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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de purificare a
saponinelor din surse naturale, utilizate ca emulgatori,
agenti de spumare si stabilizatori. Procedeul conform
inventiei consta in etapele de capturare a moleculelor
de saponine din extracte de plante de tip Securidaca
longipedunculata, in emulsie prin auto-asamblare
supramoleculara, emulsionarea/ adsorbtia instantanee

a uleiului in prezenta de eter etilic/apd, separarea
fazica, separarea agregatelor si sedimentare si precipi-
tare auto-indusad, rezultdnd fractiuni de saponind
derivata natural, cu o puritate de aproximativ 90%.
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Metodi noudl de purificare a saponinelor prin precipitare in emulsie demulgati
h. Domeniul de aplicare a inventici

1. Bio-procesarea, bio-separarea i purificarea saponinelor si a produsilor naturali .
2. Producerea de saponine si de nano-particule de saponine din extracte din plante.

¢. Stadiul tehnicii in domeniul obiectului invenfiel, cu mentionarea dezavantajelor solutiilor
tehnice cunoscute

Saponinele fac parte din clasa glicozidelor naturale, puternic rdspandite in intregul regn
vegetal ca metaboliti secundari. Acestea au vaste aplicatii in produse alimentare si bauturi ca
emulgatori, agenti de spumare si stabilizatori, si sunt adesea utilizate in produsele de igiend
personald, precum si alte articole de toaletd pentru curdfenie casnicd, institutionald gi
industriald. Avand perspective importante in productia de medicamente si de vaccinuri, exista
din ce in ce mai multe dovezi ce sprijind imensul lor potential terapeutic anti-cancer,
antibacterian, antiinflamator i anti-colesterol'. De mai bine de un secol, saponinele naturale
au fost exploatate din surse vegetale notabile, cum ar fi Quillaja saponera, Saponera
officinalis §i Chlorogalum pomeridianum. Saponinele au un segment imens de piatd, avand
potential economic puternic, in special in proiectia recenta a pietei globale a emulgatorilor
alimentari, ce a fost estimatd la 933.4 KT pana in 2018 la o valoare de 2.858.6 milioane de
USD*.

Metodele traditionale cum ar fi Soxhlet, refluxul termic si extractiile cu ultrasunete au fost
unele dintre cele mai populare metode utilizate pentru recuperarea saponinelor din surse
naturale. Metode ce fac economie de timp si consuma mai putin solventi, cum ar fi extractia
asistatd de microunde?, extractia de lichide contracurent presurizat in etape multiple (PLE) si
CO; supercritic au fost utilizate ca alternative viabile®. Cu toate acestea, aceste strategii sunt
doar o etapa preliminars, deoarece sunt extrem de non-selective pentru saponinelor si necesiti
procese ulterioare de purificare pentru a atinge calitatea doritd. Anumite glicozide ale
substantelor inrudite si coexistente cu ar fi izoflavone, polifenoli, taninuri, etc., pot fi
incorporate cu saponinele ca impuritdti in timpul proces#rii, constituind astfel mari
dezavantaje. De cele mai multe ori, este necesard o schemd de purificare mai strictd pentru a
indeplini specificatiile corecte, in conformitate cu cererea industriala si a clientilor. Procesul
de purificare pentru saponinele brute este in general foarte complex, complicat §i necesiti
aborddri secventiale. Anumite strategii, cum ar fi partitia solventilor si precipitarea sarii si a
solventilor’, au fost utilizate pentru obtinerea de saponine cu puritate moderats, in timp ce
adsorbtia de extractie in fazi solida si ultrafiltrare, precum si cromatografia® asigurd o puritate
mai ridicatid. O altd practicd foarte comund este precipitarea saponinelor din amestecuri
alcanolice, unde sunt utilizate mari volume de anti-solventi’, cum ar fi acetona si eterul. In
2002, Dobbins a exploatat comportamentele de temperaturd si solubilitate ale saponinelor
pentru a crea un proces ce utilizeazd apd-acetond (4:1)%. Acesta a permis precipitarea
concentratului de saponind la o puritate de aproximativ 70% din soia, iar cu cristalizarea
ulterioard, puritatea a fost imbunatéitd la 90%. Pe langd cristalizgee;
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cromatografice sunt utilizate in mare masura la scard analiticd pentru purificarea saponinelor.
Acestea includ cromatografia pe coloand deschisd, cromatografia in strat subtire,
cromatografia flash, cromatografia lichidd (la presiune scdizutd, medie sau ridicatd), si
cromatografia in contracurent’. Chiar daci selectivitatea este adesea o problem# majors,
cromatografia de afinitate este cunoscutid pentru performante sale excelente, dar tot are
limitari puternice datoritd “lipsei de sali economicd” care rezultd din intreruperi frecvente si
operatii discontinue’. La scara analiticd multi cercetitori prefera cromatografia in faza inversd
pentru separarea unei game largi de saponine din extract apos, de exemplu scoarta de Quillaja
saponaria a fost separatd prin cromatografie in 2 de fractii diferite (QA1-22) cu diferite

