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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unei
compozitii de extract vegetal sinergic utilizat pentru
realizarea de suplimente nutritive. Procedeul, conform
inventiei, constéd Tn etapele de: macinare umeda a
materialului vegetal ales dintre pulpa de catina din care
s-a extras uleiul, pulpa de afine sau mure din care s-a
extras sucul si boasca de struguri, determinarea acti-
vitatii antioxidante de captare a radicalului 2,2-difenil-
1-picrililhidrazil (DPPH), faté de care se dozeaza un
amestec de enzime de extractie format din pectinaza si
feruoil-esteraza, ultrasonicare repetatd a substratului
vegetal cu enzime, urmata de extractia sub-criticéd in

contra-curent, separarea materialului vegetal de extrac-
tul alcoolic si concentrarea pana la 35% substanta
uscatd cu recuperarea etanolului, din care rezultd un
extract avand un continut minim de 2,7 g resveratrol,
12,2 g acizi hidroxicinamici totali i 18,3 g oligozaharide
pectice la 100 ml extract etanolic concentrat si o acti-
vitate antioxidanta de captare a radicalului DPPH de cel
putin 3,5 mg echivalent Trolox per g extract.
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EXTRACT VEGETAL SINERGIC S| PROCEDEU DE OBTINERE

Prezenta inventie se refera la o compozitie de extract vegetal sinergic, pe baza
de acid ferulic si/sau acizi hidroxicinamici inruditi, resveratrol si oligozaharide pectice,
destinat utilizarii pentru realizarea de suplimente nutritive / nutraceutice si produse
cosmetice / cosmeceutice, si la un procedeu de obtinere a acestei compozitii.

Sunt cunoscute diferite compozitii sinergice pe baza de acid ferulic si/sau acizi
hidroxicinamici inruditi si resveratrol si, eventual, alte ingrediente. Brevetul KR
102182794 B1prezinta o metoda de obtinere a unei compozitii de resveratrol si acid
ferulic acid prin emulsifiere ultrasonica si injectie de gaz sub presiune. Brevetul EP
2906037 (B1) revendica o compozitie antioxidanta sinergica formata dintr-un flavonoid,
selectat din grupul constand din baicalina si taxifolin, acid ferulic si cel putin un
antioxidant suplimentar selectat din grupul constdnd din vitamina C si resveratrol,
destinata utilizarii in produse cosmetice. Cererea de brevet WO2020104533A1 se
refera la utilizarea unei compozitii care include compusi bioactivi extrasi din Vitis
vinifera si Vaccinium angustifolium, amestecul cuprinzénd: cel putin 1% catehine si /
sau epicatechine, procentul fiind at din greutate raportat la greutatea totala a amestecul;
cel putin 5 ppm (parti per milion in amestec) de acid ferulic si cel putin 200 ppm de
resveratrol, ca doza unica la oameni sau animale, pentru a imbunatati sau a mentine
functiile cognitive.

in general compozitile sunt obtinute prin extragerea diferitelor substrate
vegetale, purificarea avansata a ingredientelor si apoi recombinarea lor in diferite
proportii. De exemplu acidul ferulic si/sau acizii hidroxicinamici inruditi, una din
componentele compozitiilor sinergice care contin si resveratrol, este extras din diferite
substrate vegetale. Cererea de brevet WO2021011810 A1 prezintd un proces pentru
extractia reactiva si purificarea ulterioara a moleculelor organice din biomasa, care
include extragerea unuia sau mai multor produse din biomasa folosind un solvent de
extractie pentru a solvata produsele, contactarea biomasei cu un reactant in timpul
extragerii, recuperarea unuia sau mai multor produse, efectuarea ultrafiltrare pentru
indepartarea impuritatilor din unul sau mai multe produse pentru a produce un extract

filtrat, extragerea uleiurilor din extractul filtrat folosind adsorbtia pentru a produce un

efectuarea purificarii prin adsorbtie a acidului ferulic, acidului cumar;

