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499 PROCEDEU DE OBTINERE A UNUI CONCENTRAT
DE POLIFENOLI CU COMPONENT ACTIV PRINCIPAL

TRANS-RESVERATROL

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
concentrat de polifenoli cu component activ principal
trans-resveratrol. Procedeul conforminventiei consta in
aceea ca subprodusele rezultate din sectorul viticol si
de vinificatie pentru specia Vitis vinifera sunt supuse
etapelor de extractie fizico-chimica si enzimatice, Tn
prezenta B-glucozidazeidepusa pe particule magnetice,
la temperatura de 40..45°C, pH de 4..6, timp de

hidroliza de 12...24 h, urmata de o extractie alcoolica la
reflux timp de 1 h la 70...80°C, rezultdnd un randament
de extractie polifenoli totali in polifenoli de 67%, cu o
concentratie in resveratrol de minimum 90%, avand o
puritate de 99,8%.

Revendicari: 3

Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventje a fost respinsa, retrasd sau consideratd ca fiind retrasa.
Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinatd de revendicarile continute in cererea publicatd in conformitate

cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 133170 A2



[OFICIGL DE STAT PENTRU INVENTY §I MARCi]
Cerere de brevet de inventie
NI' _fﬁ_".;__l_;l_/_":?‘?_}‘_f_"}"_

* Data depozit LT |

PROCEDEU DE OBTINERE A UNUI CONCENTRAT DE POLIFENOLI CU
COMPONENT ACTIV PRICIPAL trans- RESVERATROL

Utilizarea componentilor bioactivi din plante sub forma de ceaiuri sau diferite extracte, mai
mult sau mai putin concentrate este o practica foarte veche folosind metode de extractie chimica cu
diversi solventi. Ele pot fi combinate cu metode fizice sau biochimice.

Inventia se referd la un procedeu de extractie si purificare a resveratrolului si glicozidei
acestuia, din pielita boabelor de struguri, din pielita simburilor de struguri si din mladitele vitei de
vie tdiate in primavard inaite de inflorirea si formarea viitoarei recolte de struguri rosii, prin
combinarea metodelor fizice, chimice si enzimatice.

Randamentul, compozitia i puritatea compusilor fenolici recuperati din materialele vegetale
depind de natura chimica (fenoli simpli si complecsi), dimensiunea si omogenitatea esantionului,
metoda de extractie (solventi aposi sau organici, fluide supercrice, extractii in faza solida, timpul &i
conditiile de depozitare, precum si de prezenta substantelor interferente. Extractele fenolice brute
contin amestecuri complexe de diferifi fenoli si eterii lor, care sunt cu solubilitafi diferite in
solventii de extractie. Solventii de extractie conventionali, cum ar fi : acetona, acetatul de etil,
etanolul si metanolul au fost fost folosifi pentru recuperarea polifenolilor din materialele vegetale si
eficienta acestora variaza in functie de solventul utilizat.

Se cunoaste cd cea mai mare cantitate de resveratrol se gaseste in radicina plantei
Polygonum cupsidatum, care nu poate fi consumati in stare natural. Coaja si sdmburii de struguri
rosii [Vitis vinifera L), afinele [Vaccinium myrtillus L], murele [Rubus hirtus W., Rubus hirtus K. ]
merisorul [Vaccinum vitis idaea | si arahidele[Arachis hypagea L.] sunt surse de resveratrol, insa
pentru a asimila cantitatea zilnica de care are nevoie un organism uman in anumite imprejuréri este
nevoie de cantitifi mari de astfel de fructe, motiv pentu care se recurge de regula la extractie si
concentrarea in diverse suplimente alimentare sau pentru obtinerea de medicamente.

