau com-
pusi toxici, cum sunt cele din genul Aloe sau din specia Phytolacca americana, care implica
extractia selectiva a unor ingrediente active, inainte si dupa inactivarea compusilor alergeni
sau toxici, si eventuala suplimentare cu micro-elemente antioxidante, in special zinc, si prin
care se obtin noi compozitii, cu siguranta ridicata pentru subiectii umani, utilizabile ca supli-
mente alimentare sau pentru produse cosmetice/cosmoceutice.

Sunt cunoscute o serie de procedee prin care se obtin, din materialul vegetal provenit
de la plante care contin alergeni si/sau compusi toxici, cum sunt cele din genul Aloe sau din
specia Phytolacca americana, compozitii utilizabile ca suplimente alimentare, aditivi alimen-
tari sau pentru produse cosmetice/cosmoceutice. Aloe este un gen de plante apartinand
familiei Aloaceae (www.ipni.org), perene, vesnic verzi si cu un metabolism monocot
crassulacean acid (CAM). Ingredientele active din frunzele de Aloe includ antrachinone,
carbohidrati, aminoacizi, acizi organici, minerale si microelemente, enzime, lectine si
vitamine (a se vedea de exemplu trecerea in revista Liu et al., 2011, J. Med. Plants Res.
5:1046-1052). O parte din aceste ingrediente active determina, mai ales atunci cand sunt
ingerate, efecte alergice si chiar toxice la unii subiecti umani, ca, de exemplu, diaree,
dezechilibru de electroliti, disfunctii renale, eriteme, dermatita de contact, fototoxicitate (a se
vedea, de exemplu, trecerea in revista Boudreau si Beland, 2006, J. Environ. Sci. Health
C.24:103-154). Phytolacca americana este o specie de plante ierboase, perene, apartinand
familiei Phytolaccaceae, cu utilizari terapeutice traditionale multiple (a se vedea, de exemplu,
trecerea in revista Ravikiran et al., 2011, 2:942-946). Toate partile plantei sunt toxice, cu
exceptia celor aeriene ale plantelor care cresc primavara devreme. Ingredientele respon-
sabile de actiunea toxicad sunt saponinele triterpenice toxice, ca, de exemplu,
phytolaccigenina sau un mitogen de natura proteica, PWM. Ingestia de saponine toxice pro-
voaca gastroenterite, in timp ce ingestia gi absorbtia prin ranile superficiale ale pieliia PWM
poate determina plasmocitoza, modificari mitotice ale sangelui periferic si alte anormalitati
hematologice (a se vedea, de exemplu, trecerea in revista Lewis si Smith, 1979, JAMA
242: 2759-60).

Extractele hidroalcoolice din materialul vegetal provenit de la plante care contin
alergeni si/sau compusi toxici, cum sunt cele din genul Aloe sau din specia Phytolacca
americana, s-au dovedit a fi sigure, mentinand un nivel semnificativ al efectelor benefice.
Extractia hidroalcoolica a materialului vegetal este selectiva pentru ingredientele active
benefice, ingredientele care produc alergii si/sau fenomene de toxicitate nefiind extrase sau
fiind foarte putin extrase. Cererea de brevet WO 2006/014100 A1 se refera la o compozitie
care include extract hidroalcoolic de Phytolacca americana, impreuna cu extract hidroalcoolic
de Alnus acuminata si gudron de carbune, pentru tratarea psoriazisului in toate formele sale
patologice. Inventia descrie si un procedeu de obtinere a extractului hidroalcoolic de
Phytolacca americana, in care materialul vegetal este in prealabil spalat cu o solutie salina
de 10...20% NaCl, de preferat 15%, timp de 30...60 min, de preferat 45 min, tocat si extras
cu o solutie etanol - apa 60...80% v/v, prin macerare timp de 15...20 zile la temperaturi
cuprinse intre 22...35°C.