cumaratului sau o combinatie a acestora.
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Brevetul EP2999687 B1 descrie un procedeu de extractie a acidului ferulic
prezent intr-o faza apoasa, obtinut prin tratarea a cel putin unui material vegetal si care
contine, de asemenea, polizaharide, procesul mentionat cuprinzand cel putin
urmatoarele etape: 1) tratamentul respectivului material vegetal urmat de o separare
solid / lichid pentru a recupera o faza solida si o faza lichida apoasa cuprinzand acidul
ferulic si respectivele polizaharide, 2) tratamentul fazei lichide mentionate pentru a
separa selectiv, pe de o parte, polizaharidele si, pe de altd parte, acid ferulic prezent
intr-o fractie apoasa, 3) concentratia fractiei apoase mentionate care contine acidul
ferulic astfel incat sa recupereze un flux concentrat de acid ferulic, 4) recuperarea
acidului ferulic sub forma solida.

Resveratrolul este extras tot din material vegetal, ca de ex. radacina de iulisca
(Reynoutria japonica, sinonime Fallopia japonica si Polygonum cuspidatum), coaja si
samburii de struguri (Vitis vinifera L) fructe de afine (Vaccinium myntillus), merisor
(Vaccinum vitis idaea) mure (Rubus hirtus). Brevetul CN 102320934 descrie 0 metoda
de extractie a resveratrolului din Reynoutria japonica, prin extractie cu amestec de
solventi apa: etanol (metanol) la un raport materie prima: solvent de 1:8-1:20 (m/v).
Extractia se realizat in 3 trepte, timp de 1-2h la temperatura de 50°C-85°C. Extractul
concentrat, prin indepartarea solventului prin distilare la vid si se supune hidrolizei
acide, timp de 3 h la 50°C-80°C. Peste amestecul hidrolizat racit, se adauga solutie
alcalina pana la pH neutru. Se precipita resveratrol de puritate intre 50,5-52,3%.

Brevetul CN1724495 prezinta un procedeu de extractie asistat de ultrasunete,
folosind ca si solvent de extractie etanol, urmata de recuperarea resveratrolului printr-o
a doua extractie in acetat de etil. Separarea resveratrolului se realizeaza prin metoda
cromatografica, folosind ca si faza stationara o coloana cu umplutura de celuloza.

Brevetul CN102070410/ revendica un procedeu enzimatic combinat cu
microunde pentru extragerea resveratrolului din Reynoutria japonica. Procedeul implica
utilizarea unei solutii de 80% etanol ca solvent de extractie, intr-un raport masic solvent-
material de 20:1, adaugarea a 10 mg de celulazd pentru extractie enzimatica la
temperatura de 50°C si valoarea pH-ului 5, timp de 30 de minute, prin tratare cu
microunde.

Cererea de brevet RO133170 A2 se refera la un procedeu de preparare a unui
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perioada de hidroliza 12 ... 24 h, urmaté de o extractie alcoolica la reflux timp de 1 ora
la 70 ... 80 ° C, rezultdnd un extract polifenolic total, cu o eficientd a extractiei ca
polifenoli de 67%, cu o concentratie de resveratrol de minimum 90%.

Dezavantajul acestor procedee care urmaresc purificarea componentelor si apoi
recombinarea lor este dat de faptul ca distrug sisteme complexe in incercarea de a le
reconstitui. Un produs complex este mai mult decat suma partilor sale componente,
datorita caracteristicilor emergente, adica "comportamente neasteptate care rezulta din
interactiunea dintre componentele unei aplicatii si mediul lor" (Johnson, 2006). Cea mai
cunoscuta proprietate emergenta este sinergia, adicd imbunatatirea reciproca a
activitatilor biologice ale diferitelor ingrediente biologice active. in general,
cornponentele extrase sunt mai active in combinatiile lor naturale fatd de compusii
extrasi.. A fost demonstrat de exemplu faptul ca resveratrolul, in combinatia sa naturala
din strugurii intregi, este mai eficient in promovarea sanatatii si gestionarea bolilor (C.
K. Singh, Liu, & Ahmad, 2015).

