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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un extract bioactiv cu actiune anti-
oxidantd si efect de regenerare, stimulare si ecranare
a radiatilor UV, si la un procedeu de oblinere a
acestuia. Extractul conform inventiei este constituit din
15...17% compusi cu catene hidrocarbonate saturate,
55...56% compugi organici cu oxigen, 24...25% compusi
cu azot si sulf, 1,5..2% hidrocarburi aromatice Si
0,2...0,5% beta-caroten. Procedeul conform inventiei
constd din extragerea n@molului sapropelic uscat Si
pulverizat, umectat Tn prealabil cu apd distilatd cu un
amestec 2:1 de metanol.cloroform, separarea sus-
pensiei prin centrifugare, aducerea reziduului dupa

prima extractie pand la pH 3,5....4 cu acid clorhidric 0,2
N, urmaté de extractia peletului, cu reunirea celor doud
supernatante rezultate Tn urma extractiei, separarea
fazei cloroformice prin addugarea de apd distilats,
neutralizarea acesteia cu solutie alcoolicd de hidroxid
de potasiu 1 N, extragerea peletului rezidual cu benzen,
cu reunirea finald a fazei cloroformice gi a celei
benzenice, sievaporarea solventilor, din care rezultd un
extract ceros lipofilic de nAmol care se conditioneaza.
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EXTRACT BIOACTIV LIPOFIL DIN NAMOL SAPROPELIC TERAPEUTIC SI
PROCEDEU DE OBTINERE A ACESTUIA

DESCRIEREA INVENTIEI

Inventia de fatd se referd la un extract bioactiv lipofil din ndmol sapropelic terapeutic si la un
procedeu de obtinere a acestuia. Extractul bioactiv lipofil din ndmol sapropelic terapeutic pentru uz
extern este destinat domeniului sdnatitii umane, privind actiunea troficd si regeneratoare, protectoare
impotriva radiatiilor UV si impotriva radicalilor hiper reactivi ai oxigenului, putind fi utilizat ca
principiu activ in produse dermo-cosmetice cu efect de protectie si regenerare a pielii.

Stadiul actual al cunoasterii

In ultimii ani existd o preocupare si o cerere crescutd de realizare de produse cosmetice cu
principii active provenite din surse naturale, cum ar fi ape minerale, namoluri terapeutice naturale sau
obtinute prin maturarea unor amestecuri de argile cu ape minerale si cu materiale vegetale de diverse
proveniente (Veniale F. and col. Appl. Clay Sci. 2007). Atentia din ce in ce mai mare care se acorda
acestor surse de materii prime pentru industria dermo-cosmetica este justificati de noile concepte in
domeniul pietii produselor dermo-cosmetice, care acordd o importantd din ce in ce mai mare
principiilor active de origine naturala si terapiilor traditionale.

Se cunosc produse dermo-cosmetice care au ca principii active namolurile bituminoase
integrale din Marea Moarta (Ahava), apa din Marea Moartd (Ahava), ape minerale de diverse
proveniente (Vichy, Avene). De asemenea, pornind de la surse existente In Roménia, se fabricid game
de produse cosmetice pe baza unui extract apos din nidmolul terapeutic din Lacul Amara (Pell-Amar),
precum $i pe baza de ape minerale din statiunea Biile Herculane (Iva Therm).

Materia primd utilizatd pentru obtinerea extractului bioactiv lipofil conform inventiei, este
reprezentatd de ndmolul sapropelic terapeutic provenit din Lacul Techirghiol care face parte din
grupa sedimentelor terapeutice subacvatice organogene, ce are aspectul unui depozit de culoare neagra,
plastic §i unsuros, care din punct de vedere al compozitiei globale este puternic hidratat (71,24%),
bogat in hidrosulfura de fier coloidala i in substante minerale totale (20,36%), fiind prezente cantititi
semnificative de substante organice dozate (cca. 9,6%).

o Substantele organice dozate (cca. 9,6%) sunt formate din substante humice, proteine, substante
lipofile, celuloza, bitumine i pectine. Din datele mentionate in literatura de specialitate, se evidentiaza
grupa bituminelor, cu pondere insemnata in substantele organice dozate (cca. 33,4%) si care cuprinde
substante cu efect estrogenic. Substantele humice, cu o pondere de 9,95 % din totalul de substante
organice, fard a atinge valori foarte mari, imprimd nimolului anumite caracteristici, frineaza unele
actiuni enzimatice, inalt grad de gonflare, proprietatea de schimbatori de ioni. Substantele proteice, cu
o pondere de 11,6 % din total substante organice, prezinti interes prin rezerva energetica bogata si usor
asimilabild pentru microorganismele care participd la procesul de peloidogeneza. Celuloza, fard si
prezinte o valoare terapeutica ca atare, reprezinti cca. 5,0% din totalul de substante organice dozate.

o Continutul de substante minerale, determinat prin analiza instrumentala, a pus in evidenti prezenta
urmitoarelor microminerale: sodiu (16,1%), magneziu (14,28%), calciu (11,65%), potasiu (6,78%), fier
(1,25%) si mangan (0,098%). Privitd ca un tot unitar, fractiunea solidd minerala are aspectul unui
schelet de SiO; (cu continut in silicati de cca. 27,7%) pe care se grefeazd sdruri aquasolubile si
acidosolubile.

e Dintre Compusii cu sulf, in special hidrogenul sulfurat liber atinge 0,044%, iar unele studii de
literaturd au pus in evidenta si prezenta hidrogenului sulfurat legat.

e pH-ul 8,2 indica un caracter bazic al peloidului, confirmat si de conpnutui relativ ridicat in
magneziu si calciu.
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e Granulometria namolului sapropelic indicd o compozitie pulverulenti cu valori mai mici de 0,315
mm a diametrului particulelor si cu o pondere de cca. 40,8% a fractiunii de 0,045 mm, incadrandu-se
astfel in categoria materialelor pulverulente fine.

