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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unei
compozitii sinergice de polifenoli pentru realizarea unor
mucoaselor. Procedeul, conform inventiei, consta in
etapele:macinare a materialului vegetal, substrat epui-
zat de la cultivarea ciupercilor din genul Pleurotus,
adaugare a unei solutii de etanol 50%, extractia in con-
tracurent solid-lichid, separarea materialului vegetal
extras, adaugarea unei solutii de enzime, extragerea
asistatéd enzimatic a materialului vegetal, inactivarea
enzimelor, adaugare de NaOH pentru extractia totala a

acizilor hidroxicinamici, reluarea reziduului sec intr-o
solutie de etanol 50%, determinarea concentratiei de
flavonoide totale si de acizi hidroxicinamici, ameste-
carea n raport o parte flavonoiode la 2 parti acizi
hidroxicinamici si uscarea lor la sec, rezultdnd o com-
pozitie care prezinta o activitate antioxidanta de captare
a radicalului 2,2-difenil-1-picrililhidrazil (DPPH) de cel
putin 2,8 mg echivalent Trolox per g extract.
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Prezenta inventie se refera la o compozitie sinergica de polifenoli, pe baza de
acid ferulic si/sau acizi hidroxicinamici inruditi si flavonoide, pentru realizarea de
procedeu de obtinere a acestei compozitii.

Sunt cunoscute diferite compozitii sinergice pe baza de acid ferulic si/sau acizi
hidroxicinamici inruditi si flavonoide si, eventual, alte ingrediente. Brevetul KR
102182794 B1 prezintd o metoda de obtinere a unei compozitii de resveratrol si acid
ferulic acid prin emulsifiere ultrasonica si injectie de gaz sub presiune.

Brevetul US 9072919 B2 descrie o compozitie cosmetica apoasa de ingrijire a
pielii care cuprinde apa si (a) aproximativ 0,1% pana la aproximativ 10% din cel putin un
flavonoid selectat din grupul constand din baicalind si taxifolin; (b) aproximativ 0,1%
pana la aproximativ 10% acid ferulic; (c) aproximativ 0,1% péana la aproximativ 10% din
cel putin un antioxidant suplimentar selectat din grupul constand din Vitamina C si
resveratrol; si (d) aproximativ 0,1% péna la aproximativ 10% din cel putin un hidrotrop
selectat din grupul constand din cofeina si nicotinamida. Componentele (a) pana la (d)
se afla in rapoarte sinergice pentru a produce activitate antioxidanta sinergica.

Cererea de brevet WO2020104533A1 se refera la utilizarea unei compozitii care
include compusi bioactivi extrasi din Vitis vinifera si Vaccinium angustifolium, amestecul
cuprinzand: cel putin 1% catehine si / sau epicatechine, procentul fiind raportat la
greutatea totald a amestecului; sunt considerate necesare cel putin 5 ppm (parti per
milion in amestec) de acid ferulic si cel putin 200 ppm de resveratrol, ca doza unicé la
oameni sau animale, pentru a imbunétati sau a mentine functiile cognitive.

in general compozitile sunt obtinute prin extragerea diferitelor substrate
vegetale, purificarea avansatd a ingredientelor si apoi recombinarea lor in diferite
proporti. De exemplu acidul ferulic si/sau acizii hidroxicinamici inruditi, una din
componentele compozitilor sinergice care contin si resveratrol, este extras din diferite
substrate vegetale. Cererea de brevet W0O2021011810 A1 prezintd un proces pentru
extractia reactivad si purificarea ulterioard a moleculelor organice din biomaséa, 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 de 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
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extract degresat, efectuarea trans-esterificarii sau hidrolizei extractului degresat si
efectuarea purificarii prin adsorbtie a acidului ferulic, acidului cumaric, ferulatului sau
cumaratului sau o combinatie a acestora.

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 alta 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.

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
cunoscutd proprietate emergentd este sinergia, adicd imbunatatirea reciproca a
activitatilor biologice ale diferitelor ingrediente biologic active. in general, componentele
extrase sunt mai active in combinatiile lor naturale fatd de compusii extrasi. Exemplele
ilustrative de produse cornplexe sunt medicamentele utilizate in medicina chineza. De
exemplu, in cazul produsului ShenKang, s-a demonstrat existenta unei combinatii
sinergice de polifenoli (Xu et al., 2017).