Acizii hidroxicinnamici au atat o semnificatie cosmeceutica (Taofiq, Gonzalez-
Paramas, Barreiro, & Ferreira, 2017), cat si o semnificatia nutraceutica (Silva & Batista,
2017). Semnificatia lor cosmeceutica rezultd din activitdtile lor anti-tirozinaza, anti-
colagenaza, anti-hialuronidaza, fotoprotectoare, antioxidanta, anti-imflamatorie si
antimicrobiana (Neelam, Khatkar, & Sharma, 2019; Taofiq et al., 2017). Efectele
nutraceutice sunt legate de activitatile lor antioxidant (Razzaghi-Asl, Garrido, Khazraei,
Borges, & Firuzi, 2013), anti-inflammatory (Ghosh, Basak, Dutta, Chowdhury, & Sil,
2017), anti-diabetice (Vinayagam, Jayachandran, & Xu, 2016), anti-hypertensive (Alam,
2019), neuroprotective (Szwajgier, Borowiec, & Pustelniak, 2017) si prebiotice (Coman
& Vodnar, 2019). In pofida activitatilor lor biologice dovedite, acizii hidroxicinamici sunt
sub-utilizati in industrile cosmetice si a suplimentelor nutritive, fiind depuse un numar
limitat de cereri de brevete legate de utilizarea acizilor hidroxicinnamici si a derivatilor
acestora in aceste domenii (Chaudhary et al., 2019; Cunha et al., 2019).

in plante, principalul rol al acizilor hidroxicinamici este de ancora componentele
hidrofobe ale matricei extracelulare lignocelulozice / peretilor celulari (lignina) de cele
hidrofile — hemicelulozele (de Oliveira et al., 2015). Datorita acestui rol de ancora a

matricei lignocelulozice, acizii hidroxicinamici esterificati de hemiceluloza reduc

accesibilitatea pentru extractia altor compusi din material vegetal. Tratamentele cu
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cunoscute mai multe procedee axate pe utilizarea feruloil-esterazei, impreuna cu alte
enzime care actioneaza asupra peretilor celulelor plantelor, ca un instrument pentru a
imbunatati recuperarea acizilor hidroxicinamici din fluxurile laterale agro-industriale din
bioeconomie — care au fost recent trecute in revistd (Radenkovs, Juhnevica-
Radenkova, Gdrnas, & Seglina, 2018).

Studiile recente au demonstrat existenta unor interactii sinergice intre acizii
hidroxicinamici si oligo/ polizaharidele cu care ei sunt natural asociati. Acizii
hidroxicinarnic sunt recunoscuti pentru activitatile lor antioxidante (Cory, Passarell,
Szeto, Tamez, & Mattei, 2018). in ultimele decenii, s-au acumulat dovezi care au
sondeaza efectele antioxidante ale oligo/polizaharidelor (Yu, Shen, Song, & Xie, 2018).
Oligo/polizaharidele nedigerabile de enzimele sistemului digestiv al animalelor (de
obicei cele asociate cu peretele celular al plantei) sunt bine cunoscute pentru efectele
lor prebiotice, stimuland dezvoltarea microorganismelor benefice ale sistemului digestiv
(Al-Sheraji et al., 2013). Polifenolii au fost inclusi recent printre prebioticele de noua
generatie (Gibson et al., 2017), datorita efectelor de protectie si de stimulare a
respiratiei la nivel celular. Autorii au demonstrat existenta unor interactii sinergice intre
acidul ferulic / acizii hidroxicinamici si oligozaharidele pectice. Au fost recent
demonstrate functiile oligozaharidele pectice ca prebiotice (R. P. Singh et al., 2020) si
antioxidante (Sabater, Blanco-Doval, Montilla, & Corzo, 2021).

Unul dintre dezavantajele diferitelor substrate vegetale utilizate ca sursa de acid
ferulic/ acizi hidroxicinamici, resveratrol si oligozaharide, este data de variabilitatea lor
compozitionald, datoritd variabilitatii biologice combinata cu cea a conditiilor pedo-
climatice. Din acest motiv s-a preferat separarea componentelor biologic active si apoi
recombinarea lor.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a obtine o compozitie de
extract vegetal sinergic, pe baza de acid ferulic si/sau acizi hidroxicinamici inruditi,
resveratrol si oligozaharide pectice, printr-un procedeu care sd nu implice separarea
compusilor, purificarea lor avansata si apoi recombinarea lor, dar care sa asigure
reproductibilitatea activitatii lor.