llaiyarajaetal., 2010, J. Herb. Med. Toxicol, 4:197-206, descriu efectele antiulcera-
tive si antibacteriene ale extractului hidroalcoolic de Aloe, care nu a prezentat efecte secun-
dare pentru animalele de experienta. Salehi et al., 2011, J. Paramed. Sci., 2:59-63, prezinta
efectele antidepresive ale administrarii pe termen lung ale extractului hidroalcoolic de Aloe,
care nu a prezentat efecte secundare pentru animalele de experienta nici in cazul acestei
administrari indelungate.
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Dezavantajele acestor compozitii pe baza de extracte hidroalcoolice rezulta din
incompleta valorificare a tuturor ingredientelor active care exista in materialul vegetal initial,
fiind o consecinta a procedeului de obtinere prin extractie selectiva. De exemplu, in cazul
plantelor de Aloe, microelementele reprezinta ingrediente active cu o semnificativa actiune
hipoglicemianta - a se vedea, de exemplu, lucrarea Rajasekaran et al., 2005, Biol. Trace
Elem. Res., 108:185-195. Aceste microelemente sunt extrase in cantitati limitate in solutiile
hidro-alcoolice. In extractele hidroalcoolice existd un potential semnificativ de chelatare a
microelementelor, cu cresterea biodisponibilitatii acestora. Microelementele cu biodisponi-
bilitate crescuta prin chelatare ar avea o actiune fiziologic completara actiunii compusgilor
chelatanti - ca, de exemplu, completarea actiunii antioxidante a polifenolilor de catre micro-
elemente antioxidante, ca zincul.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a descrie un procedeu de valo-
rificare complexa a ingredientelor active benefice din materialul vegetal provenit de la plante
care contin alergeni gi/sau compusi toxici, cum sunt cele din genul Aloe sau din specia
Phytolacca americana, prin extractia selectiva a unor ingrediente active, nainte si dupa
inactivarea compusilor alergeni sau toxici.

Procedeul conform inventiei consta in urmatoarele etape:

- spélarea, uscarea la etuva la 105°C timp de 4 h si macinarea find a materialului
vegetal;

- extractia materialului vegetal cu o solutie hidroalcoolica 40...46% etanol + 60...54%
apa, procente de volum, la temperatura 20...25°C, intr-un vas de sticla, prevazut cu capac,
timp de 10 zile, in raport de 3...8 parti material vegetal la 92,5...93,5 parti solutie hidro-
alcoolica si separarea resturilor de material vegetal de extractul hidro-alcoolic;

- calcinarea resturilor de material vegetal separate de la extractie la temperatura de
800...1000°C;

- macerarea cenusii rezultate din materialul vegetal cu extractul hidro-alcoolic timp
de 24 h la temperatura 20...25°C;

- separarea prin filtrare a extractului hidroalcoolic cu microelemente din cenusa
chelatate in polifenoli si corectarea pH la valoarea 7,0 cu HCI 1N;

- eventuala suplimentare a extractului cu zinc, prin adaugare de oxid de zinc insolubil,
in raport de 0,1...0,17 parti ZnO la 92,5...93,5 parti in extract hidroalcoolic cu macerat de
cenus3, agitare timp de 4 h la temperatura 20...25°C si separarea excesului de ZnO nereac-
tionat prin centrifugare la 4000 x g timp de 20 min, la temperatura de 20...25°C.

Avantajele procedeului conform inventiei sunt:

- valorifica ingredientele active din materialul vegetal, atat pe cele care se extrag
selectiv din materialul vegetal prin macerare in solutia hidroalcoolica, cat si micro-elementele
din cenusa materialului extras, care sunt chelatate de compusii polifenolici;

- asigura o complementaritate pentru actiunea fiziologica antioxidanta a ingredientele
active extrase in maceratul hidroalcoolic, respectiv polifenolii, si a micro-elementelor precum
zincul, extrase selectiv prin chelatare din cenusa;

- reduce riscul prezentei ingredientelor alergene sau toxice, care nu sunt extrase sau
sunt foarte putin extrase in solutia hidroalcoolica si suntinactivate prin calcinare in materialul
vegetal extras;

- elimina cea mai mare parte din eventualele ingrediente alergene sau toxice, in
special proteine, eventual extrase in urme solutia hidroalcoolica initiala, prin adsorbtie pe
particulele de cenusa rezultata prin calcinarea materialului de material vegetal separat de
la extractie.
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Prezenta inventie se ilustreaza prin urmatoarele exemple:

Exemplul 1

Materialul vegetal, frunze de Aloe vera, se spala cu apa timp de 3...4 min la tempera-
tura de 20...25°C, se usuca la etuva la 105°C timp de 4 h si se macina pana la
60 mesh/0,25 mm, 7...8 g din materialul vegetal uscat si macinat de Aloe vera sunt supuse
extractiei prin macerare cu 100 ml solutie hidroalcoolica 40...46% etanol + 60...54% apa (pro-
cente de volum), respectiv 92,5...93,5 g, la temperatura 20...25°C, intr-un vas de sticl, pre-
vazut cu capac, timp de 10 zile. Se separa prin filtrare solutia hidroalcoolica, care are un pH
de 5,0, iar pulberea de plante ramasa in urma extractiei se trece cantitativ intr-un creuzet de
portelan si este supusa calcinarii la temperatura de 800...1000°C, pana la masa constanta.
Cenusa obtinuta este adusa cantitativ peste solutia hidroalcoolica. Amestecul cenusa -
extract hidroalcoolic este |asat 24 h |la macerat si se separa prin filtrare cenusa care nu a fost
solubilizata, pH-ul filtratului creste la valori de peste 10 si este corectat la pH 7,0 cu HCI 1N.