Brevetul CN 102320934/2012 descrie o metoda de extractie a resveratrolului din Polygonum
cuspidatum, prin extractie cu amestec de solventi apa:etanol (metanol) la un raport materie prima:
solvent de 1:8-1:20 (m/v). Extractia s-a realizat in 3 trepte, timp de 1-2h la temperatura de 50°C-
85°C. Extractul concentrat, prin indepéartarea solventului prin distilare la vid, s-a supus hidrolizei
acide, timp de 3 hla 50°C-80°C. Peste amestecul hidrolizat racit, s-a adaugat solutie alcalind pana
la pH neutru. Puritatea resveratrolului extras a fost intre 50,5-52,3%. Procedeul de extractie este
unul simplu insd dezavantajul consti in utilizarea unei cantitati mari de solvent i utilizarea acizilor

pentru realizarea hidrolizei.
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Aceasi sursd de resveratrol: plantele Polygonum cuspidatum, este sugerati si de metoda de
extractie descrisd in Brevetul CN1724495A/2006. Extractia resveratrolului se realizeazi prin
metoda asistatd de ultrasunete, folosind ca §i solvent de extractie etanol, urmatd de recuperarea
resveratrolului printr-o a doua extractie in acetat de etil. Separarea resveratrolului se realizeaza prin
metoda cromatografica, folosind ca si fazi stationard o coloand cu umplutura de celuloza. Metoda
descrisd prezintd ca §i dezavantaj pierderile mari de produs util, datoritd etapelor successive de
extractie.

Brevetul CN1962592A/2007 descrie o metoda de izolare si purificare a resveratrolului si a
glucosidei resveratrolului din Polygonum cuspidatum. Procedura de obtinere presupune urmétoarele
etape: extractia cu etanol, pre-separarea pe 0 coloand umplutd cu ragini macroporoase, urmata de
purificarea prin metoda cromatografica in contracurent. Dezavantajul metodei constd in utilizarea
unei cantitdfi mari de solvent organic, timp indelungat al operatiilor si costuri ridicate cu
regenerarea raginilor macroporoase, si necesitatea folosirii mai multor coloane in baterie, ceea ce va
mari costurile investitiei

O metoda de crestere a a randamentului de extractie a resveratrolului din plantele
Polygonum cuspidatum este descrisd in Brevetul CN1513822A/2004. Metoda presupune utilizarea
unor microorganisme special addugate pentru a imbunitafi bioconversia confinutului de resveratrol.
Extractia are loc prin metoda asistatid de microunde, folosind ca si solvent de extractie un amestec
de 40% etanol si 4-metil-2-pentanol. Desi prezenta inventie isi propune simplificarea procesului de
operare, scurtarea ciclului de productie si reducerea costurilor, totusi tehnologia de extractie cu
microunde este limitata la operatiile la nivel de laborator

Brevetul CN1513823A/2004 prezintd un proces de obtinere a resveratrolului utilizand CO2
supercritic ca si solvent de extractie, in amestec cu etanol si 2-propanol. Acest proces are un ciclu
de productie scurt cu consum redus de solventi, randament ridicat si costuri reduse. Totusi,
tehnologia de extractie cu CO2 supercritic la nivel industrial prezintd dezavantajul unei investifii
marii datoritd complexitatii instalatiei de recuperare si recirculare a CO»-lui .

Brevetul CN102070410/2011 descrie o metoda enzimaticd combinati cu microunde pentru
extragerea resveratrolului din rizomul de Polygonum cuspidatum. Metoda presupune utilizarea unei
solutii de 80% etanol ca solvent de extractie, intr-un raport masic solvent-material de 20:1,
adaugarea a 10 mg de celulazi pentru enzimolizd in conditiile de extractie enzimatici optima si
anume la temperatura de 50°C si valoarea pH-ului 5, timp de 30 de minute, prin tratare cu
microunde. Metoda prezinti avantajul scurtérii timpului de extractie, insa tratamentul cu microunde

afecteaza activitatea enzimei, care nu se mai poate recupera astfel.
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Brevetul DE 102007011676A1/ 2007 extrage din frunzele si rizomii sortului de planti
Fallopia cu numele Igniscum sau hibrizi ai ei resveratrolul i derivatii lui. Extractia are loc imediat
dupi recoltare in faza verde. Planta §i rizomii se macind §i se preseazi iar impreuna cu sucul de
presare se supune extractiei, care are loc In mediu alcoolic, de acid acetic sau cu CO,.