Compozitia de extract vegetal sinergic confine minimum 2,7 grame de
resveratrol, 12,2 grame de acizi hidroxicinamici totali si 18,3 grame oligozaharide
pectice la 100 ml extract etanolic concentrat si are o activitate antioxidanta
radicalului DPPH, 2,2-difenil-1-picrililhidrazil, de cel putin 3,5 mg echival
extract.
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Procedeul de obtinere a compozitiei de mai sus este alcatuit din urmatoarele

etape:
v Macinarea umeda a materialului vegetal pana la dimensiuni de 0,5 mm;
v Extractia unei probe umede de 10-15 grame din materialului vegetal supus

extractiei, prin refluxare la Soxleth timp de 8 ore si determinarea activitatii anti-oxidante
de captare a radicalului DPPH, 2,2-difenil-1-picrililhidrazil;

v Efectuarea unui spectru Raman 532 nm si stabilirea relatiilor de proportionalitate
intre picurile de la 1580-1610 cm™ si activitatea antioxidantd de captare a radicalului
DPPH;

v Adaugarea peste materialul vegetal suspendat in raport de un kg la 10 kg apa, a
unui amestec de enzime, alcatuit din hidrolaze care actioneaza asupra polizaharidelor
din peretele celular si feruoil-esteraze, urmatd de extragerea asistatd enzimatic a
materialului vegetal in apa, timp de 5 ore la temperatura de 55-60°C si pH 6.0;

v Ultrasonicarea repetata, cate 3 min la fiecare 30 min, cu o putere de 400 W, a
substratului vegetal cu enzime;

v Aducerea peste materialul vegetal suspendat de etanol 96%, in raport de 6 kg
etanol 96% la 4 kg suspensie apoasa si extractia in contracurent solid-lichid pe un

extractor de fluide subcritic, operat la 8 bari, la temperatura de 45°C, timp de 3 ore;

v Separarea materialului vegetal de extractul alcoolic prin filtrare pe filtru cu placi;
v Concentrarea extractului etanolic, pana la 35% substanta uscata, cu recuperarea
etanolului;

v Repetarea etapelor de mai sus de cate ori este nevoie pe acelasi tip de substrat

vegetal, pornind de la efectuarea unui spectru Raman, pentru a efectua un control
rapid preventiv, care sa permitd dozarea enzimelor de extractie in functie de activitatea
antioxidanta a substratului.

In cadrul procesului de mai sus detaliile specifice sunt urmatoarele.

Materialul vegetal utilizat in cadrul procedeului conform inventiei este pulpa de
catina din care s-a extras uleiul, pulpa de fructe de padure, ca de ex. afinele sau murele
din care s-a extras sucul, boasca de struguri.

Amestecul de enzime care actioneaza asupra polizaharidelor din peretele celular
si feruoil-esteraze este alcatuit din pectinaza si B-glucanaze, dozate ca 5 unitati
pectinazice si de 2 unitati unitati feruoil-esterazice la o activitatea antioxidantg
echivalent Trolox in substratului supus extractiei.

Prezenta inventie prezinta urmatoarele avantaje:
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v Elibereaza cantitdti semnificative de acid ferulic / acizi hidroxicinamici din
materialul vegetal, si de oligozaharide pectice, ca urmare a activitatii specifice a
amestecului de enzime;

v Extrage si concentreaza ingredientele active care actioneazé sinergic farad a mai
fi nevoie de separarea compusilor, purificarea lor avansata si apoi recornbinarea
lor;

v Permite separarea completa si rapida a materialului vegetal extras si a enzimelor
folosite pentru extractie;

In continuare se prezintd exemple de realizare care ilustreaza inventia fara a o
limita. |

Exemplul 1. Pulpa de catind din care s-a extras uleiul este macinat pe 0 moara
cu cutite (Willey model 4, Thomas, Thermo Fischer, Waltham, MA, SUA), prevazuta cu
o sitd de 0,5 mm. Se extrage o probd umeda de 10 grame din materialului vegetal
supus extractiei, prin refluxare la Soxleth timp de 8 ore. in extract se determinarea
activitatea anti-oxidanti de captare a radicalului DPPH, 2,2-difenil-1-picrililhidrazil printr-
o metoda cunoscutd (Sharma & Bhat, 2009) si se exprimd ca echivalent Trolox per g
extract. Se efectueaza un spectru Raman 532 nm (pe un sistem Raman-532, Stellarnet,
tampa, FL, SUA) si se stabilesc relatiile de proportionalitate intre picurile de la 1580
cm™' si activitatea antioxidant de captare a radicalului DPPH.