Namolul sapropelic terapeutic din lacului Techirghiol, prezintéd calitdti terapeutice deosebite,
fiind puternic hidratat, bogat in substante minerale si mici cantitati de substante organice, continand
hidrogen sulfurat, sulfura de fier, sulf nativ si substante enzimatice. Structura granulara fini, continutul
ridicat in coloizi organici si minerali, plasticitatea cu limite de umiditate foarte largi, conferd nimolului
sapropelic o remarcabild capacitate de absorbtie a ionilor de calciu, magneziu, potasiu, fier, cu rol
important prin mobilizarea acestora in organism. Procedurile medicale, bazate pe impachetari cu namol
sapropelic, sunt deosebit de eficiente in tratarea afectiunilor aparatului locomotor (reumatism
degenerativ, articular, inflamator, boli ale sistemului periferic), afectiuni dermatologice, ginecologice,
boli asociate (respiratorii, profesionale, endocrine, boli de nutritie si metabolice), boli ale sistemului
nervos periferic, boli cardio-vasculare.

Problema tehnici pe care o rezolva inventia constd in producerea unui extract bioactiv lipofil
din namol sapropelic terapeutic ce contine substante minerale si substante organice, substante cu efect
de stimularea cresterii si regenerarii celulare, putdnd fi utilizat ca principiu activ in produse dermo-
cosmetice cu efect de protectie si regenerare a pielii, in scopul tratarii unor afectiuni dermatologice.

Extractul bioactiv lipofil din namol sapropelic terapeutic conform inventiei, inliturad
dezavantajele altor extracte bioactive lipofile folosite in produsele dermo-cosmetice, prin aceea ca
prezintd o remarcabild capacitate de absorbtie a ionilor de calciu, magneziu, potasiu, fier, cu rol
important prin mobilizarea acestora la nivelul organismului, cu efect benefic asupra schimburilor
metabolice.

Fata de utilizarea integrald a ndmolurilor terapeutice de diverse origini ca principiu activ in
produsele dermo-cosmetice sau a extractelor apoase din aceste ndmoluri, prezenta inventie prezinta
avantajele ca pe de o parte, Erin procedeul propus sunt inldturati compusii cu potential iritant sau
alergogen (ioni CI', Br, Mg”*, Na’ in mari cantititi, substante proteice), iar pe de alti parte,
componentii lipofili din ndmolul sapropelic obtinut, au o0 mai buni compatibilitate si biodisponibilitate.

De asemenea extractul bioactiv lipofil din nimol sapropelic terapeutic conform inventiei, atat
prin compozitie, materii prime, excipienti folosifi, cat si prin tehnologiile abordate, prezintd maxima
eficienta si efecte secundare minimale, este biocompatibil, are toxicitate redusa sau neglijabila, prezinta
o buna stabilitate (in timp si la lumin) si nu este factor poluant al mediului.

Se da un exemplu de realizare a inventiei, in legéturd cu Figura nr. 1, care reprezintd Schema
tehnologica a procedeului de obtinere a extractului bioactiv lipofil din nimol sapropelic terapeutic din
Lacul Techirghiol.

Exemplu de obtinere a extractului lipofil din nimol sapropelic terapeutic conform inventiei

80 g pulbere obtinutd prin uscarea si triturarea ndmolului sapropelic terapeutic din Lacul
Techirghiol (avand un continut in azot organic de 0,3117% si un continut de cenusa dupa calcinarea la
550°C de 91,69% raportat la substanta uscatd), se umidificd in 40 mL api distilatd timp de 1 ora.
Suspensia omogenizatd obtinuti se extrage cu 300 mL amestec metanol:cloroform 2:1 (v:v) timp de 30
minute la temperatura camerei. Suspensia se centrifugheazi 10 min. la 4000 rpm. Se obtine
supernatantul 1, iar peletul 1 obtinut se trateazi cu solutie HCl 0,2 N péana la pH = 3,5 - 4 si se
resuspendd in 300 mL amestec metanol:cloroform 2:1 (v:v) timp de 24 ore la 20°C, cu agitare.
Suspensia se centrifugheazid 10 min. la 4000 rpm. Se obtine supernatantul 2, care se reuneste cu
supernatantul 1. Peletul 2 obtinut dupd a doua extractie se extrage in continuare cu benzen, pini la
epuizare. Se obtine extractul benzenic. Cele doud supernatante 1 si 2, reunite, rezultate in urma
extractiei la rece cu amestec metanol:cloroform 2:1 (v:v), sunt aduse in palnia de separare. Se adauga
300 mL cloroform si 300 mL apa distilatd. Se agitd, jar dupa separarea fazelar se separa si se retine
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faza cloroformica. Faza cloroformica astfel obtinuti este neutralizati cu solutie alcoolici KOH 1 N. in
continuare, faza cloroformica este amestecata cu extractul benzenic iar amestecul obtinut este antrenat
cu un curent de aer cald, pentru indepartarea completd a solventilor organici. Se obtine un extract ceros
lipofil de ndmol sapropelic.

Procedeul de obtinere a extractului lipofil din ndmol sapropelic terapeutic consta in urmatoarea
Schema tehnologica prezentatd in Figura nr. 1, desen anexat prezentei descrieri.

Pentru patru esantioane de nidmol sapropelic extrase conform metodei propuse in cadrul
inventiei, s-a calculat randamentul de obtinere al extractului lipofil de ndmol sapropelic terapeutic
(Tabel nr. 1).