in compozitia E1 rezultata, se determina continutul total de polifenoli cu reactiv Folin-
Ciocalteu (Singleton et al., 1999, Methods Enzymol. 299, 152-178). 20 ml de proba se
amesteca cu 6,5 ml de apa deionizata, 0,5 ml de reactiv nediluat Folin-Ciocalteu (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Mo, SUA) si 3 ml de 10% solutie de carbonat de sodiu anhidru (Sigma-
Aldrich). Amestecul este mentinut in incubator cu agitare timp de 30 min la 40°C, dupa care
se determina densitatea optica la 750 nm. Rezultatele sunt exprimate pe baza unei curbe
etalon construite cu acid galic, fiind raportate in miligrame echivalent acid galic per gram de
extract (mg GAE / g extract). Analiza sunt efectuate cel putin in triplicat. Compozitia E1
rezultata contine 8,27 mg/g polifenoli totali.

Polifenolii si flavonele din compozitia E1 se analizeaza si prin cromatografie de inalta
presiune, in urmatoarele conditii de lucru: echipament Agilent HPLC 1100 (Agilent, Santa
Clara CA, SUA); coloana Kromasil 100-5 C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um); temperatura
coloanei 25°C; faza mobila: A - 0,1% acid formic; B - metanol; debit 0,7 ml/min; volum de
injectie 20 pl; detectie 270, 320 si 350 nm. Aceasta compozitie E1 contine: acid gentisic
0,695...1,110 mg/l, acid cafeic 0,349...0,698 mg/l, acid para-cumaric 10,442 mg/l si acid
ferulic 1,907mg/l.

Se face o extractie fractionata a compozitiei E1 pe coloana de silicagel, trecand de
la un solvent nepolar (cloroform) la unul mediu polar (acetat de etil), pana la un solvent
puternic polar (metanol). Se analizeaza prin gaz cromatografie cuplata cu spectrometrie de
masa (GC-MS) fractiile mediu-polare (in acetat de etil), in urmatoarele conditii de lucru: Gaz
cromatograf GC/MS Triple Quad Agilent Techologies (Agilent); Coloana cromatografica: DB-
-WAX, 30 m x 0,25 mm, grosime film 0,25 pym. Parametrii de lucru: temperatura injector
- 250°C; temperatura sursa - 250°C; temperatura liniei de transfer - 280°C; temperatura
coloana - 70°C pentru 2 min, creste cu 7°C/min la 230°C si sta timp de 20 min; Energia de
ionizare 70 eV; Volum de injectie 2 ul; Run time 44 min. Se pune in evidenta existenta glicoli-
lor, etil esterilor ai acizilor gragi, glicerinei, ftalatilor de acizi grasi. Nu se pun in evidenta in
compozitia E1 compusi antrachinoniciimplicati in reactiile adverse produse subiectilor umani
de extractele de Aloe (dupa Boudreau si Beland, 2006, J. Environ. Sci. Health C. 24: 103-154).

Se determina activitatea antioxidanta a compozitiei E1, prin metoda cu 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) ce permite formarea unui compus de hidrazina incolor (DPPH-H) (Diouf
etal., 2009, Food Chem. 113:897-902). Compozitia se dilueaza cu metanol cu concentratia
10 mg/ml, in intervalul de 10...0,078 mg/ml, 3 ml de solutie de DPPH (Sigma-Aldrich,
20 mg/l) sunt adaugati la solutia de proba si vortexati energic pentru 30 s. Amestecul este
pastrat la temperatura camerei, la intuneric, timp de 30 min, inainte de masurarea absorban-
teila 517 nm. Activitatea este determinata prin compararea absorbantei cu cea a martorului
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(100%), care contine DPPH singur. Concentratia radicalilor liberi din fiecare tinctura a fost
exprimata ca fiind concentratia de extract care reduce 50% din DPPH (IC50). Activitate anti-
oxidanta a compozitiei E1 este de 60%.