Brevetul EP 2310026 A2/2008 extrage resveratrolul si derivatii lui, din rizomii si rid3cinile
plantei din Fallopia cu numele Candy pe care apoi 1i separa fara a se preciza mai multe amanute.Se
cunoaste cd se fac extracte alcoolice, cu acid acetic si CO,. Pentru a mairii concentratia de
resveratrol si omologii lui, inainte de recoltarea frunzelor §i rizomilor cu 1-30 zile, se supune
cultura de plante Fallopia(Candy )unui stres prin expunerea la lumina UV si reducerea udatului.

Existd de asemenea numeroase brevete care descriu utilizarea derivatilor resveratrolului,
purificati mai mult sau mai putin prin metodele prezentate, de la suplimente alimentare pana la
medicamente, in tratamentul unui spectru larg de boli sau pentru aplicatii in cosmetica, ingrasamite,
ierbicide, sau realizarea a diverselor bauturi ricoritoarea sau preparate alimentare, etc.

In industria noastra accesul la materia prima vegetald cu continut de resveratrol ridicat este
cel mai facil pentru materialul vegetal rezultat ca produs secundar din procesul de vinificatie si
culturile vinicole. In functie de sursa de materie prima se pot utiliza produsele secundare de la
cultivarea vitei de vie sau cele provenite din vinificatie ca material uscat, material proaspat sau
material congelat.

Inventia propusi se referd numai la extractia din Vitis vinifera L.si elimind dezavantajele
tehnologiilor prezentate mai sus, combindnd anumite operatii pentru a fi adaptate tuturor condifiilor
de livrare a subproduselor din viticultura si vinificatie.

Problema tehnicid care o rezolva inventia este elaborarea unui procedeu de obtinere a
concentratelor de polifenoli §i purificarea si izolarea avansati a resveratrolului din mladitele, pielita
boabelor de struguri si a simburilor precum si din tescovina rezultati din procesul de vinificatie. In
functie de felul in care sunt furnizate aceste subproduse se procedeazi dupd cum urmeazi :

Pentru mlidite (vrejuri):

- mirunfirea centrifugala a mladitelor, presarea acestora, extragerea cu alcool a polifenolilor din
sucul obtinut si purificarea acestui extract.

-srotul de presare se supune macerdrii alcoolice, se separd extrasul alcoolic prin filtrarea

centrifugald de masi de extract , faza lichida trecand la concentrarea §i purificare la vid.
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Pentru tescovini:

- separarea hidraulicad pe ciururi vibratoare si colectarea separatd a subproduselor, apa de
spalare se recircula

- maruntirea centifugald a pielitelor, dupa care se procedeazi identic ca si la mladite
Pentru simburii de struguri:

- se usucd in camere de uscare la temperatura de maxim 65°C la o umiditate remanenta de <
1%

- se preseaza pentru extragerea uleiului de simburi de struguri, iar srotul rezultat se trimite la
extractia in alcool

-extractie la temperatura 75 - 80°C

-se filtreza centrifugal rezultand o solutie etanolica

-se distila la sec pentru reciclarea alcoolului

-se redizolvi in apa

-se adaugd § — glucozidaza pe suport ferromagnetic

-se hidrolizeazi la 45°C

-se separd in cAmp magnetic enzima

-se supune extractiei cu solvent nemiscibil cu apa

-se separi fazele si se repetd extractia in solvent

-se spald alcalin

- se decoloreazi cu pimant decolorant

-se filtreazi centrifugal

-se distild in vid

-se usucd la aer
Pentru pielitele de boabe de struguri :
- separate hidraulic

-maruntire centrifugala

-presare (ca si la mladite)