activitati biologice si adjuvante, precum si toxicitate®,'°.

d. Problema tehnica pe care o rezolvd invenfia

Lipsa procesului de purificare eficient pentru saponine derivate natural are un impact negativ
asupra zonelor vitale ale produselor farmaceutice si produselor medicale sensibile precum
saponind adjuvant pentru vaccines'' uman si alte utilizari. Prin urmare, am dezvoltat o nous
strategie pentru producerea si purificarea saponinelor dintr-un extract de plante cu mai multe
componente, cu un rezultat de puritate de aproximativ 90%, si recuperarea de 94% a
randamentului cumulat. Nivelul ridicat de puritate a fost realizatd fird a fi nevoie de

cristalizare, din cauza robustetii si a altor atribute ale sistemului.

e. Prezentarea solufiei tehnice a inventici, cu evidenticrea elementelor de creatie stiintificd
sau tehnica originale care rezolvd problema tehnicd mentionatd

Barierele de protectie ale emulsiilor si sisteme coloidale sunt formate prin auto-asamblarea
molecule de surfactant in jurul piciturilor dispersate in scop de stabilitate'>'”. Pe baza acestei
idei, am dezvoltat o noud strategie pentru producerea si purificarea saponinelor bioactive
dintr-un materiale vegetale multicomponente, prin inglobarea sistematic moleculele lor in
emulsie si in final recuperarea lor in form& purd si originald prin procesul de dezemulsionare.
Pe baza acestei idei, am dezvoltat o noud strategie pentru producerea si purificarea
saponinelor bioactive din materiale vegetale multicomponente, prin inglobarea sistematica a
moleculelor in emulsie §i in final recuperarea lor in form& pura si originala prin procesul de
dezemulsionare. Un extract degresat de radacind de Securidaca longipedunculata a fost folosit
ca emulgator, pentru a permite recuperarea selectivd si purificarea saponinelor sale
constitutive implicate activ in emulsionare. Emulgatorii sunt o subclasa de surfactanti care au
functia de a stabiliza dispersiile in emulsii si de a forma micele in solutii prin auto-
asamblare'®**. Saponinele sunt surfactanti neionici, caracterizate prin activitatea pe care
acestea 0 au la suprafata lor i capacitatea de a spuma in apa, de asemenea, prin actiunea lor
hemolitica pe celule umane eritrocite 2, 2* precum si tendinta de a emulsiona lipidele pentru a
forma emulsii de uleiuri-in-ap3. Ele sunt amfipatice in naturd, avand o grupa polara hidrofila,
cuprinzand in principal lanturi monozaharide §i aglicon hidrofobe C27 sau C30, cunoscute
sub numele de sapogenin '. Saponinele naturale au structuri diferite, care prezinta diferite
comportamente §i afinitati fatd de suprafete si formarea de miceliu. Astfel d€ tomportamente
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sunt in general controlate prin orientarea structurald a moleculelor §i indicii fizico-chimice
relevante, cum ar fi echilibrul lipohile hidrofila®. Un studiu anterior®® a aratat c 4 tipuri noi
de saponine au fost izolate din Securidaca longipedunculata care includ unele bidesmosides
triterpenici, acilate cu grupul cinnamonyl legat de zahar fucozi, impreund cu unele cateva
lanturi de monozaharide. Din fiecare indicatii, aceste saponine pot forma micele de diferite
forme, dimensiuni §i structuri in dispersii lichide, in conformitate cu publicatiile stiintifice
notabile?”%.