Exemplul 2

Materialul vegetal, tulpini de Phytolacca americana, se spala cu o solutie salina de
20% NaCl, timp de 30 min la temperatura de 20...25°C, se usuca la etuva la 105°C timp de
4 h si se macina pana la 60 mesh/0,25 mm 3...4 g din material vegetal uscat si macinat de
Phytolacca americana sunt supuse extractiei prin macerare cu 100 ml solutie hidroalcoolica
40...46% etanol + 60...54% apa (procente de volum), respectiv 92,5...93,5 g, la temperatura
20...25°C, intr-un vas de sticla, prevazut cu capac, timp de 10 zile. Se separa prin filtrare
solutia hidroalcoolica, care are un pH de 4,5, iar pulberea de plante ramasa in urma
extractiei se trece cantitativ intr-un creuzet de portelan si este supusa calcinarii la tempera-
tura de 800...1000°C, pana la masa constanta. Cenusa obtinuta este adusa cantitativ peste
solutia hidroalcoolica. Amestecul cenuga - extract hidroalcoolic este lasat 24 h la macerat
si se separa prin filtrare cenusa care nu a fost solubilizata, iar pH-ul filtratului creste la valori
de peste 10 si este corectat la pH 7,0 cu HCI 1N.

in compozitia rezultatd E2 se efectueaza analize conform metodelor deja descrise
in exemplul 1. Compozitia E2 contine o cantitate mare de polifenoli, 13,70 mg/g echivalent
de acid galic. Analiza HPL releva ca acesti polifenoli sunt: acid gentisic 2,869 mg/|, acid
clorogenic 0,687...0,850 mg/l, acid cafeic 0,390...0,581 mg/l si rutin 7,139 mg/l. Analiza GC-
MS pune in evidenta existenta glicolilor, etil esterilor ai acizilor grasi, glicerinei, ftalatilor de
acizi gragi. Analizele nu pun in evidenta in compozitia E1 saponinele triterpenice, respon-
sabile de efectele toxice ale materialului vegetal din Phytolacca americana (conform Lewis
si Smith, 1979, JAMA 242: 2759-60). Activitatea antioxidanta este de 62%.

Exemplul 3

Compozitiile E1 si E2, obtinute conform procedeelor descrise in exemplul 1 gi, res-
pectiv, 2 sunt suplimentate cu zinc. Peste 100 ml compozitie E1 sau E2, respectiv
92,5...93,5 g, se adauga 100...170 mg oxid de zinc insolubil in solutia hidroalcoolica. Ames-
tecul se agita timp de 4 h la temperatura 20...25°C. Se separa excesul de ZnO nereactionat
prin centrifugare la 4000 x g timp de 20 min, la temperatura de 20...25°C. Supernatantul se
pastreaza in sticle brune, ferite de lumina gi temperaturi ridicate. Zincul din compozitiile E3
(din E1) si E4 (din E2) astfel obtinute este determinat prin tehnica spectrometriei de emisie
atomica in plasma cuplata inductiv (ICP-AES). Rezultate sunt prezentate in tabelul 1:

Tabelul 1
Continutul de zinc (% s.u.) din compozitiile realizate
Planta Zn (% s.u)
Extract Compozitii cf. ex.1 si ex. 2 Compozitii cf. ex. 3
hidroalcoolic (+ cenusa) (+ Zn0O)

Aloe vera 0,4 0,5478 12,92
Phytolacca americana 0,8728 1,32 88,96

Exemplul 4

S-a testat citotoxicitatea compozitiilor E1-E4, obtinute conform procedeului propus
de inventie, intr-un biotest pe celule de ovar de hamster. Acest biotest este considerat rele-
vant pentru siguranta extractelor de plante medicinale (Maria et al., 1997, J. Ethnophar-
macol., 57:183-187). Celulele stoc din ovar de hamster chinezesc (CHO-K1, ATCC CCL-61,