-extragere cu alcool a sucului obtinut

-turta se prelucreaza in continuare impreund cu sdmburii de struguri

-extragerea cu alcool a polifenolilor (ca si la mladite)

-purificarea acestui extract
- faina uscata :

- se amestecd faina cu alcool etilic

- extractie la temperatura 75 - 80°C
I\ .
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- se filtreaza centrifugal rezultidnd o solutie etanolica

- se distild la sec pentru reciclarea alcoolului

- se redizolva in apa

- se adauga B — glucozidaza pe support ferromagnetic

- se hidrolizeaza la 45°C

- se separd in cAmp magnetic enzima

-se supune extractiei cu solvent nemiscibil cu apa

-se separd fazele §i se repetd extractia in solvent

-se spald alcalin

- se decoloreaza cu paméant decolorant

-se filtreazi centrifugal

-se distila in vid

-se usucd la aer

La fel se poate proceda cu mécindtura vrejurilor sau a ridacinilor spélate de Vitis vinifera
adulte.

Pentru ilustrarea realizérii inventiei se descrie succesiunea operatiilor tehnologice a obtinerii
compusilor polifenolici si a resveratrolului pur. in cele ce urmeazi vom prezenta un exemplu de
extractie de resveratrol din faina uscatd de pielitd de boabe de Vitis vinifera si unul din sucul

mladitelor sau frunzelor aceleasi specii.

Exemplul nr 1.

Materia primi se disperseazi in alcool etilic, la un raport de materie prima 1/3-pana la 1/6.
Se incalzeste la temperatura de reflux, de 75-80°C si se mentine la aceastd temperaturd timp de 1h.
Dupa expirarea timpului, amestecul se goleste din reactor si se filtreaza, pe un filtru cu diametrul
porilor de 12-20um. Solutia etanolica se distila la sec pentru recuperarea alcolului. Extractul rezultat
pulbere maro-verzui, care este prelucrat in continuare. Extractul alcoolic ob{inut dup# indepértarea
etanolului, se disperseazi in apa, intr-un raport extract/apd de 1/30 si se supune hidrolizei
enzimatice pentru recuperararea resveratrolului si din polidatind. Solutia apoasa, se aduce la pH 4,5
cu o solutie de acid ascorbic si se hidrolizeazi cu B - glucozidazi,depusa pe suport feromagnetic,
timp de 2 zile la 45°C. Dupa hidroliza, urmatoarea etapa principald este extractia resveratrolului
intr-un solvent nemiscibil cu apa. Peste solufia hidrolizati si filtratd se adauga acetat de etil la un
raport volumic solutie apoaséd /solvent organic de 1/1. Se agitd amestecul, pentru realizarea unui
contact cit mai intim intre faze, iar apoi se separd fazele.,Operatia se repetd de 2-3 ori, in functie de

gradul de colorare al acetatului de etil. Pentru indepartarea reziduurilor organice si a compusilor
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solubili in apa, se spald faza organica cu o solutie alcalind (de pH 8-9, de 5% NaHCQO3) , pana cand
faza apoasd nu se mai coloreazi. Extractul de acetat de etil cu resveratrol, se pune intr-un pahar de
laborator si se adauga 2% Tonsil pentru decolorarea solutiei. Amestecul se agita timp de 40 minute,
la temperatura camerei, iar eficient decoloririi se urméreste prin mésurarea absorbtiei la 650nm.
Absorbtia solutiei finale trebuie sd scada cu cel putin 90% fatd de cea a solutiei initiale. Daca nu se
reuseste decolorarea se creste concentratia de Tonsil pand la 5%. Amestecul se filtreazi pe un filtru
cu diametrul porilor de 12-20um, iar indepértarea solventului prin distilare in vid, la 40°C si o
presiune de 200 mm Hg, péna la un volum cu 10%> decét volumul necesar pentru solubilizarea
resveratrolului in solvent. Peste extractul concentrat de resveratrol astfel obtinut, se adauga apa
distilatd, intr-un raport extract/apd de pénd la 0,02. Se observd cum se formeazi flocoane de
resveratrol datoritd desolubilizarii resveratrolului. Solutia se filtreazid pe un filtru cu diametrul
porilor de 0,45um, iar cristalele rezultate, au culoare alb gilbui si se usuca la aer. Concentratia in
resveratrol a cristalelor este de minim 90%. Randamentul de extractie a total polifenolilor este de
66,67%.