Unele publicatii stiintifice au stabilit cd substantele emulgatoare ar putea fi recuperate din
emulsie in diversele forme originale ale acestora, fird a rupe nici legatura sau fird a adiuga
nimica nou, chiar fird a pune in pericol proprietitile biologice inerente® 2. Cu toate acestea,
aceste proceduri au fost descrise pe larg in multe publicatii care se ocupd cu separarea
emulsiilor”?°. Totusi, noua noastrs abordare combini mai multe strategii pentru a realiza un
proces fiabil de purificare, prin Incorporarea unei substante dorite prin proces bazat pe
afinitate (emulsificare), pentru a permite recuperarea acestuia in forma pur, prin procesul de
dezemulsionare [Fig.1]. Mecanismul propus este specificat mai jos, in urméatoarea ordine a
evenimentului: ). Prinderea de molecule in emulsie prin auto-asamblare: Extractele naturale
din plante sunt un amestec de compusi apropiati i non-inruditi cu diferite comportamente in
termeni de solubilitate i afinitate fa{i de auto-asamblare. 7). emulsificare / adsorbtie
instantanee a uleiului: In general, surfactanti neionici naturali au mai mult tendinta spre
sistemul de ulei in ap3, prin care uleiurile, solventi organici si substante insolubile sunt
adsorbiti in miezul interior a micelelor, pentru a forma micele umflate®>%; iii). Separatia
fazica: Dacé raportul uleiului este crescut sau dublat, inversia ar avea loc probabil, ceea ce
duce la un fel de echilibru-etapizat Winsor [ 39, in care emulgatorii sunt limitati la faza de
ulei. in unele cazuri, capul polar al agentului tensioactiv poate contribui la formarea
sistemului dublu-continuu (echilibru-etapa mijlocie Winsor III). Cu toate acestea, procesul
general este foarte important pentru izolarea impurit&tilor solubile in apa, care sunt fortate sa
fie extrase in faza apoasd; iv). Separarea in calup a agregatelor prin creaming gi
sedimentare: Creaming favorizeazi migratia ascendentd a particulelor pe baza densittii si a
fortelor arhimedice, in timp ce efectele favorizeaza separarea si descompunerea emulsiei prin
coalescentd gi ruperea de vezicule, etc. De asemenea, adiugim c3 creaming si sedimentarea
particulelor™ furnizeazi o a doua masur pentru a asigura separarea in vrac a agregatelor, la
fel ca cernerea molecular. Prin aceste mijloace, moleculele emulgatorului sunt separate in
mod sistematic de faza continud, inundatd cu impurita{i solubile in ap&; v). Precipitare auto-
indusa: Ca urmare a expunerii excesului de emulgator (saponine i micele bazate pe saponini)
la faze organice insolubile, pot s& apara probabil precipitatii. Particulele rezultate sunt supuse
sedimentdrii treptate sub influenta gravitatiei; acestea se separa si se stabilesc la interfata de
mijloc pentru a forma o masa solid4 bogati in substante emulgatoare®®*® [Fig. 2].

[ prezentarea unui exemnplu concret de realizare a inventiei

EXEMPLUL 1

100.050g de radacind praf de Securidaca longipedunculata micinatid se degreseazi bine cu
500 ml de diclormetan (DCM), folosind un aparat Soxhlet pentru indepartarea lipidelor
nedorite. Solventul rezidual din borhot a fost indepartat in totalitate prin uscare cu aer in
camere de fum inainte de re-extractie cu metanol pur ce a durat 48hr. 12.612g de reziduu a
fost recuperat la 70 de grade Celsius intr-un evaporator rotativ, avind compozitie procentuala