100 g de pulpa de catind macinata este adaugata in vasul de extractie de 5 litri
al unui extractor sub-critic contra-curent (Timatic Mini, Spello, ltalia). pH-ul este
corectat la 6,0 cu solutie 1 M HCI. Peste cele 100 grame pulpa se adauga 900 ml apa si
un amestec de enzime care actioneaza asupra polizaharidelor din peretele celular si
feruoil-esteraze. Amestecul de enzime care actioneaza asupra polizaharidelor din
peretele celular si feruoil-esteraze este alcatuit din pectinaza si B-glucanaze, dozate ca
5 unitati pectinazice si de 2 unitati unitati feruoil-esterazice la o activitatea antioxidanta
de 1 mg echivalent Trolox in substratului supus extractiei.

O unitate de activitate pectinazica este definitd ca acea cantitate de enzima
necesara pentru a elibera 1,0 ymole de zaharuri reducatoare masurate ca acid D-
galacturonic din pectina pe minut la pH 5,5 si 45°C.

O unitate feruloil-esterazica (FAE) este definita ca fiind cantitatea de enzima
necesara pentru eliberarea unui pmol de acid ferulic pe minut din etil-ferulate (0,39 mM)
in tampon MOPS (100 mM), pH 6,0, la 45°C.

Amestecul de pectinaza si B-glucanaze este VinoTaste Pr

Novozymes (Bagsvaerd, Danemarca). Feruoil-esteraza este un
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Biocatalysts (Cardiff, Marea-Britanie) produs din Humicola insolens, Depol 740L,
standardizat in activitatea feruoil-esterazica (36 FAE per gram). Orice alte enzime cu
aceleasi caracteristici pot fi folosite.

Suspensia este amestecata energic cu mixerul din doatarea echipamentului, si
incalzita pana la 60°C. Se mentine 5 ore. Se procedeaza la ultrasonicarea repetata,
cate 3 min la fiecare ora, cu o putere de 400 W — de exemplu cu VibraCell V505 (Sonic,
Newtown, CT, SUA).

Dupa 5 ore se opreste reactia de extractie enzimatica, iar materialul vegetal
extras enzimatic este supus extractiei in contracurent, prin aducerea peste materialul
vegetal suspendat de etanol 96%, in raport de 6 kg etanol 96% la 4 kg suspensie
apoasa, inchiderea capacului extractorului si conectarea lui la compresorul de aer,
etansarea tuturor coneziunilor si extractia in contracurent solid-lichid pe un extractor de
fluide subcritic (Timatic Mini, Spello), operat la 8 bari, la temperatura de 45°C, timp de
3 ore.

Materialului vegetal extras se separa de extractul alcoolic prin filtrare pe filtru cu
placi. Se concentreaza extractul etanolic, pana la 35% substantd uscata, cu
recuperarea etanolului, pe un evaporator rotativ sub vid (Rotavapor® R-300, Buchi,
Flavil). Se repeta etapele de mai sus de céte ori este nevoie pe acelasi tip de substrat
vegetal, pornind de la efectuarea unui spectru Raman, pentru a efectua un control
rapid preventiv, care sa permitd dozarea enzimelor de extractie in functie de activitatea
antioxidanta a substratului.

In extractul concentrat se determina prin lichid cromatografie de inalta presiune
continutul de acizi hidroxicinamici (Kammerer, Claus, Carle, & Schieber, 2004) si,
respectiv, resveratrol (Careri, Corradini, Elviri, Nicoletti, & Zagnoni, 2003) si activitatea
antioxidanta e captare a radicalului DPPH, 2,2-difenil-1-picrililhidrazil.