Masa de substante lipofile extrase din ndmolul uscat prin metoda propusa conform inventiei,
este de 0,903%.

Tabel nr. 1. Masa de substante lipofile extrase prin metoda propusa conform invengiei

Proba de namol Masa de ndamol umed | Masa de ndmol uscat | Masa de extract lipofil
sapropelic (g) si triturat (g) obtinut (g)

1. 970 360 3,0593

2. 863 320 3,4964

3. 647 240 1,7558

4 826 306 2,7800

Analiza chimica a extractului lipofil de ndmol sapropelic terapeutic s-a ficut prin spectrometrie
IR, in intervalul 400 — 4000 cm™. In urma analizei spectrelor de vibratie FT/IR inregistrate pentru
extractul lipofil de ndmol sapropelic terapeutic, obtinut conform inventiei, s-a identificat prezenta
urmatoarelor grupari functionale: 2848.90 - 2918.06 cm™ -CH alifatic; 1738.65 cm™ -C=0; 1462.75
cm’! —CH; 1376.89 cm™ -NOy; 667.97 cm™ -X; 667.97-539.84 cm™ -vibratie de schelet; 508.22 cm™ —
CO07;419.97-508.22 cm™" -grupri carboxilat §i amino protonate din aminoacizi.

Determinarea continutului de beta-caroten din extractul lipofil de nidmol sapropelic
terapeutic din Lacul Techirghiol

Pentru determinarea cantitativa a totalului carotenoidic s-a aplicat metoda colorimetrica, folosind ca
substanti de referintéd beta-caroten solutie 2,5 mg% in benzen. Citirile s-au facut la un spectrofotometru
UV-Vis, la A = 470 nm. Metoda consti in saponificarea esterilor xantofilici cu KOH 10%, extractia
xantofilelor rezultate in eter i masurarea intensitétii coloratiei solutiei eterice.

Extractul lipofil de ndmol sapropelic analizat a prezentat un continut de compusi carotenoidici de
192,149 mg%, exprimati ca beta-caroten.

In Figura nr. 2 se prezintd schema de procesare a extractului lipofil de namol sapropelic terapeutic
din Lacul Techirghiol in vederea determinarii continutului de beta-caroten.
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Figura nr. 2. Schema de procesare a extractului lipofil de ndmol sapropelic terapeutic din Lacul
Techirghiol in vederea determinarii continutului de beta-caroten

1 g extract lipofil de ndmol sapropelic terapeutic + 3x10 mL eter etilic
(reflux 5-10 min. pe baia de apa)

filtrare

solutiile eterite reunite se concentreazi la 10-12 mL
+ 10 mL KOH 10% in etanol

reflux 1-2 ore pe baia de apa

v
Volum solutie saponificata
+ 2 Volume apd distilata

5 x 10 mL eter etilic

solutie eterica solutie apoasa alcalina

filtrare pe Na,;SOy sicc. si completare la balon cotat de 100 mL cu eter etilic prin spélarea
reziduului.

Extractul lipofil de ndmol sapropelic din terapeutic obtinut conform inventiei, prezintd
urmitoarea compozitie: compusi cu catene hidrocarbonate saturate 15-17%, compusi organici cu
oxigen 55-56%, compusi cu N si S 24-25%, hidrocarburi cu nucleu aromatic 1,5-2%, beta caroten
0,2-0,5%.

Determinarea activititii antioxidante a extractului lipofil de néimol sapropelic terapeutic

Determinarea activitifii antioxidante a extractului lipofil de nimol sapropelic terapeutic s-a
efectuat prin metoda fotochemiluminescentei (antioxidative capacity in lipid medium, ACL), utilizind
aparatul Photochem, Analytik Jena, inregistrdndu-se urmétoarele valori (Tabel nr. 2):

Tabel nr. 2. Activitatea antioxidantd a extractului lipofil de ndmol sapropelic terapeutic

Nr. Tipul de extract lipofil de Volum de solutie de extract Capacitatea antioxidanta
crt. namol sapropelic terapeutic lipofil luat in lucru (nL) inregistrata
(nmol/proba)
1 Extract lipofil solutie stoc 5 2,810
2 | Extract lipofil solutie stoc 10 90,688
3 Extract lipofil 5 -0,259
dilutie stoc:metanol 1:10
4 Extract lipofil dilutie 10 -0,084
stoc:metano] 1:10
5 Extract lipofil dilutie 5 0,047
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stoc:metanol 1:3
6 Extract lipofil 10 1,096
dilutie stoc:metanol 1:3

