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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un supliment nutritiv cu proprietati
hipoglicemiante si antioxidante, si la un procedeu
pentru oblinerea acestuia. Suplimentul conform
inventiei cuprinde 20...40 parti Vaccinium myrtillus L.,
30...40 parti Rubus fruticosus L. si 30...40 parti Morus
nigra L., partile fiind exprimate Tn volume. Procedeul
conform inventiei consté in extractia antocianinelor, cu
alcool etilic 80% acidulat cu 0,1% HCI, din fructe de
Vaccinium myrtillus L., Rubus fructicosus L. i Morus
nigra L., la un raport fructe:solvent de 1:4, intr-un cdmp
ultrasonor la 59 kHz, timp de 10..60 min, la o

temperaturd de 23...27°C, dupd care amestecul este
filtrat, se evapord la vid la 34...40°C, pan3 la eliminarea
completd a alcoolului, concentratul rezultat este
centrifugat si supernatantul este purificat, rezultand
extractul brut, care este spdlat cu acetat de etil si se
purificd prin cromatografie, rezultdnd un concentrat de
antocianine care se evapord la vid, se caracterizeaza
si, Tn final, se amestecd n proportiile stabilite, si se
omogenizeazd pentru obtinerea suplimentului alimentar.
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SUPLIMENT NUTRITIV CU PROPRIETA'I"I HIPOGLICEMIANTE $I
ANTIOXIDANTE $1 UN PROCEDEU PENTRU OBTINEREA ACESTUIA

Inventia se refera la un supliment nutritiv cu proprietati hipoglicemiante si
antioxidante si la procedeul de obtinere al acestuia pentru utilizare in industria
alimentara si farmaceutica.

Este cunoscut faptul ca diabetul zaharat se caracterizeaza clinic, prin
polifagie, polidipsie si poliurie, si din nefericire, este din ce in ce mai des semnalat
la copii. Aparitia stress-ului oxidativ, ca o consecinta a hiperglicemiei, este un fapt
certificat de multe studii si joaca un rol esential in fiziopatologia diabetului, in
asociere cu depresia sistemului celular de aparare antioxidativa si producerea
crescuta de specii reactive de oxigen. Aportul de antioxidanti naturali in organism
contribuie la mentinerea sanatatii, dar si la prevenirea sau limitarea unor maladii
prin blocarea procesului de formare a radicalilor liberi.

Principiile active si posibilitatile de valorificare a unor specii vegetale
autohtone au atras atentia cercetatorilor. Astfel au aparut diverse produse
comercializate ca produse fitofarmaceutice, produse medicamentoase, suplimente
alimentare sau suplimente nutritive naturale din fructe de padure: afine (brevet de
inventie RO 115224 B1), afine si catina (brevet de inventie RO 121369 B1),
coacaze negre, mure, fragi si zmeura (brevet de inventie RO 123136 B1) fructe
imature de Mormordica charantia L. (brevet de inventie RO 116044 B), dar si din
teci de fasole, frunze de afin, dud alb si mesteacan (brevet de inventie RO 106508
B1), frunze de afin, ridichi, salvie, mesteacan, papadie, cicoare, lemn dulce,
coriandru, soc si teci de fasole (brevet de inventie RO 125693 B1) si din plante si
radacini de cultura: hrean, telina, patrunjel, morcov, varza, salata, ridichi si lamaie
(brevet de inventie RO 120123 B1).

Evidentierea efectelor hipoglicemiante si angioprotectoare ale mirtilinelor a
condus la aparitia de preparate farmaceutice elaborate: DIFRAREL (Franta) si
DIFEBIOM (Romania), utilizate ca adjuvanti in tratamentul formelor/goare de
diabet, pentru reducerea dozelor de insulina in formele grave a qb% Crséu in

tratamentul afectiunilor asociate acestei boli, Ciulei I., Grigorescu

24



6201 1-01151--
T4 -1~ 201

Plante medicinale, fitochimie si fitoterapie, (Tratat de farmacognozie, vol.1, Ed.
Medicala, Bucuresti 1993, pg. 474-484).