Pentru a mentine rapoartele existente in materialele naturale cererea de brevet
RO135149 AQ prezinta un procedeul alcatuit din urmatoarele etape: macinarea umeda
a materialului vegetal, determinarea activitatii antioxidante de captare a radicalului 2,2-
difenil-1-picrililhidrazil (DPPH), fatd de care se dozeaza un amestec de enzime de
extractie format din pectinaza si feruloil-esteraza, ultrasonicare repetata a substratului
vegetal cu enzime, urmatd de extractia sub-criticA in contra-curent, separarea
materialului vegetal de extractul alcoolic i concentrarea pana la 35% substanta uscata
cu recuperarea etanolului, din care rezultd un extract avand un continut minim de 2,7 g
resveratrol, 12,2 g acizi hidroxicinamici totali si 18,3 g oligozaharide pectice la 100 ml
extract etanolic concentrat si o activitate antioxidanta de captare a radicalului DPPH de

cel putin 3,5 mg echivalent Trolox per g extract.
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Dezavantajul acestui procedeu este ca este aplicabil doar combinatiilor de
cornpusi cu solubilitatea ridicata in medii apoase.

Acizii hidroxicinamici au atat aplicatii cosmeceutice (Taofiq, Gonzalez-Paramas,
Barreiro, & Ferreira, 2017), cat si aplicatii nutraceutice (Silva & Batista, 2017). Efectele
lor benefice depind insd de biodisponbilitatea lor, dependenta si de solubilitatea /
dispersabilitatea lor in apa (Liu et al.,, 2020). Si in cazul flavonoidelor activitatea
biologica depinde de cresterea solubilitatii si/sau a dispersibilitatii lor in apa (Goncalves
et al., 2015),

Prezenta inventie se refera la o compozitie sinergica, pe baza de acid ferulic
si/sau acizi hidroxicinamici inruditi si flavonoide, care este obtinuta printr-un procedeu
care sa asigure o buna dispersabilitate si care sa nu implice separarea si purificarea
avansata a principalelor componente si apoi recombinarea lor.

Compozitia de polifenoli sinergici contine 2,4 grame de flavonoide totale,
exprimate ca echivalent quercitina si 7,2 grame de acizi hidroxicinamici totali, exprimati
ca echivalent acid clorogenic, si are o activitate antioxidanta de captare a radicalului
DPPH, 2,2-difenil-1-picrililhidrazil, de cel putin 2,8 mg echivalent Trolox per g extract.

Procedeul de obtinere a compozitiei de mai sus este alcatuit din urmatoarele
etape:

v Macinarea materialului vegetal, substrat epuizat de la cultivarea ciupercilor din
genul Pleurotus, pana la dimensiuni de 0,5 mm;

v Aducerea peste materialul vegetal macinat a unei solutii de etanol 50%, in raport
de 1 litru etanol 50% la 100 g material vegetal macinat 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 Aducerea peste materialul vegetal extras a 1000 ml apa si a unui amestec de
enzime, alcatuit din hidrolaze care actioneaza asupra polizaharidelor din peretele
celular, urmata de extragerea asistatd enzimatic a materialului vegetal in apa, timp de
12 ore la temperatura de 55°C si pH 6.0;

v Inactivarea enzimelor, racirea materialului vegetal si adaugarea de hidroxid de
sodiu pana la atingerea unei concentrati de 1M pentru extractia totald a acizilor
hidroxicinamici din matricea extracelulara lignocelulozica, prin agitare la temperatura
camerei si la 100 rpm timp de 2 ore;

v Extractia acizilor hidroxicinamici in acetat de etil, aplicat in raport de minim 1 mi

acetat de etil la 1 ml de dispersie apoasa, timp de 10 min, la temperatura camerei;
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v Separarea solutiei de acetat de etil, evaporarea ei la sec sub vid, cu recuperarea
acetatului de etil si reluarea reziduului sec intr-o solutie de etanol 50°C, in raport de 1
gram reziduu la 100 ml etanol;

v Determinarea concentratiei de flavonoide totale din primul extract alcoolic si a
continutului de acizi hidroxicinamici totali in cel de-al doilea extract, amestecarea lor in
proportie de 1 parte flavonoide la 2 parti acizi hidroxicinamici si uscarea lor la sec.

In cadrul procesului de mai sus detaliile specifice sunt urmatoarele.

Amestecul de enzime care actioneaza asupra polizaharidelor din peretele celular
este alcatuit din pectinaza, B-glucanaza si beta-glucozidaza, dozate ca 2500 unitati
pectinazice, 75 unitati B-glucanazice si 100 unitati beta-glucozidazice la 1 kg material
vegetal supus extractiei.