Probele de extract lipofil de ndmol sapropelic terapeutic analizate prezinti o bund capacitate
antioxidanta, diferentiatd dupa cum urmeaza:
o 1In cazul solutiei stoc (13,1 mg/mL) de extract lipidic s-a inregistrat cea mai ridicati valoare a
capacitatii antioxidante (2,810 nmol/proba), 1a volumul de solutie luat in lucru de 5 pL.
De asemenea, pentru comparatie, s-a determinat capacitatea antioxidanta si in cazul a doua dilutii ale
solutiei stoc de extract lipidic cu reactivul de lucru metanol, astfel:
e S-aobservat ca dilutia 1 (13,1 mg/mL) : 10 (metanol) este prea mare, au rezultat valori negative
(0,259 nmol/proba, respectiv -0,084 nmol/proba), atit pentru volumul de proba de 5 pL, cét si pentru
volumul de 10 pL.
o 1n cazul dilutiei solutiei stoc 1 (13,1 mg/mL) : 3 (metanol), la volumul de solutie luat in lucru de 10
pL, s-a inregistrat o valoare foarte buni a capacitatii antioxidante (1,096 nmol/proba), dar mai scizuti
decat in cazul solutiei stoc (2,810 nmol/proba), la volumul de 5 pL.
- Comparand rezultatele obtinute privind capacitatea antioxidanta a extractului lipidic solutie stoc si a
celor doua dilutii cu reactivul de lucru (metanol), s-a observat cd cea mai buna capacitate antioxidanti a
fost inregistratd in cazul extractului lipidic solutie stoc (volum 5 pL) urmata de extractul lipidic dilutia
1 : 3 (volum 10 pL). Considerdam ci intervalul optim de concentratii ale extractelor lipofile de namol
sapropelic terapeutic pentru care se inregistreazé capacititi antioxidante foarte bune, sunt cele aferente
volumului de 5 pL al solutiei stoc de extract (13,1 mg/mL) pana la volumul de 10 pL aferent dilutiei cu
metanol 1: 3. Conform calculelor, 1 mg extract lipofil de nimol sapropelic terapeutic, are capacitatea
antioxidantd echivalenti cu a 42,9 nmoli standard Trolox.

Testarea capacititii antioxidante a extractului lipofil de nimol sapropelic terapeutic obtinut
conform inventiei, a evidentiat cd acesta prezintd valori crescute ale activitétii antioxidante, ceea ce il
indica drept agent antioxidant eficient.

Determinarea factorului de protectie solari (SPF) pentru extractul lipofil de namol sapropelic
terapeutic

Probele de extract lipofil de namol sapropelic terapeutic si solutiile standard de acid para-amino

benzoic (PABA) au fost preparate in etanol. Spectrul de absorbtie al probelor si solutiilor standard au

fost determinate in domeniul de lungimi de undi 290-450 nm, utilizdnd etanolul ca martor. Valorile

absorbantelor citite in intervalul A = 290-320 nm, au fost utilizate in ecuatia Mansur pentru

determinarea SPF. Pentru fiecare solutie s-a facut un set de 3 determinari identice, iar rezultatele au fost
mediate (Tabel nr. 3).
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Tabel nr. 3. Valorile SPF determinate pentru extractul lipofilic din ndmol sapropelic la diferite
concentratii, in comparatie cu solutii standard de acid para-amino benzoic (PABA)

Lungimea | Absorbanta | Absorbanta | Absorbanta | Absorbanta | Absorbanta | Absorbanta
de undd, A | Extract Extract Extract PABA PABA Lotiune
0,5 mg/ml. | 0,1 mg/mL | 0,02 0,02 0,01 Elmiplant
mg/mL mg/mL mg/mL SPF 15
dilutie 1/50
290 2.135 0.419 0.120 2.520 1.276 1.274
295 1.896 0.367 0.109 2.400 1.198 1.356
300 1.700 0.332 0.095 2.080 1.008 1.424
305 1.536 0.299 0.088 1.472 0.710 1.458
310 1.480 0.276 0.082 0.838 0.459 1.466
315 1.336 0.256 0.074 0.385 0.178 1.440
320 1.274 0.248 0.076 0.141 0.057 1.392
SPF 15.8 3.06 0.9 15.052 7.41 14.36

Se poate observa cd extractul lipofilic din nimol sapropelic terapeutic are un SPF mai mare de 15, la
concentratii de 0,5 mg/mL.

Testarea activitatii citotoxice a extractului lipofil din nimeol sapropelic terapeutic pe culturi
stabilizate de fibroblaste de soarece (NCTC)

Extractul lipofil din ndmol sapropelic terapeutic a fost testat in vitro in culturi de fibroblaste.
Pentru testarea efectului compusilor studiati asupra celulelor s-au analizat viabilitatea celulard si
morfologia celulard. Citotoxicitatea a fost testatd prin metoda extractului, ludnd in lucru mai multe
grade de dilutie ale extractului lipofil de ndmol sapropelic. Testarea s-a facut pe o culturd de NCTC
(fibroblaste de soarece) linie stabilizatdi. Mediul de crestere a fost MEM cu adaos de antibiotice
(penicilind, streptomicind, neomicind) i 10% ser fetal. Sterilizarea probei inifiale s-a facut prin
expunere la UV, iar extractele in mediul de cultura s-au realizat in hotd, in conditii de sterilitate.

Testarea citotoxicitdtii s-a facut prin metoda cu rosu neutru (RN) (Repetto et al., 2008), cu
examinare la 24 si 48 ore. Observatiile morfologice s-au facut pe placa de culturd, dupa colorare cu
solutie Giemsa (Tabel nr. 4).

Placile de culturd au fost insdmaéntate cu celulele NCTC, la o densitate celulard de 50.000
celule/mL si s-au insdmantat in total: 2 pléci cu 24 godeuri, care au fost incubate cu solutiile de extract
timp de 24 si respectiv 48 ore, pentru care s-a facut observatia de testare a citotoxicititii cu RN gi 2
placi cu 24 godeuri, care au fost incubate cu solutiile de extract timp de 24 si respectiv 48 ore, pentru
care s-au facut observatii de morfologie. Incubarea s-a facut la +37°C intr-o atmosfera cu 5% dioxid de
carbon, timp de 24 h si respectiv 48 h. Pentru observatii de morfologie, celulele din placa s-au fixat si
s-a realizat coloratia Giemsa, urmati de examinarea microscopica.

