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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unor
extracte din frunze de Hedera helix cu utilizari in
industria farmaceutica. Procedeul, conform inventiiei,
consta in etapele: procesarea frunzelor uscate de
iedera prin spélare, uscare si maruntire mecanica pana
la dimeniuni mai mici de 350 pm, extractia prin mace-
rare la temperatura camerei timp de 3...6 h, urmatéa de
refluxare repetata timp de 2...7 hin prezenta de solventi
de extractie etanol 80% sau clorura de metilen, n
raport planta uscata: solvent de 1:10....1:30, separare

si concentrare extract, separarea fitocompusilor prin
eluare pe o coloana preparativa, colectarea unei fractii
bogata in glucide, respectiv a unei fractii bogata in
saponine, rezultand compusi din iedera sub forma de
pulberi avand proprietati imunostimulatoare si antiinfla-
matoare.
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Prezenta propunere de inventie se referd la un procedeu de obtinere a unor extracte din
frunze de Hedera helix sia compusilor biologic activi continuti respectiv saponine si glucide,
cu utilizdri in industria farmaceutica si medicind. Extractul ob{inut precum si compusii izolati
se prezintd sub formd de pulbere si au proprietdti biocompatibile, imunostimulatoare si
antiinflamatoare.

Iedera comuna (Hedera helix L.), care aparfine familiei Araliaceae, este o liand perend
lemnoasi de culoare verde, care poate fi gasitd in Furopa de Sud, de Vest si Centrald, Asia si
America de Nord. Hedera helix L. este bogatd in saponine triterpenice, precum: hederacozid
C, hederacozid D, hederacozid B, a-hederin i B-hederin. De asemenea, contine compusi
polifenolici (acizi fenolici, flavonoide, cumarine, antociani etc.), vitamine, steroizi, aminoacizi,
uleiuri volatile, poliacetilene si B-lectine (Evans W. C., Trease and Evans Pharmacognosy
16th ed. Elsevier Science limited, UK, 2009). Componenta principald din frunze Hedera helix
este saponina triterpenicd hederacozid C care, impreund cu o-hederin si agliconul lor
hederageninul sunt considerate a fi fitocompusi cu importantd activitate biologicd. Acesti
compusi sunt responsabili pentru activitdtile antimicrobiand, antiinflamatoare, antivirala,
antioxidanta, antidepresiva, antimorala si citotoxica ale iederei (Rodriguez-Hernandez D. et
al., Eur. J. Med. Chem. 10, 57, 2015; Al-Snafi A.E., IOSR J. Pharm., 8, 41, 2018; Barnes
L.A.J. et al., Advy. Integr. Med., 7,222, 2020).

in ultimii ani exista un interes crescut pentru dezvoltarea de metode de obtinere a
extractelor vegetale dar §i a constituentilor acestora. Interesul pentru aceste metode se bazeazi
in principal pe multitudinea de proprietdti biologice ale compusilor acestor extracte ca o
consecin{d a structurii chimice ale acestora.

Avand in vedere efectul benefic al compusilor bioactivi, pentru obtinerea extractelor
bogate in saponine au fost investigate metode de extractie diferite. Compusii cu proprietati
terapeutice din iederd pot fi obtinuti printr-o mare varietate de metode de extractie din materii
prime vegetale, descrise in domeniul prepardrii produselor farmaceutice. in literaturd sunt