Aceste preparate nu se mai mai produc, dar au aparut alte produse noi,
comercializate ca suplimente nutritive naturale cum ar fi. ERIDIAROM (Plantarom,
Cluj), COMPLET ANTIOXIDANT si FITODIAB (S.C. Hofigal S.A.), DAITAB
(Laboratoarele Star International), care au la baza extract total de afin si altele,
produse bazate pe plante exotice combinate uneori cu plante autohtone cum ar fi
DIABETIN (Laboratoarele Medica) bazat pe Mormordica, ginseng alb si teci de
fasole si DIABECON (Laboratoarele Himalaya) care contine Gymnema sylvestre.

Purificarea antocianilor se poate efectua prin modificarea pH-ului (6,5...9),
precipitare, spalare cu metanol si acetona, urmata de uscare (brevet de inventie
RO 110036 B1).

Solutiile tehnice mentionate mai sus prezinta urmatoarele dezavantaje:

- utilizarea materiilor prime uscate cu un continut mic de substante active
- timp de extractie indelungat
- productivitate redusa si spatii extinse de depozitare (ex.macerare).

Problema tehnica propusa spre rezolvare de prezenta inventie, consta din
obtinerea unui supliment nutritiv cu proprietati hipoglicemiante si antioxidante din
fructe indigene, proaspete sau congelate.

Suplimentul nutritiv, conform inventiei, elimina dezavantajele mentionate prin
aceea ca este alcatuit din extracte purificate din Vaccinium myrtillus L. 20...40 parti,
Rubus fruticosus L. 30...40 parti si Morus nigra L. 30...40 parti, partile fiind
exprimate in volume.

Procedeul, conform inventiei, elimina dezavantajele mentionate prin aceea
ca este alcatuit dintr-o prima etapa de extractie a antocianinelor din fructe alese de
Vacciniym myrtillus L., Rubus fruticosus L. si Morus nigra L. in camp ultrasonor, la
59 kHz, timp de 10..60 min., la 23...27°C, utilizdndu-se un raport masa fruct :
volum agent de extractie de tip etanol 80 % acidulat cu 0.1% HCI, de 1:4, dupa
care extractul este filtrat si se supune evaporarii sub vid, la temperatura de 35-
40°C, pana la eliminarea completa a alcoolului, concentratul rezultat este
centrifugat la 6000 rot/min., timp de 20 min., iar partea supranatanta este supusa

purificarii, rezultand extractul crud, care in continuare este spalat cu acetat

pentru indepartarea fenolilor cu molecule mici si apoi introdus pentru &fica e","d«(jll.lm’r,:
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acidulata, din care rezulta un concentrat de antocianine care s& supune evaporarii
sub vid pana la indepartarea completa a alcoolului si este apoi caracterizat prin
cromatografie HPLC-DAD si spectrofotometrie UV-VIS, iar in final se efectueaza
amestecarea cu omogenizare a 20...40 parti Vaccinium myrtiflus L., 30...40 parti
Rubus fruticosus L. si 30...40 parti Morus nigra L. si conditionarea cu acid ascorbic
si sorbat de potasiu, din care rezulta un produs lichid vascos, rosu-violaceu, cu
miros fructat avand un continut de antocianine monomere de 5000...8000 mg/l.
Prin aplicare inventiei se obtin urmatoarele avantaje:
- continutul ridicat de antocianine asigura un efect hipoglicemiant semnificativ;
- continutul ridicat de polifenoli asigura un puternic caracter antioxidant,
- temperaturi scazute la extractie care nu permit deteriorarea compusilor activi din
fructe;
- timp redus de extractie pentru un raport de 1:4 masa fruct : volum agent de
extractie;
- randamente mari de extractie a antocianinelor,
- eliminarea fenolilor cu mase moleculare mici, a zaharurilor libere si a acizilor
solubili;
- asigurarea unui raport riguros intre compusii naturali extrasi din fructe in etapa de
amestecare-omogenizare;
- principiile active ale suplimentului propus nu au determinat modificari asupra
aspectului exterior, comportamentului motor sau agresivitatii animalelor supuse
testelor experimentale.
Conform inventiei, procedeul de obtinere al suplimentului nutritiv cuprinde

trei etape: extractia, purificarea $i amestecarea-omogenizarea.