Tabel nr. 4. Rezultatele citirilor RN la 24 ore incubare

Dilutiile de extract | Citire 1 Citire 2 Medie Procent de
folosite viabilitate
Martor 0,685 0,740 0,733 100%

0,748 0,743 S

0,745 0,741 L
Dilutia 1 0,654 0,708 0,690 | '94,0%
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0,699 0,686
0,692 0,705

Dilutia 2 0,650 0,672 0,683 93,1%
0,706 0,689
0,708 0,670

Dilutia 3 0,649 0,674 0,683 93,1%
0,702 0,685
0,724 0,668

Dilutia 4 0,637 0,674 0,685 93,4%
0,705 0,682
0,712 0,700

Dilutia 5 0,642 0,686 0,685 93,4%
0,723 0,682
0,709 0,669

Dilutia 6 0,645 0,677 92,3%
0,696
0,690

Dilutia 7 0,624 0,671 91,5%
0,695
0,695

Dilutia 8 0, 624 0,656 0,664 90,5%
0,687 0,663
0,683 0,674

Dilutia 9 0,566 0,657 0,630 85,9%
0,612 0,667
0,616 0,667

Dilutia 10 0,555 0,613 0,602 82,1%
0,609 0,623
0,609 0,603

Dilutia 11 0,552 0,620 0,596 81,3%
0,598 0,608
0,599 0,600

Tabel nr. 5. Rezultatele citirilor RN la 48 ore incubare

Dilutiile de extract | Citire 1 Citire 2 Medie Procent de

folosite viabilitate

Martor 0,974 1,054 1,011 100%
0,971 1,004
1,035 1,029

Dilutia 1 0,891 0,957 0,967 95,0%
0,954 1,008
0,977 1,019

Dilutia 2 0,898 0,879 0,925 91,4%
0,965 0,908
0,979 0,907

Dilutia 3 0,862 0,937 0,932 92,1%
0,946 0,955
0,948 0,949

Dilutia 4 0,863 0,976 0,948 93,7% -
0,948 0,979 -
0,949 0,976
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Dilutia 5 0,912 0,960 0,973 96,2%
0,992 1,031
1,006 0,938
Dilutia 6 0,893 0,85 0,968 95,7%
0,971 0,994
0,974 0,996
Dilutia 7 0,864 1,032 0,973 96,2%
0,948 1,032
0,957 1,005
Dilutia 8 0,886 0,976 0,958 94,7%
0,955 0,988
0,970 0,998
Dilutia 9 0,839 0,922 0,908 89,8%
0,890 0,941
0,918 0,941
Dilutia 10 0,815 0,896 0,880 87,0%
0,882 0,888
0,910 0,894
Dilutia 11 0,796 0,837 0,837 82,7%
0,865 0,825
0,849 0,849

Pentru culturile incubate cu extract de nimol sapropelic terapeutic propus conform inventiei,
timp de 24 ore, s-au facut urmatoarele observatii morfologice:

In cazul dilutiilor 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, celulele nu au prezentat modificari morfologice,
prezentdnd doar o densitate mai mica fatd de cea a martorului de cultura (Figurile nr. 3, 4).

Figura nr. 3. Morfologia fibroblastelor de Figura nr. 4. Morfologia fibroblastelor de
soarece in culturi stabilizate la 24 de ore de soarece in culturi stabilizate la 24 de ore de
incubare fard extract (martor de culturd)- incubare cu extract lipofil de namol sapropelic-
microscopie opticd 100X Dilutia 2 - microscopie optica 100X

In cazul dilutiilor 9 si 10, celulele au fost putin modificate, observandu-se alternante ale
celulelor cu aspect normal cu celule alungite (Figurile nr. 5, 6).
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Figura nr. 5. Morfologia fibroblastelor de
soarece in culturi stabilizate la 24 de ore de
incubare cu extract lipofil de ndmol sapropelic-
Dilutia 9 - microscopie optica 100X

Figura nr. 6. Morfologia fibroblastelor de
soarece in culturi stabilizate la 24 de ore de
incubare cu extract lipofil de ndmol sapropelic-
Dilutia 10 - microscopie opticd 100X

in cazul Dilutiei 11, densitatea celulara a fost mai mica decit la concentratiile anterioare, iar

celulele au fost mult mai alungite, multe dintre ele cu aspect fusiform, ceea ce denotd o citotoxicitate
mai pronuntata (Figura nr. 7).

Figura nr. 7. Morfologia fibroblastelor de soarece in culturi stabilizate la 24 de ore de incubare
cu extract lipofil de ndmol sapropelic- Dilutia 11 - microscopie opticd 100X

Pentru culturile incubate cu extract de nimol sapropelic terapeutic propus conform inventiei,
timp de 48 ore, s-au facut urmatoarele observatii morfologice:

in cazul dilutiilor 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, celulele nu au prezentat modificari morfologice. Celulele

prezintd aspect normal, aseméanétor cu martorul de culturd, doar ci densitatea celulard a fost mai mica
(Figurile nr. 8, 9).
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Figura nr. 8. Morfologia fibroblastelor de Figura nr. 9. Morfologia fibroblastelor de
soarece in culturi stabilizate la 48 de ore de goarece in culturi stabilizate la 48 de ore de
incubare cu extract lipofil de ndmol sapropelic- incubare cu extract lipofil de ndamol sapropelic-
Dilutia 9 - microscopie optica 100X Dilutia 11 - microscopie optica 100X

In cazul dilutiilor 9 si 10, se observi o alungire la unele celule si o densitate celulard mai mici
decét a martorului.

In cazul Dilutiei 11, se observa mai multe celule alungite, fusiforme, iar densitatea celulara este
de aproximativ 85% fati de martorul de cultura.