raportate diverse metode conventionale, precum: macerare si Soxhlet sau extractia termici prin
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refluxare. Una dintre metodele de extractie ale principiilor active din iedera, prezente in
literatura stiintifica, a fost macerarea pértilor aeriene de H. helix in prezenta a diferiti solventi:
eter de petrol (40-60°C), cloroform, acetat de etil si metanol 80%. Fiecare extract a fost
concentrat prin evaporare pand la obtinerea extractelor crude, acestea fiind supuse unor analize
standard calitative in vederea identificarii prezentei urmatoarelor clase de fitocompusi:
carbohidrati, flavonoide, saponine, terpene, steroli si alcaloizi (Rashed K.N. et al., Topclass
J. Herb. Med., 2,223, 2013).
Intr-un alt studiu, frunzele de iedera spalate, uscate la 40°C si maruntite mecanic pana
la formarea unei pulberi, au fost supuse extractiei prin macerare cu metanol 99,8%, timp de 7
zile la temperatura camerei, urmatd de separarea saponinelor sub forma unui precipitat alb-
galbui prin precipitarea cu dietil eter (Hussien S.A. et. al., Iraqgi J. Pharm. Sci., 23, 33, 2014).
Izolarea saponinei hederagenin din frunze de Hedera helix a fost realizatd dintr-un extract
vegetal obtinut din frunze prin maceririi repetate in etanol 95% (v/v), la temperatura camerei,
cu agitare intermitentd, timp de 12 zile. Extractul etanolic a fost ulterior concentrat sub presiune
redusa si s-a izolat hederageninul prin precipitare cu acetonitril (Tatia R. si al., Rev.Chim., 70,
1157, 2019). De asemenea, s-au realizat studii in vederea evaludrii potentialului antitumoral al
unor fractii de extract din frunzele uscate de Hedera helix L. obfinut prin refluxare cu
etanol/apa 1:1, la 80°C, timp de 2 ore. Extractul concentrat a fost apoi fractionat prin tehnici de
cromatografie, iar fractiile rezultate au fost testate in vitro pe celule tumorale (Tatia R. et al.,
Scient. Bul. U.P.B., 87, 1454, 2021).
in literatura brevetelor s-a raportat o metoda de obtinere a unui extract din frunze de
iederd, utilizand vapori de apa pentru umflarea tesutului si ca agent de extractie etanol 30%, in
vederea utilizdrii acestuia ca produs farmaceutic avand in compozitie compusii saponinici
hederacozid C si a-hederin Intr-un raport optim care asigura stabilitate in timpul depozitarii
(Brevet BRPI 0414535B1/2019). Brevetul DE 30 25 223 A1 prezinti un preparat farmaceutic
pe baza de extract de iedera si un procedeu de obtinere a acestuia care foloseste ca solventi
acetond si metanol. Preparatul astfel obtinut are un coninut ridicat de hederacozid C, dar cu
stabilitate mai redusa existand posibilitatea hidrolizei acestuia la a-hederin. De asemenea au
fost descrise procedee de preparare a extractelor din frunze de iedera bogate in hederin C si
hederacozid C utilizAnd extractia Soxhlet. Procedeul se realizeaza in dous etape, respectiv in
prima etapa se obtine extractul bogat in hederin C si apoi extractul bogat in hederacozid C, care
se amestecd in proporiii bine stabilite (Brevet US 7 943 184 B2/ 2011). O metoda pentru
obfinerea unui extract din frunze de iederd folosind ca agenti de extractie amestecuri de

apd/alcooli in raport de 10/90 (g/g) si respectiv de 70/30 (g/g), in care extractul cuprinde o-
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hederin, a fost prezentatd in brevetul WO2004087183. Initial, o cantitate de frunze uscate de
iedera este maruntita, ulterior fermentata prin adiugare de apd, apoi extrasd prin addugarea

agentului de extractie si in final extractul este uscat.

in brevetul CN101157714A / 2007 este descrisi o compozitie obtinuti din extracte de
muguri florali de Lonicera fulvotomentosa din familia Lonicera, i triterpene provenite din
Hedera helix si o metoda de preparare a produsului obtinut prin hidroliza alcalind in vederea
utilizarii acestuia la prepararea de medicamente antitumorale. Au fost raportate si alte
compozitii farmaceutice pe bazi de iederd cum este cea prezentatd in brevetul EP 3 406 256
B1/2018, care contine pulbere uscatd brutd de Hedera helix si Pelargonium sidoides stabilizatd
ca medicament. De asemenea, brevetul KR 101387353B1/ 2014 descrie o compozitie care
cuprinde extractul din frunze de iedera si compusul izolat din acesta hederacozidul C, pentru
prevenirea si tratarea bolii virale gripale. Compozitia medicinala pentru tratamentul unei boli
infectioase contine pe langa combinatia dintre extractul de frunze Hedera helix sau
hederacozidul C si un agent antigripal, selectat dintre oseltamivir (Tamiflu), rinantadine,

rivaririn sau taribavirin.

Problema tehnicé pe care o rezolva prezenta propunere de inventie consta in obtinerea
unor extracte din frunze uscate de iederd cu un randament de extractie ridicat, printr-un
procedeu fezabil care combind macerarea tesutului vegetal cu refluxarea repetata si prezintd
avantajul ca realizeaz i separarea principalelor clase de compusi bioactivi continuti, respectiv
saponinele si glucidele care au efect terapeutic de compensare a deficientelor imunititii
organismului. In plus, procedeul de extractie din prezenta propunere de inventie foloseste
solventi mai putin toxici care nu degradeazi compusii bioactivi i care sunt testati din punct de
vedere al proprietétilor biologice (biocompatibilitate, imunostimulatoare, antibacteriand) prin

experimente in vitro pe culturi de celule folosind linii celulare stabilizate.