Prezenta inventie prezintd urmatoarele avantaje:

v Permite formarea unei compozitii sinergice datorita biodisponibilitatii crescute ca
urmare a efectului hidrotrop al ferulatului de sodiu format in timpul extractiei alcaline

v Elibereazd cantitdti semnificative de acid ferulic / acizi hidroxicinamici din
materialul vegetal ca urmare a activitatii specifice a amestecului de enzime;

v Extrage si concentreaza ingredientele active care actioneaza sinergic fara a mai
fi nevoie de separarea compusilor, purificarea lor avansatéa si apoi recombinarea lor

In continuare se prezintd un exemplu de realizare care ilustreaza inventia fara a
limita domeniul ei de aplicare.

Exemplul 1. Materialul vegetal uscat, substrat epuizat de la cultivarea ciupercilor
din genul Pleurotus, este macinat pe o moara cu cutite (Willey model 4, Thomas,
Thermo Fischer, Waltham, MA, SUA), prevazuta cu o sitd de 0,5 mm. 100 g de substrat
epuizat macinat este adaugat in vasul de extractie de 2 litri al unui extractor sub-critic
contra-curent (Timatic Micro, Spello, ltalia). Peste cele 100 grame pulpa se adauga 1
litru de alcool etilic. Materialul vegetal este supus extractiei in contracurent, prin
inchiderea capacului extractorului si conectarea lui la compresorul de aer, etansarea
tuturor conexiunilor si extractia in contracurent solid-lichid in conditii subcritice, date de
operarea la 8 bari si la temperatura de 45°C, timp de 3 ore. Materialului vegetal extras
se separa de extractul alcoolic prin filtrare pe filiru cu placi. Se concentreaza extractul
etanolic, pana la 35% substanta uscatd, cu recuperarea etanolului, pe un evaporator
rotativ sub vid (Rotavapor® R-300, Buchi, Flavil, Elvetia).

Materialul vegetal extras se trece intr-un balon de reactie cu trei gaturi. Se aduc
peste materialul vegetal 1000 ml apa pura. Peste cele 100 grame de material vegetal
extras se aduce un amestec de enzime care contine 250 unitati pectinazice (PNGU),
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7,5 unitdti B-glucanazice (BGUX) si 10 unitdti beta-glucozidazice. Se continua
extragerea asistatd enzimatic a materialului vegetal in apa, timp de 12 ore la
temperatura de 55°C si pH 6.0.

Un exemplu de amestec de enzime comerciale care se poate folosi pentru
procesul de extractie de mai sus este Vinotaste Pro (Novozyme, Bagsveerd,
Danemarca), care este un amestec complex de enzime litice, produs de tulpini selectate
de Trichoderma harzianum si Aspergillus niger, si care are o activitatea pectinazica de
2500 unitati pectinazice (PNGU) si activitate exo-B-(1,3)-glucanazica (EC3.2.1.56) si
endo-B-(1,3)-glucanazica (EC 3.2.1.6) de 75 unitati glucanazice (BGUX) per gram. 1
unitate pectinazica PNGU este definita ca acea cantitate de enzima care elibereaza 1,0
pmol de acid galacturonic din acid poligalacturonic pe ora la pH 4,0 si 25°C. O unitate
glucanazica BGUX este definitd ca fiind cantitatea de enzima necesara pentru a
produce 1 umol de glucoza pe minut dintr-o solutie care contine 2,5 g/l laminarina, la pH
5,5 si la temperatura de 45°C. Un alt preparat enzimatic, de beta-glucozidaza (EC
3.2.1.21) din drojdii de vinificatie, care se foloseste este Zymovarietal Aroma (Sodinal,
Bucuresti, Romania). Acest preparat are o activitate de 100 unitati beta-glucozidazice
per gram de preparat. O unitate beta-glucozidazica este definita ca fiind cantitatea de
enzima necesara pentru eliberarea a 1 ymol de p-nitrofenol pe minut din p-nitrofenil-p-
D-glucopiranozid (pNPG) (5 mM) in tampon 100 mM acetat de sodiu, pH 4,5 la 23°C.
Se poate folosi orice fel de amestec similar de preparate enzimatice, cu aceleasi
caracteristici, un astfel de cocktail enzimatic actionand asupra peretilor celulari vegetali.

Dupa 12 ore se incalzeste materialul vegetal pana la 90°C, se mentine timp de 5
min pentru inactivarea enzimelor, si se raceste materialul vegetal la temperatura
camerei. Se adauga 500 ml de hidroxid de sodiu 3 M peste cei 1000 ml de mediu apos,
pana la atingerea unei concentratii de 1 M si se mentine sub agitare timp de 2 ore la
temperatura camerei pentru extractia totala a acizilor hidroxicinamici din matricea
extracelulara lignocelulozica.