Diagrama viabilitatii fibroblastelor cultivate in Diagrama viabilitatii fibroblastelor
cultivate in prezenta extractului lipofil

prezenta extractului lipofil de namol sapropelic de namol sapropelic timp de 48 h
tlmp de24 h 100.00% -
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Figura nr. 10. Diagrama viabilitatii fibroblastelor | Figura nr. 11. Diagrama viabilititii fibroblastelor
cultivate in prezenta extractului lipofil de ndamol cultivate in prezenta extractului lipofil de nimol
'sapropelic terapeutic, timp de 24 ore sapropelic terapeutic, timp de 48 ore

Rezultatele obtinute au demonstrat un efect citotoxic al extractului lipofil de nimol sapropelic
pentru celulele NCTC, numai pentru cantitdti mai mari de 50 pL. din solutia-stoc (0,066 g extract lipofil
de namol sapropelic/mL). La concentratii mai mici nu s-au mai observat efecte de modificare a
morfologiei fibroblastelor, acestea avand o viabilitate de peste 95%. Rezultatele conduc la concluzia ca
extractul lipofil de namol sapropelic terapeutic propus conform inventiei, are o toxicitate redusi si
poate fi utilizat fara riscuri ca substanti activd pentru produse dermo-cosmetice.
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Determinarea actiunii fitotoxice a extractului lipofil de namol sapropelic terapeutic prin
testul Triticum

Efectele substantelor chimice asupra cromozomilor s-a studiat pe material vegetal, in special pe
varfuri de rddacini de grau, Triticum aestivum L., testul Triticum (Bateman, 1977; Vennitt Si Parry,
1984). Pentru stabilirea efectului extractul lipofil din ndmol sapropelic terapeutic asupra mitozei
celulare, s-au utilizat solutii alcoolice din extractul lipofil din ndmol sapropelic obtinut, in concentratii
mici inifial: 0,5% si 0,15%. Dupa evaporarea solventului, au fost imersate in cutii Petri seminte de
Triticum aestivum L. timp de 12 ore. Ulterior, experimentele au fost reluate, datoriti efectelor pozitive
constatate, pentru testarea efectului unor concentratii mai mari, largind Si aria timpului de testare. S-au
utilizat solutii din extractul lipofil din ndmol sapropelic obtinut, in concentratiile 2,5% si 4,5% 1n care
au fost imersate seminte de Triticum aestivum L. timp de 6, 12, respectiv 24 de ore. in paralel martorul
este imersat in api potabild. Efectele genotoxice ale extractul lipofil din ndmol sapropelic testat pot fi
apreciate prin mésurarea radicelelor crescute in diferitele variante experimentale (Fiskesjo, 1993). Cand
radicelele depasesc 1 cm lungime, acestea pot fi prelevate prin taiere. Dupa prelevare, radicelele se
fixeaza cu un amestec de alcool etilic absolut si acid acetic glacial, in raport de volume 3:1, timp de 16
ore la frigider, apoi se realizeaza hidroliza acida blanda, cu HCI 1 N timp de 12 minute la 60°C.
Colorarea radicelelor se realizeaza prin tehnica Feulgen, cu reactiv Schiff, timpul de colorare fiind de
90 de minute, dupa care se realizeaza intensificarea colorarii in apa, timp de 20 de minute.

Efectele citogenetice ale extractul lipofil din ndmol sapropelic obtinut conform inventiei, sunt
apreciate prin calcularea indicelui mitotic si analiza aberatiilor cromosomale observate in diferitele
etape ale mitozei. Efectuarea fotografiilor s-a realizat la un microscop optic trinocular Epifluorescent
Microscope Fluo 2 cu camera foto digitala Bel Photonics DV-1300.

S-au analizat cite 5 preparate pentru fiecare varianta, pe fiecare preparat s-au studiat cate 10
cAmpuri microscopice pentru calcularea indicelui mitotic §i 10 cAmpuri pentru studiul aberatiilor
cromosomale. Pentru determinarea indicelui mitotic, s-au numérat minimum 500 de celule pentru
fiecare varianta experimentala.

Figura nr. 12. Efectul extractului de nidmol | Figura nr. 13. Efectul extractului de ndmol
sapropelic terapeutic 0,15% asupra creSterii | sapropelic terapeutic 0,5% asupra creSterii
radicelelor de Triticum aestivum, dupd un | radicelelor de Triticum aestivum, dupd un

tratament de 12 ore. tratament de 12 ore.

Analiza microscopicd a radicelelor netratate a relevat un aspect normal al cromozomilor,
precum si o desfasurare fira anomalii a fazelor diviziunii celulare, indicele mitotic avand valoarea
19,6% (Tabel nr. 6; Figurile nr. 14, 15).

Formarea radicelelor a fost acceleratad cand semintele de Triticum aestivum au fost imersate in
solutiile testate initial, observandu-se diferente macroscopice fatd de martor.
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Indicele mitotic creSte initial, dar nu semnificativ, mai ales in varianta concentratiei de 0,15%,
tratament de 12 ore, ceea ce atestd faptul ca diviziunea celulard se desfisoari intr-un ritm accelerat
(Tabel nr. 6).

Tabel nr. 6. Variatia indicelui mitotic in cazul radicelelor tratate cu solutii ale extractul lipofil din
namol sapropelic in variantele experimentale, V1 si V2

Concentratia de extract din Timpul de actiune (ore) Indicele mitotic (%)

namol, % (varianti)

0 (martor) 0 19,6
0,15 (V1) 12 21,8
0,5 (V2) 12 21,4

Prin analiza microscopicd realizatd, au fost inregistrate numirul total de celule analizate,
numadrul total de celule aflate in profazi, numarul total de celule aflate in metafaza, numaérul total de
celule aflate in anafazi, numairul total de celule aflate in telofazd $i numarul total de celule aflate in
citochineza, din experimentele realizate, pentru fiecare variantd de lucru folosita (Tabel nr. 7).