de 0,025% w / w flavonoidice / izoflavone §i 0,034% w / w constituenti..fenolici totali.
P ’ S ;: . N
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Aproximativ 5.045g a fost indepértat si dizolvat complet in 200 ml de ap distilatd, cu agitare
in baie cu ultrasunete timp de 30 minute. Solutia apoas# rezultatd a fost amestecats impreuns
cu 400ml de etil-eter, cu agitare viguroasd pentru a forma o emulsie ulei-apd. Continutul a
fost transferat intr-o palnie de separare si a fost 13sat s stea la temperatura camerei. Faza de
separare a avut loc in 3-6 ore, avand faza apoas3 in exces in partea inferioard. Faza superioard
organicd a fost vaporizata cu particule, care au inceput si se sedimenteze din partea de sus
pana cand o masa solida groas3 a fost complet depozitat3 la interfata de mijloc intre 12-18 ore
[Fig. 2]. In partea de jos s-au observat de asemenea unele depuneri solide. Aceste depozite au
fost colectate cu atentie prin indepartarea supernatantilor prin centrifugare la vitezd mic3 de
14,5 rpm. S-a obtinut un total de 0,7g de substanti solidd care a fost purificatd mai departe in
3 cicluri, prin repetarea aceeasi proceduri de mai sus, pentru a produce produsul final denumit
4A Testul de confirmare pentru saponina a fost efectuat (testele Lieberman §i spuma) inainte
de aplicarea microscopiei electronice de inaltd rezolutie (TEM si SEM) pentru a evalua
morfologia si caracterele microscopice akle 4A. Rezultatele au fost reprezentate in [Fig. 5 si
6]. Nivelul de impurititi din 4A a fost de asemenea cuantificat inclusiv in cazul produselor
intermediare, folosind Spectrofotometrul cu dublu fascicul UV-Vis (Specord 250 Plus,
Germania). Toate probele au fost dizolvate in solvent (MeOH), in timp ce calibrarea a fost
facutd din extract de radécind MeOH brut la dilutii seriale variind de la 0,25mg / ml pani la
0.0078mg / ml. Fractiile semi-purificate TLC [4A (1-4), reunite si fracfiunea 7] au fost
folosite ca martori. Inainte de efectuarea masuritorilor, un standard de referinta a fost initial
rulat numai cu solvent (MeOH). Toate m#suritorile de absorbtie au fost efectuate in triplicat
(n = 3). Rezultatele reprezentate in [Fig. 8].

EXEMPLUL 2

Doud fractiuni de saponind purificate etichetate (4A2 si 4A4) obtinute prin TLC preparativ de
4A, din extractul de rdddcind metanolic# de longipedunculata S. au fost reunite si utilizate ca
emulgator pentru emulsie etil, eter in apd . Fractiile au fost caracterizate anterior si confirmate
ca saponine triterpenoide [Fig. 7]. Procedurile pentru obtinerea emulsiei au fost respectate cu
strictete ca in exemplul 1, folosind 50mg din fractiile comasate (4A2 si 4A4). Ulterior
finalizarea fazei de separare si descompunerea emulsiei in 24 de ore, straturile bogate in
saponind au fost colectate si cantérite in mod corespunzitor. Solutiile apoase rezultate au fost
emulsionate in mod succesiv, pand la ciclu 5 pentru a recupera toate rimaésitele saponinelor in
solutie. Experimentul a fost replicatd in triplicat (n = 3) si greutitile medii ale probelor
recuperate nregistrate. Rezultatele au fost reprezentate in [Fig. 3 si 4]. Un proces similar a
fost efectuat folosind un surfactant anionic, laurii sulfat de sodiu (SLS), provenind de la
Merck, Germania. 50mg de SLS a fost folosit ca emulsificator, aplicand aceleasi conditii ca in
exemplul 1.

g avantajele rezultate din aplicarea inventiei

Costul ridicat al purificarii este intotdeauna o chestiune familiara, in general, alituri de
bioprocesarea si dezvoltarea de noi materiale din surse regenerabile. Asa cum am demonstrat
in mod clar mai sus, noi strategii ar putea aduce la capit aceastd provocare, mai ales pentru
saponine naturale pentru care procedurile de purificare sunt foarte complexe si problematice.
Mai mult decat atit pentru materia prima non-saponind, cum ar fi peptide, aminoacizi,
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enzime, metaboliti §i mai multe biomolecule, ale ciror aplicatii iTn domeniile vitale ale
domeniilor farmaceutice, medicale si biomedicale au fost ingreunate din cauza cererii
standard de calitate si de inaltd puritate.