Extractia

Extractul din fiecare fruct (proaspat sau congelat, zdrobit in prealabil), a fost
obtinut prin metoda de extractie in camp ultrasonor, la 59 kHz, timp de 10...60 min.,
la 23...27°C, in etanol 80 % acidulat cu 0.1% HCI, utilizandu-se un raport de 1:4
masa fruct : volum agent de extractie. Dupa filtrare, extractul se supune evaporarii

sub vid, la temperatura de 35-40°C, pana la eliminarea completa a alcoolului.

supranatanta este decantata si apoi supusa purificarii.
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Purificarea

Extractia antocianinelor este intotdeauna insotitd si de extractia unor acizi
fenolici, zaharun si taninuri, necesitand la final, mai multe etape de purificare si
separare. Dupa ce a fost spalat cu acetat de etil pentru indepartarea fenolilor cu
molecule mici, fiecare extract crud se introduce pentru purificare, intr-o coloana cu
umplutura Amberlite XAD 7 si este spalat cu apa bidistilata acidulata (0,1% HCI)
pentru eliminarea zaharurilor si acizilor solubili. Eluarea antocianinelor de pe
coloana s-a realizat cu metanol si/sau amestec metanol-apa acidulata.
Concentratul obtinut a fost supus evaporarii sub vid pana la indepartarea completa
a alcoolului si a fost caracterizat prin cromatografie HPLC-DAD si spectrofotometrie

UV-VIS pentru evidentierea antocianinelor.

Amestecarea si omogenizarea

Suplimentul nutritiv bogat in antocianine cu proprietati hipoglicemiante si
antioxidante este alcatuit, conform inventiei, prin amestecare si omogenizare sub
agitare, a unor parti inegale de extracte purificate din Vaccinium myrtillus L. 20...40
parti, Rubus fruticosus L. 30...40 parti si Morus nigra L. 30...40 parti, partile fiind
exprimate in volume.

Se dau in continuare 3 exemple de realizare a inventiei.

Exemplu 1.

Se colecteaza fructele de Vaccinium myrtillus L., Rubus fruticosus L. si
Morus nigra L., care in prealabil au fost sortate, si se zdrobesc, dupa care se
amesteca in raport de 1:4, cu agentul de extractie de tip etanol 80 % acidulat cu
0.1% HCI si se supun unei etape de extractie asistata de ultrasunete in
urmatoarele conditii: 59 kHz, timp de 10...60 min., la 23...27°C. Dupa filtrare,
agentul de extractie se elimina prin evaporare sub vid. Urmeaza purificarea in
conditiile prezentate anterior si apoi procesul de amestecare si omogenizare sub
agitare, a unor parti inegale de extracte purificate din Vaccinium myrtillus L. 20...40

parti, Rubus fruticosus L. 30...40 parti si Morus nigra L. 30...40 parti, partile fiind

exprimate in volume. )
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Exemplu 2.
Suplimentul nutritiv bogat in antocianine conform inventiei, obtinut ca in

exemplu 1, este conditionat cu 1% acid ascorbic.
Exemplu 3.
Suplimentul nutritiv bogat in antocianine, obtinut conform inventiei si realizat

ca in exemplu 2, este conditionat cu 0,05% sorbat de potasiu.