Tabel nr. 7. Numarul total de celule analizate pentru martor i pentru variantele de lucru V1, V2

Varianta | Total Total Total Total Total Total Total Total
celule celule celule celule celule celule | celule celule
cer- ininter- | indivi- | inpro- | inmeta- | inana- | intelo- | in cito-
cetate faza ziune faza faza faza faza chineza
Martor 500 402 98 25 14 12 24 23
Vi1 500 391 109 28 15 12 29 25
V2 500 393 107 29 13 10 31 24

Analizind rezultatele obtinute se observd ca indicele mitotic creSte fatd de martor in toate
variantele experimentale. Astfel, dacad la martor indicele mitotic are valoarea 19,6%, dupa 12 ore de
tratament cel mai mare indice este cel pentru extractul lipofil din namol sapropelic in concentratie
0,15% urmat de extractul lipofil din ndmol sapropelic in concentratie 0,5%. in ansamblu cea mai mare
valoare a indicelui mitotic s-a inregistrat pentru extractul lipofil din ndmol sapropelic in concentratia
0,15%, pe timp de actiune 12 ore, ceea ce inseamnd cd acesta a avut efectul cel mai puternic
mitostimulator.

Pentru a ne convinge de efectul pozitiv al extractului testat am lérgit ulterior aria experimentala,
analizdnd efectul unor concentratii mai mari: 2,5% Si 4,5%, pe timp de actiune diferit: 6, 12 sau 24 de
ore de tratament (Tabel nr. 8).

Tabel nr. 8. Variatia indicelui mitotic in cazul radicelelor tratate cu solutii ale extractul lipofil din
namol sapropelic terapeutic in diferite variante experimentale, V3 - V8

Concentratia de extract din Timpul de actiune (ore) Indicele mitotic (%)
nidmol, % (varianta)
0 (martor) 0 19,6
2,5 (V3) 6 19,8
2,5 (V4) 12 22,6
2,5 (V5) 24 24.4
4,5 (V6) 6 19,2
4,5 (V7) 12 20,2
4,5 (V8) 24 21,8
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Varianta | Total Total Total Total Total Total Total Total
celule celule celule celule celule celule celule celule
cer- ininter- | indivi- | inpro- | inmeta- | in ana- | in telo- | in cito-
cetate faza ziune faza faza faza fazi chinezi
Martor 500 402 98 25 14 12 24 23
V3 500 401 99 26 12 11 28 22
V4 500 387 113 29 14 14 30 26
V5 500 378 122 32 15 12 33 30
V6 500 404 96 24 12 11 25 24
V7 500 399 101 27 13 11 26 24
V8 500 391 109 30 13 12 28 26

S-a observat c# indicele mitotic creSte fatd de martor in toate variantele experimentale (V3 —
V8), proportional cu timpul de actiune al extractului folosit. Astfel daci la martor indicele mitotic are
valoarea 19,6 dupd 6 ore de actiune cel mai mare indice este cel pentru extractul lipofil din nimol
sapropelic in concentratie 2,5% (19,8) urmat de extractul lipofil din nimol sapropelic in concentratie
4,5% (19,2) care este este mai mic, dar nu semnificativ fatd de martor (Tabel nr. 6). Dupa 12 ore de
actiune cel mai mare indice este cel pentru concentratia 2,5% (22,6). Deasemenea dupi 24 ore de
actiune cel mai mare indice este cel pentru concentratia 2,5% (24,4), ceea ce inseamni ci acesta a avut
efectul cel mai puternic mitostimulator (Tabel nr. 8).

Analizdnd numdrul de celule se poate observa ca in aproape toate variantele experimentale a
scazut numarul de celule in interfaza Si a crescut numaérul de celule in diviziune. Dintre celulele aflate
in diviziune in toate variantele experimentale cel mai mare numir de celule sunt cele aflate in profaza,
urmate de cele aflate in telofazd Si respectiv citochinezd. Cel mai mic numir de celule aflate in
diviziune in toate variantele experimentale este cel al celulelor aflate in metafaza Si anafazi (Tabel nr.
9). Cel mai mare numir de celule in profazd (32) il intlnim in varianta V5, iar cel mai mic (24) in
varianta V6. Cel mai mare numair de celule in telofaza (33) il intdlnim in varianta V35, iar cel mai mic
(25) in varianta V6. Cel mai mare numar de celule in citochineza (30) il intilnim in varianta V5, iar cel
mai mic (22) in varianta V3. Cel mai mare numar de celule in metafaza (15) il intAlnim in varianta V5,
iar cel mai mic (12) in variantele V3 Si V6. Cel mai mare numir de celule in anafazi (14) il intilnim in
varianta V4, iar cel mai mic (11) in variantele V3, V6 Si V7 (Tabel nr. 9).

Analizind comparativ, cel mai puternic efect stimulator al diviziunii celulare in cazul extractul
lipofil din namol sapropelic il are concentratia 2,5% pe timp de actiune 12 Si 24 de ore (variantele
experimentale V4 Si V5).

Extractul lipofil din nimol sapropelic terapeutic testat a prezentat un numidr mic de efecte
asupra materialului genetic Si a mitozei celulare, in sectiunile din radicelele tratate constatindu-se
sporirea numarului de celule in diviziune, respectiv o actiune stimulatoare a procesului de diviziune Si
o creStere a volumului nuclear, dar indeosebi a volumului nucleolar (Figurile nr. 16, 17, 18, 19),
indiferent de concentratie Si timpul de actiune, ceea ce sugereazd un proces de transcriere intensificat
pentru genele ARN;. Un numér mai mare de ribozomi la nivel celular implica automat Si o intensificare
a tuturor proceselor de biosinteza proteica.