Cu toate acestea, aceasti noud strategie se bazeazid exclusiv pe extractia de pelicule
protectoare de emulsie monostrat si coloizilor prin procesul de dezemulsionare, care s-au
dovedit foarte eficiente pand in prezent prin rezultatele obtinute. Procesul fiind un prototip de
extractie lichid-lichid, existd sanse mai mari de aplicare si de adaptare la exploatare
industriald continug, la costuri reduse, cu ,usurinfa de productie mai mare* si alte atribute
legate de respectarea mediului. Prin urmare, astfel de aplicatii ar valorifica cu siguranti
utilizarea de produse naturale din prelucrarea biomasei durabile si ar reduce supra-dependent
de piata sinteticd, pe bazi de petrol.
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Revendicari:

1. O metodad de productie, recuperare, separare si purificare de saponine, unde extractia
slectiva este efectuata din tesuturi de plante sau amestecuri prin emulsificare si precipitare intr-
un sistem demulsificat. Amestecul amintit poate contine:

- Extracte naturale si biologice, plante extrudate, materiale vegetale si produse animale sau
orice tip de amestec care decurge din reactii chimice sau bioprocesare

2. Metoda din revendicarea 1 unde compusul sau clasa de compusi vizati pentru productie,
purificare sau recuperare din amestecuri este desemnatd sistematic pentru a functiona ca
emulgator sau stabilizator fie pentru emulsii/sisteme coloidale. Aceasta necesitd ca moleculele
lor sa fie incluse in scheletul structural ale filmelor protectoare de tip barierd ale emulsiilor
/coloizilor, adica ale filmelor-limita monostrat si/sau ale oricarei alte infrastructuri formate de
emulgator prin auto-asamblare moleculara.

3. Procesul din revendicarea 2 unde emulgatorul este o combinatie de 2 sau mai multi compusi
(care trebuie separati) sau care cel putin apar ca un amestec de substante, coexistand cu
impuritatile in genul de amestec la care se refera revendicarea 1.

4, Metoda din revendicarea 2 unde procesul de separare, purificare si recuperare a saponinelor
si/sau altor substante (avand proprietati de surfactanti) din amestecuri este efectuat in dou3
etape, la temperatura camerei: 1)emulsificarea si auto-asamblarea moleculelor emulgator; 2)
separarea fazelor sau demulsificarea.

5. Procesul din revendicarea 4 unde infrastructurile formate de emulgator(i) in emulsie sau
sistem sistem coloidal sunt facute pentru a deveni obiectivul primar sau unealtd de separare si
recuperare a substantelor-emulgator din amestecul/amestecurile lor. Aeasta include, de
asemenea, i situatie unde aceste structuri sunt desemnate ca instrument potrivit pentru a ajuta
recuperarea altor substante prin inlaturarea selectiva a substantelor-emulgator constituente
ale amestecului. Infrastructura unei emulsii tipice cuprinde:

- Vezicule, picdturi, micelii, micelii umflate si/sau orice alt tip de emulsie sau agregate
moleculare formate prin auto-asociere.

6. Metoda din revendicarea 2 unde parametrii fizici ca temperatura, presiunea, pH-ul,
solubilitatea, salinitatea etc. sunt folositi pentru a influenta aranjamentul molecular sau
compozitia filmelor-limitd monostrat/agregatelor formate prin auto-asamblare, sau cel putin
influentand procesul de extractie al saponinelor sau substantelor-emulgator dintr-un amestec,
asa cum este descris in revendicarile 1 si 4.

7. Metoda din revendicarea 1 si 4 unde faza apoasa este apa in timp ce faza uleioasa este
formata din lipide sau solventi organici de densitate mai scazuta decat faza apoasa. Ca o
conditie necesara, faza uleioasa este proiectata sa fie relativ insolubilad sau cel putin s3 joace rol
de anti-solvent pentru substantele/substanta-emulgator, pentru a-i im bur!jaté_';i«prgcjpitarea.
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8. Procesele din revendicarile 1 si 4 unde inversarea de faze si/sau separarea de faze sunt foarte
necesare pentru recuperarea produsului sau eliminarea impuritétilor. Tn acest caz, mecanisul de
degradare a emulsiei, cum ar fi ecremarea, sedimentarea, coalescenta etc. poate fi esential sau
cel putin de ajutor pentru buna separare si recuperare a substantelor dorite.