Produsul rezultat are urmatoarele caracteristici, prezentate in Tabelul 1:

Tabelul 1.
Aspect lichid vascos, rosu-violaceu, cu miros
fructat
Continut de antocianine monomere | 5000...8000 mg/l eq Cianidin-3-glucozida
Activitate antioxidanta 1 100..130 eq Trolox/l
Totalfenoli ~ ~ ~ ]13.000..17.000 eq acid galic/l
Substanta uscata solubila 1250...400 mg/g.

Teste clinice

Compozitia suplimentului nutritiv conform inventiei a fost stabilita in urma
unor studii in vitro si in vivo. Testarile clinice au fost efectuate pe loturi de sobolani
cu semnificatie statistica, masculi, in greutate de 150+10 g. Animalele provenite din
crescatorie au fost aclimatizate timp de 2-3 zile in laborator, pentru a se obisnui cu
noul habitat $i cu regimul de hrana. Hrana utilizata este standardizata (INCDMI
Cantacuzino, Bucuresti), iar suplimentul nutritiv bogat in antocianine cu proprietati
hipoglicemiante si antioxidante este administrat in apa de baut. Pentru inducerea
diabetului, sobolanilor Ii s-a injectat intraperitoneal o singura doza de 100 mg/kg de
streptozotocina. Toti sobolanii cu o concentratie de glucoza in sange = 200 mg/dl
au fost selectati si impartiti in trei loturi: unul diabetic netratat (lot martor), unul
diabetic tratat cu metformin (medicament de sinteza) solubil in apa de baut si
ultimul ot diabetic tratat cu supliment nutritiv bogat in antocianine.

Interpretarea statistica a rezultatelor a fost realizata cu ajutorul OriginPro 8

software, testul ANOVA. Nu s-au inregistrat modificari semnificative statistic asupra

greutatii corporale a animalelor si nu s-au observat modifie;al ;?IE aspectului

exterior, al comportamentului motor sau al agresivitatii anim G Metate:
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Revendicari

1. Supliment nutritiv cu proprietati hipoglicemiante si antioxidante caracterizat prin
aceea ca este alcatuit din extracte purificate din Vaccinium myrtillus L. 20...40 parti,
Rubus fruticosus L. 30...40 parti si Morus nigra L. 30...40 parti, partile fiind

exprimate in volume.

2. Procedeu de obtinere a suplimentului nutritiv definit la revendicarea 1
caracterizat prin aceea ca este alcatuit dintr-o etapa de extractie a antocianinelor
din fructe alese de Vaccinium myrtillus L., Rubus fruticosus L. si Morus nigra L. in
camp ultrasonor, la 59 kHz, timp de 10...60 min., la 23...27°C, utilizdndu-se un
raport masa fruct : volum agent de extractie de tip etanol 80 % acidulat cu 0.1%
HCI, de 1:4, dupa care amestecul este filtrat si se supune evaporarii sub vid, la
temperatura de 35-40°C, pana la elirninarea completa a alcoolului, concentratul
rezultat este centrifugat la 6000 rot/min., timp de 20 min., iar partea supranatanta
este decantata si apol supusa purificarii, rezultdnd extractul crud, care in
continuare este spalat cu acetat de etil pentru indepartarea fenolilor cu molecule
mici, fiecare extract crud spalat, se introduce pentru purificare, intr-o coloana cu
umplutura cu eluant metanol si/fsau amestec metanol-apa acidulata, din care
rezulta un concentrat de antocianine care se supune evaporarii sub vid pana la
indepartarea completa a alcoolului si este caracterizat prin cromatografie HPLC-
DAD si spectrofotometrie UV-VIS, iar in final se efectueaza amestecarea cu
omogenizare a 20...40 parti Vaccinium myrtillus L., 30...40 parti Rubus fruticosus L.
si 30...40 parti Morus nigra L. si conditionarea cu acid ascorbic si sorbat de potasiu,
din care rezulta un produs lichid vascos, rosu-violaceu, cu miros fructat avand un

continut de antocianine monomere de 5000...8000 mg/I.
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