In acest context apare efectul de stimulare a diviziunii celulare Si respectiv de scurtare a duratei
ciclului celular. Este corectd astfel afirmatia conform céreia extractul lipofil din nimol sapropelic
obtinut conform inventiei si testat, are efect de regenerare celulard, de stimulare a metabolismului
celular. Constatarea efectelor pozitive Si absenta oricarui efect negativ, genotoxic, ne indreptiteSte si
putem considera extractul testat drept utilizabil pentru uz uman.
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Figura nr. 14. Celule meristematice de
Triticum aestivum, varianta martor. Se
observd numeroase profaze, o prometafazi Si
central o anafaza (400x).

16. Celule meristematice de
Triticum aestivum tratate cu extract din namol
0,15%, 12 ore. Se observd predominanta
profazelor Si creSterea volumului nucleolar

Figura

Figura nr. 15. Celule meristematice de Triticum
aestivum, varianta martor. Se observi
numeroase profaze, o telofazd Si central o
metafaza (400x).

Figura nr. 17. Celule meristematice de Triticum
aestivum tratate cu extract din namol 0,5%, 12
ore. Se observd predominanta profazelor Si
cresterea volumului nucleolar (400x).

(400x).

Figura nr. 18. Celule meristematice de
Triticum aestivum tratate cu extract din ndmol
4,5%, 6 ore. Se observd 3 profaze Si creSterea
volumului nucleolar (400x).

Figura nr. 19. Celule meristematice de Triticum
aestivum tratate cu extract din namol 4.5%, 12
ore. Se observd predominanta profazelor, a

telofazelor Si creSterea volumului- nuclear Si

nucleolar (400x).
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Testele citogenetice la Triticum aestivum releva o creStere a indicelui mitotic consecutiv
tratamentelor cu extractul lipofil din nimol sapropelic folosit. Analiza mitozelor indica aparitia unui
numir scdzut de aberatii interfazice si aberatii cromozomale identificate in diferite etape ale mitozei,
procesul de diviune celulard fiind insd stimulat. Observatiile sunt sustinute si de constatirile
macroscopice, respectiv dimensiunile crescute ale radicelelor.

S-a putut observa macroscopic cd extractul lipofil din namol sapropelic influenteazi pozitiv
procesul de diviziune celulard, dimensiunea radicelelor de Triticum aestivum fiind evident mai mare in
cazul semintelor tratate, comparativ cu cele netratate, ceea ce indicd o creStere a numarului de celule
care se divid Si o reducere a duratei de desfaSurare a ciclului celular. Extractul lipofil din namol
sapropelic terapeutic obtinut conform inventiei, testat pe seminte de Triticum aestivum L., are efect de
regenerare celulard, de stimulare a metabolismului celular. Extrapoldnd la uzul uman, extractul lipofil
din namol sapropelic obtinut poate avea efect de stimulare a regenerérilor celulare.

Rezultatele obtinute pot constitui argumente serioase in a considera extractul lipofil din
nimol sapropelic testat biologic, drept utilizabil pentru uz uman.
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EXTRACT BIOACTIV LIPOFIL DIN NAMOL SAPROPELIC TERAPEUTIC SI

PROCEDEU DE OBTINERE A ACESTUIA

REVENDICARI

L.

Extract bioactiv lipofil pe bazd de namol sapropelic terapeutic avand un continut de compusi cu
catene hidrocarbonate saturate 15-17%, compusi organici cu oxigen 55-56%, compusi cu N si S 24-
25%, hidrocarburi cu nucleu aromatic 1,5-2%, beta caroten 0,2-0,5%.

Procedeul de obtinere a extractului de la Revendicarea 1 caracterizat prin aceea cd nidmolul
sapropelic terapeutic, avand un continut in azot organic de 0,3117% si un continut de cenusd dupi
calcinarea la 550°C de 91,69% raportat la substanta uscata, se umidificd cu apa distilatd timp de 1
ord, suspensia omogenizatd obfinuta se extrage cu un amestec de metanol:cloroform in raport de 2:1
(v:v) timp de 30 minute la temperatura camerei, suspensia se centrifugheaza 10 min. la 4000 rpm,
obtinandu-se supernatantul 1 si peletul 1, care se trateazi cu solutie HC]1 0,2 N pand la pH = 3,5 - 4
si se resuspendd cu un amestec metanol:cloroform 2:1 (v:v) timp de 24 ore la 20°C, cu agitare si
centrifugare 10 min. la 4000 rpm, obtindndu-se supernatantul 2, care se reuneste cu supernatantul 1,
iar peletul 2 obtinut dupd a doua extractie se extrage in continuare pani la epuizare cu benzen,
obtindndu-se extractul benzenic, iar cele doud supernatante 1 §i 2 reunite, rezultate in urma
extractiei la rece cu amestec metanol:cloroform 2:1 (v:v), sunt aduse in pélnia de separare, unde se
adaugi cloroform si api distilata, iar dupa separarea fazelor se separi si se refine faza cloroformica
care este neutralizati cu solutie alcoolici KOH 1 N si care este amestecatd apoi cu extractul
benzenic din care se indeparteaza complet solventii organici prin antrenare cu un curent de aer cald,
obtinadndu-se un extract final ceros lipofil de nidmol sapropelic terapeutic care se conditioneazi in
cutii de aminoplast, depozitarea si conservarea facdndu-se la loc racoros, ferit de lumina.
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Figura nr. 1. Schema tehnologica a procedeului de obtinere a extractului

bioactiv lipofil din namol sapropelic terapeutic
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