9. Metoda din revendicarea 7 unde sunt folosite eterul etilic, acetona sau oricare alt amestec

potrivit de solventi organici facand parte din clasa 3 a ghidului ICH Q3C, avand PDE-uri de 50 de
miligrame (mg) sau mai mult pe zi.

10. Procesul din revendicarea 4 unde produsii rezultati din separarea fazelor includ
nanoparticule, particule solide si semi-solide bogate in saponine sau substante-emulgator. Alte
particule anticipate ca produsi pot include pelete, lipozomi monostrat/bistrat, cristale lichide
(termotropice si liotropice in mezofaze nematice/smectice) etc.

11. Metoda din revendicarea 4 unde segmente bogate in emulgator sunt centrifugate sau
demulsionate folosind substante chimice pentru a imbunatati recuperarea de compusi-
emulgatori in exces prin degradarea filmelor monostrat si a sistemelor protective de tip bariera.
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Imaginile si Desene

1.

Process Flow

| Plant Materials

—» Defatting (DCM)*

MeOH (Pure)** |—» Further extraction (MeOH 50%)~
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Remarks on bioactivity-screening
. Method: MTT assay; Cervical Cell line (Caski); Duration of treatment: 48hrs.
° Results: nil /low*; Moderate **; High ***

Fig. 1. A). Reprezentarea fluxului procesului. Conform exemplelor 1 si 2
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Purification steps

Final
- __.> purification

Creamed emulsion \

Gravitational

$
] 7
| influence Bottom layer *

|
1
+

Organic phase
(free of emulsifier)

-+  Emulsifier-rich middle layer

Aqueous-phase
(free of emulsifier)

Emulsifier-based particles (bottom layer)

Fig. 2. a), b) si ¢c) Reprezentarea procesului de extractie si purificare; d) si €). Conform
exemplului |
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1-2hr 3-6hr 24hr

Fig. 3. Validarea conceptului folosind fractiile (4A2 si 4A4) purificate CSS caracterizate ca
saponine triterpenice. Conform exemplului 2.

Recovery % (4A pooled fractions)
Cycles

5th 8

0.46
e

Total Recovery in
S Cycles: 93.92%

o

10 20 30 40 50 60

Fig. 4. Rata si procentul de recuperare a saponinelor din emulsia demulsionatd. Conform
experimentului 2 '
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Fig. 5. Imagini TEM si SEM ale particulelor saponinice derivate din proces. Imaginile a), b) si ¢)
reprezintd stratul inferior; d), e) si f) se refera la stratul mijlociu, iar g), h), i), j), k) si 1) reprezinta
posibile artefacte ale emulsiei.
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P p—— tws  [b] ot

Fig. 6. Imagini SEM cu microanalizd de raze X (SEM / EDS). Imaginile a si b aratd o distributie
omogena a carbonului si oxigenului la suprafata particulelor; ¢ si d compozitia procentuala
relativd de carbon si oxigen in respectivul grup de particule.
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(a)

Chemical Derivatization of 4A / TLC fractions
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TLC: Chromatogram sprayed with 10% H,S0, ethanol
solution; heated at 105 degree C for 3min(i} and 6min (ii).
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Fig. 7. a). Cromatograma CSS a 4A aréatand fractiile relevante de saponine si impurititis b.

Derivatizarea chimica a 4A si a fractiilor CSS.
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8.
% Impurities a)
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Crude (Extr.) 4A (intermediate  4A (Intermediate 4A (Final)
1) 2)
Absorbance Purity match (UV absorption spectra) b)
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Fig. 8. Rezultatul determinarilor imputitétilor folosind spectroscopie UV-Vis; a) Continutul
procentual de impuritati in fiecare ciclu de purificare comparativ cu rezultatul final (4A final); b)
» 1 he Purity match”, comparind extractul brut si fractiile intermediare cu produsul (4A final).
»Experiment de control” reprezentate de fractile CSS 4A (1-4) si 4A (7). Conform

experimentului 1.
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