Compozitia de extract vegetal sinergic contine minimum 2,7 grame de
resveratrol, 12,2 grame de acizi hidroxicinamici totali si 18,3 grame oligozaharide
pectice la 100 ml extract etanolic concentrat si are o activitate antioxidanta de captare a
radicalului DPPH, 2,2-difenil-1-picrililhidrazil, de cel putin 3,5 mg echivalent Trolox per g
extract.

Exemplul 2. Se lucreaza ca in exemplu 1 cu urmatoarele diferente. Materialul
vegetal utilizat este pulbere de afine din care s-a extras sucul, pentru
activitatii antioxidante prin spectroscopie Raman se iau picurile de la 1
temperatura de extractie enzimatica este de 55°C.
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Exemplul 3. Se lucreaza ca in exemplu 1 cu urmatoarele diferente. Materialul
vegetal utilizat este reprezentat de mure din care s-a extras sucul.

Exemplul 4. Se lucreaza ca in exemplu 1 cu urmatoarele diferente. Materialul

vegetal utilizat este boasca de struguri.
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Revendicari

1. Compozitie de extract vegetal sinergic conform inventiei caracterizatd prin
aceea ca are un continut minim de 2,7 grame de resveratrol, 12,2 grame de acizi
hidroxicinarnici totali si 18,3 grame oligozaharide pectice la 100 ml extract etanolic
concentrat si are o activitate antioxidanta de captare a radicalului DPPH, 2,2-difenil-1-
picrililhidrazil, de cel putin 3,5 mg echivalent Trolox per g extract.

2. Procedeu de obtinere a compozitiei conform inventiei caracterizata prin aceea ca
este alcatuit din urmatoarele etape: macinarea umeda a materialului vegetal pana la
dimensiuni de 0,5 mm; extractia unei probe umede de 10-15 grame din materialului
vegetal supus extractiei, prin refluxare la Soxleth timp de 8 ore si determinarea activitatii
anti-oxidante de captare a radicalului DPPH, 2,2-difenil-1-picrililhidrazil; efectuarea unui
spectru Raman 532 nm si stabilirea relatiilor de proportionalitate intre picurile de la
1580-1610 cm™' si activitatea antioxidanti de captare a radicalului DPPH; adiugarea
peste materialul vegetal suspendat in raport de un kg la 10 kg apa, a unui amestec de
enzime, alcatuit din hidrolaze care actioneaza asupra polizaharidelor din peretele
celular si feruoil-esteraze, urmatd de extragerea asistatd enzimatic a materialului
vegetal in apa, timp de 5 ore la temperatura de 55-60°C si pH 6.0; ultrasonicarea
repetatd, cate 3 min la fiecare 30 min, cu o putere de 400 W, a substratului vegetal cu
enzime; aducerea peste materialul vegetal suspendat de etanol 96%, in raport de 6 kg
etanol 96% la 4 kg suspensie apoasa si extractia in contracurent solid-lichid pe un
extractor de fluide subcritic, operat la 8 bari, la temperatura de 45°C, timp de 3 ore;
separarea materialului vegetal de extractul alcoolic prin filtrare pe filtru cu placi;
concentrarea extractului etanolic, pana la 35% substantd uscatd, cu recuperarea
etanolului; repetarea etapelor de mai sus de cate ori este nevoie pe acelasi tip de
substrat vegetal, pornind de la efectuarea unui spectru Raman, pentru a efectua un
control rapid preventiv, care sd permitd dozarea enzimelor de extractie in functie de
activitatea antioxidanta a substratului.

3. Material vegetal utilizat in cadrul procedeului conform revendicarii 2, caracterizat
prin aceea ca este pulpa de catina din care s-a extras uleiul, pulpa de fructe de padure,
ca de ex. afinele sau murele din care s-a extras sucul, boasca de struguri.

4, Amestec de enzime conform revendicarii 2, caracterizat prin aceea
alcatuit din pectinaza si feruloil-esteraza, dozate ca 5 unitati pectinazice si d
unitati feruoil-esterazice la o activitatea antioxidantd de 1 mg echival

1]

substratului supus extractiei.
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