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

RO 128904 B1

ATCC, Manassas, VA, SUA) au fost insamantate si mentinute pe mediu F12K (ATCC),
suplimentat cu 10% ser fetal bovin si 1% antibiotice, in atmosfera imbogatita in CO, si la
37°C. Fiecare test s-a realizat in triplicat. S-a lucrat pe placi cu 96 de godeuri, cu fund plat
si aderenta redusa a celulelor (Nune®, Sigma-Aldrich). in fiecare godeu s-au depus 200
de mediu de cultura F12K suplimentat cu 10% ser fetal bovin si 1% antibiotice si 2 x 10*
celule CCL-61. S-a incubat peste noapte in atmosfera imbogatita in CO,, la 37°C. A doua
zi, celulele s-au centrifugat, supernatantul s-a sifonat si s-a inlocuit cu 200 pl de solutie
20 mg/ml din compozitile E1-E4, in mediu de cultura F12K suplimentat cu 10% ser fetal
bovin si 1% antibiotice. S-a lucrat fatd de un martor in care mediul de cultura s-a inlocuit cu
200 pl de solutie 20 mg/ml 46% etanol si un martor crescut pe mediu de cultura F12K supli-
mentat cu 10% ser fetal bovin si 1% antibiotice nemodificat. Dupa o perioada de incubare
de 24 h in atmosfera imbogatita in CO,, la 37°C, si de expunere a celulelor CCL-61 la
diferitele compozitii E1-E4, s-a estimat actiunea citotoxica prin folosirea testelor Rosu Neutral
(Borenfreund si Puerner, 1985, Toxicol. Lett., 24:119-124) si Tetrazoliu (MTT) (Borenfreund
et al., 1988, Toxicol. in vitro, 2:1-6). Datele au fost prelucrate prin analiza variantei, cu trei
repetitii si doi factori variabili (concentratia extractului si testul toxicologic), folosind testul de
corelatie Pearson pentru a determina diferentele intre metodele de determinare a cito-
toxicitatii (Statistica 10, StatSoft, Tulsa, OK, SUA). Rezultatele sunt prezentate in tabelul 2
de mai jos:

Tabelul 2
Procentul absorbantei fatd de martorul cu mediu nemodificat in biotestele de citotoxicitate
Varianta experimentala Rosu neutral Tetrazoliu (MTT)
E1, 20 mg/ml 87,66 + 3,35 90,33 £ 2,60
E2, 20 mg/ml 83,33 + 1,58 87,33 £ 1,65
E3, 20 mg/ml 86,33 + 2,08 91,00 + 3,25
E4, 20 mg/ml 80,00 + 2,33 86,66 = 2,60
Etanol 46% 20 mg/ml 88,33 £ 2,46 92,33 £ 2,23

Compozitile E1-E4 rezultate prin aplicarea procedeului conform inventiei nu
manifesta practic citotoxicitate in biotestele pe celulele din ovar de hamster efectuate,
reducerea absorbantei fiind practic la nivelul martorului cu etanol 46%. Diferentele constatate
pentru compozitia E4 din Phytolacca americana in testul Rogu Neutral sunt la limita
relevantei statistice. Nivelul de citotoxicitate, inclusiv cele pentru compozitia E4, care are o
mare incarcare de zinc, este similar cu cel al unor altor extracte raportate in literatura ca fiind
sigure pentru subiectii umani (Maria et al., 1997, J. Ethnopharmacol., 57:183-187).
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Revendicare

Procedeu de valorificare complexa a ingredientelor active benefice din materialul
vegetal provenit de la plante care contin alergeni si/sau compusi toxici, caracterizat prin
aceea ca este alcatuit din urmatoarele etape: spalarea, uscarea la etuva la 105°C timp de
4 h si macinarea fina a materialului vegetal provenit din Aloe vera si Phytolacca americana;
extractia materialului vegetal cu o solutie hidroalcoolica 40...46% etanol + 60...54% apa, pro-
cente de volum, la temperatura 20...25°C, intr-un vas de sticla, prevazut cu capac, timp de
10 zile, in raport de 3...8 parti in greutate material vegetal la 92,5...93,5 parti in greutate
solutie hidroalcoolica, si separarea resturilor de material vegetal de extractul hidro-alcoolic;
calcinarea resturilor de material vegetal separate de la extractia hidroalcolica, la temperatura
de 800...1000°C; macerarea cenusii rezultate din materialul vegetal cu extractul hidro-
alcoolic timp de 24 h, la temperatura 20...25°C; separarea prin filtrare a extractului hidro-
alcoolic cu microelemente din cenusa chelatate in polifenoli si corectarea pH-uluila valoarea
7,0 cu HCI 1N; eventuala suplimentare a extractului cu zinc, prin adaugare de oxid de zinc
insolubil, in raport de 0,1...0,17 parti in greutate ZnO la 92,5...93,5 parti in greutate extract
hidroalcoolic cu macerat de cenusa, agitare timp de 4 h, la temperatura 20...25°C, si separa-
rea excesului de ZnO nereactionat prin centrifugare la 4000 x g timp de 20 min, la
temperatura de 20...25°C.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii i Marci
sub comanda nr. 375/2019
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