Exemplul nr.2

Materia primd care este utilizatd este constituitd din mliditele tinere infrunzite care se
elimina la tdierea din mai-iunie a culturilor de vitd de vie sortimentul rosu, albastru sau negru.
Mladitele sunt méicinate cu mori centrifugale. Din aceastd mécinatura se iau de exemplu 260g care
se introduc intr-o presd cu snec. La baza presei se elimind prin orificiile de scurgere sucul format
prin presarea frunzelor, tulpinilor verzi nelignificate. Pe axul snecului de presare se elimind o pasta
fibroasa aproape uscati. Cantitatea rezultatd de suc depinde de stadiul vegetatiei si de umiditatea
continutd in materialul vegetal. S-a obtinut 120g suc si 130g deseu celulozic de presare cu o
umiditate remanentd dupé filtrare de 15-50 %. Continutul materialului celulozic este in proportie de
30% - 60% Umiditatea remanentd a materialului presat este de aproximativ 48,6 %. Sucul se
amesteca cu 500ml (391g) etanol si se supune extractiei la 78°C timp del h dupi care se filtreaza
rezultdnd un precipitat de insolubil in alcool (10,4g) care se indeparteazd. Extractul alcoolic se
supune distilarii in vid rezultidnd o cantitate de 12,2 g extract alcoolic de polifenoli bruti. Se adauga
peste cele 12,2¢g de polifenoli, 50ml apa si 2ml HCI de 37% . Se supune acest amestec hidrolizei
enzimatice cu B-glucozidaza depusé pe suport feromagnetic timp de 72 h. Se indeparteaza in cAmp
magnetic catalizatorul de hidroliza si se analizeza rezultatul. Extractul aratd o concentratie de 0,28
% trans-resveratrol ce corespunde unei conversii a polidatinei in resveratrol de 63,06%. Puritatea

resveratrolului atinge 99,8%.
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in figura 1 este prezentatd cromatograma HPLC a amestecului de polifenoli inainte de inceperea

hidrolizei si la terminarea acesteia si dupd extractia cu sovent nemiscibil cu apa.
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Polifenoli inceput de hidrolizd
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Polifenoli sfarsit de hidrolizd

Polifencli dupd extractie

Figura 1. Cromatograma polifenoli. Rt=1,7 — polidatind; Rt= 2,2-trans-resveratrol
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REVENDICARI

1 - Procedeu de obtinere a unui concentrat de polifenoli cu component activ pricipal trans
resveratrol caracterizat prin acea ci extratie biochimicd din toate partile plantei Vitis vinifera, in

special speciile rosii, negre sau albastre.

2 -Procedeu de obtinere a unui concentrat de polifenoli conform revendicarii 1, caracterizat prin
aceea cad foloseste enzima P - glucozidazd pe suport feromagnetic cu scopul de a facilita
transformarea polidatinelor in resveratrol §i a permite recuperarea facild a biocatalizatorului
enzimatic. Tratament enzimatic 40-45°C, pH 4 - 6 si un timp de hidrolizd de 12-24h urmati de o
extractie alcoolici la reflux timp de 1 la 70-80°C.

3-Procedeu de obfinere a unui concentrat de polifenoli conform revendicarii 1, caracterizat prin

aceea ca folseste pentru decolorarea extractului pdmanturi decolorante , Tonsil, Bentonite , etc
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