Cei 1500 ml de extract alcalin se extrag in portii de cate 250 ml cu cate 250 mi
de acetat de etil. Se agita in palnie de separare de 1 litru timp de 10 min, la temperatura
camerei. Se separa stratul apos de cel de acetat de etil. Solutiile de acetat de etil se
reunesc si se concentreaza la sec pe un evaporator rotativ sub vid (Rotavapor® R-300,
Buchi, Flavil). Rezulta 0,56 grame de reziduu, care se reiau in 56 ml alcoolic etilic 50%

in primul extract alcoolic se determina concentratia de flavonoide totale, prin
metoda de complexare a aluminiului (Pekal & Pyrzynska, 2014). In cel de-al doilea

extract alcoolic se determina acizii hidroxicinamici liberi, cu ajutorul sistemului
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cromogen HCI-NaNO2—NazMoOs—NaOH (Stefan, Vukovi¢ Rodriguez, Blazekovié, Kindl, ZZ
& Vladimir-Knezevi¢, 2014). Se amesteca in proportie de 1 parte flavonoide la 3 parti
acizi hidroxicinamici. In extract se determina activitatea anti-oxidanta de captare a
radicalului DPPH, 2,2-difenil-1-picrililhidrazil printr-o metoda cunoscuta (Sharma & Bhat,
2009) si se exprima ca echivalent Trolox per g extract. Extractul se usuca prin liofilizare
si se depoziteaza in sticla bruna la frigider.

Compozitia de extract vegetal sinergic contine 2,4 grame de flavonoide totale,
exprimate ca echivalent quercitina si 7,2 grame de acizi hidroxicinamici totali, exprimati
ca echivalent acid clorogenic, si are o activitate antioxidantd de captare a radicalului
DPPH, 2,2-difenil-1-picrililhidrazil, de cel putin 2,8 mg echivalent Trolox per g extract.

Compozitia are un efect de stimulare a repararii celulare si un efect anti-

microbian fatd de microorganismele care produc filme disbiotice pe mucoase.
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Revendicari

1. Compozitia de polifenoli sinergici conform inventiei caracterizata prin aceea
ca are un continut de 2,4 grame de flavonoide totale, exprimate ca echivalent
quercitind si 7,2 grame de acizi hidroxicinamici totali, exprimati ca echivalent acid
clorogenic, si are o activitate antioxidantd de captare a radicalului DPPH, 2,2-difenil-
1-picrililhidrazil, de cel putin 2,8 mg echivalent Trolox per g extract.

2. Procedeul de obtinere a compozitiei conform inventiei caracterizat prin aceea
ca este alcatuit din urmatoarele etape: macinarea materialului vegetal, substrat
epuizat de la cultivarea ciupercilor din genul Pleurotus, pana la dimensiuni de 0,5 mm;
aducerea peste materialul vegetal méacinat a unei solutii de etanol 50%, in raport de 1
litru etanol 50% la 100 g material vegetal mécinat 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; aducerea peste materialul vegetal extras a 1000 ml apé si a unui amestec de
enzime, alcatuit din hidrolaze care actioneaza asupra polizaharidelor din peretele
celular, urmata de extragerea asistata enzimatic a materialului vegetal in apa, timp de
12 ore la temperatura de 55°C si pH 6.0; inactivarea enzimelor, racirea materialului
vegetal si addugarea de hidroxid de sodiu pana la atingerea unei concentratii de 1M
pentru extractia totald a acizilor hidroxicinamici din matricea extracelulara
lignocelulozica, prin agitare la temperatura camerei si la 100 rpm timp de 2 ore;
extractia acizilor hidroxicinamici in acetat de etil, aplicat in raport de minim 1 ml acetat
de etil la 1 ml de dispersie apoasa, timp de 10 min, la temperatura camerei; separarea
solutiei de acetat de etil, evaporarea ei la sec sub vid, cu recuperarea acetatului de
etil si reluarea reziduului sec intr-o solutie de etanol 50°C, in raport de 1 gram reziduu
la 100 ml etanol; determinarea concentratiei de flavonoide totale din primul extract
alcoolic si a continutului de acizi hidroxicinamici totali in cel de-al doilea extract,
amestecarea lor in proportie de 1 parte flavonoide la 2 parti acizi hidroxicinamici si
uscarea lor la sec.

3. Procedeul de obtinere a compozitiei conform revendicarii 2 caracterizat prin
aceea ca amestecul de enzime care actioneaza asupra polizaharidelor din peretele
celular este alcatuit din pectinaza, p-glucanaza si beta-glucozidaza, dozate ca 2500
unitati pectinazice, 75 unitati B-glucanazice si 100 unitati beta-glucozidazice la 1 kg
material vegetal supus extractiei.
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