Procedeul de obtinere al extractelor si compusilor bioactivi cu proprietiti
imunostimulatoare si antiinflamatoare din frunze de Hedera helix (iedera), conform inventiei,
constd in aceea cd prezintd urmatoarele etape: a) procesarea materialului vegetal care consti in
spalarea cu apd a frunzelor de iederd pentru indepirtarea impuritatilor, uscarea acestora la
temperaturi sub 50 °C si maruntirea mecanici la dimensiuni mai mici de 350 pm; b) obtinerea
extractului vegetal utilizind o metodd combinati, respectiv extractia prin macerare la
temperatura camerei timp de 3...6 ore, urmata de refluxare repetata timp de 2...7 ore folosind

pentru fiecare metoda la alegere unul dintre urmatorii solventi de extractie: etanol 80%, apa
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sau clorurd de metilen, refluxarea realizandu-se la temperatura de fierbere a solventului iar
raportul planti uscatd/solvent variazi in domeniul 1:10...1:30; ¢) separarea extractului obtinut
de tesutul neextras al materialului vegetal prin filtrare la vid ; d) concentrarea extractului cu
ajutorul unui rotavapor si uscarea acestuia prin evaporarea solventului la temperatura de
40...60°C; e) separarea fitocompusilor din extract pe o coloana preparativda C18 ( silicagel cu
dimensiunile particulelor de 0,04...0,06 mm) folosind doud sisteme de elutie: I) 2...10 parti de
amestec etanol- apa 20/80 ( g/g) si o parte acid acetic 0,5% si II) 2...10 parti de amestec etanol-
apa 90/10 (g/g) si o parte acid acetic 0,5%. Aceastd etapd necesitd urmétoarele operatii:
pregatirea coloanei preparative prin spalari repetate cu etanol 96% si conditionarea acesteia cu
un amestec de etanol:apa (1:4) si acid acetic 0,5%; pregatirea probei de extract prin dizolvarea
extractului concentrat in apa distilatd, in raport extract/ apa de 1:10...1:20 (g/g) peste care se
adaugd 10 parti amestec format din etanol :apa (1:4) si acid acetic 0,5 % ; incarcarea probei pe
coloand urmata de elutia cu sistemul de elutie I si colectarea fractiei 1, de culoare bruna care
este bogata 1n glucide ( minim 80%), apoi se eface elutia cu sistemul de elutie I1 si se colecteaza
fractia 2, de culoare galben intens, bogatd in saponine (minim 70%); f) uscarea fractiilor

colectate prin evaporare la temperatura de 40 — 60 °C si depozitarea lor la rece.

Procedeul de obtinere al extractului si compusilor bioactivi de iederd in conformitate

cu prezenta inveniie, are urmitoarele avantaje:

- procedeul de obtinere este simplu si nu necesita aparatura complexa;

- solventii utiliza{i pentru extractie sunt neagresivi pentru organism si se folosesc
relativ In cantitati mici;

- durata etapelor procedeului este relativ mica iar consumul de energie este scazut;

- atat extractul cat si glucidele §i saponinele ofinute, conform acestui procedeu,
prezinta stabilitate In timp i nu sunt toxici pentru organism;

- extractul de iederd precum si compusii bioactivi separati sunt biocompatibili,
stimuleazd cresterea celulelor sistemului imunitar §i prezintd activitate

antiinflamatoare;

Prezenta propunere de inventie este ilustrata prin urmitoarele exemple:
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Exemplul 1
Etapa I Obtinerea extractului de iederd

Se ia o cantitate de 1kg de material vegetal format din frunze de Hedera helix. L., care
se spald intens cu apd pentru indepértarea impuritétilor, se usuci la etuvi la o temperaturd de
40 °C si apoi se mirunteste tesutul uscat la dimensiuni mai mici de 315um. Din cantitatea
obtinutad de frunze uscate si miruntite se cantaresc 10 g care se macereazi la temperatura
camerei cu agitare intermitentd timp de 6 ore, folosind ca solvent etanol 80% in raport de 1:20
material vegetal:solvent.

Apoi, amestecul macerat se refluxeazi timp de 3 ore, folosind ca solvent 20 volume de
etanol 80%, la temperatura de fierbere a solventului. Extractul etanolic de culoare verde obtinut
se filtreaza la vid, volumul de extract se colecteazi intr-un balon de distilare. Peste materialul
vegetal ramas se adauga acelasi volum de solvent si se continui refluxarea in acelasi conditii.
Se repetd aceastd operatie inca de doui ori, dupa care extractele reunite se filtreaza si apoi se
concentreazi la rotaevaporator prin evaporarea solventului la temperatura de 50 °C, cand se
obtine extractul uscat ce contine 38,4% glucide si 14,5% saponine.

Etapa II. Izolarea fitocompugilor din extractul de iederd

Separarea fitocompusilor din extract se realizeaza prin eluarea extractului ob';inﬁt pe o
coloana preparativa C18 umpluta cu silicagel (SGEC -060-500) cu dimensiunile particulelor
de 0,04...0,06 mm. Initial, se spala coloana, de cel putin 4 ori, cu o solutie de etanol 96% si
apoi se conditioneazi cu un amestec de S mL etanol-apa in raport de 1:4 si 1mL acid acetic
0,5%.

Separat se pregiteste proba de elutie prin dizolvarea unei cantitigi de 1g extract vegetal
concentrat in 10 mL apa distilatd, dupa care peste solufia obtinutd se adauga 10 mL amestec
format din etanol :apa (1:4) si 1mL acid acetic 0,5 %. Se incarca proba pe coloani si apoi se
elueaza cu sistemul de elutie I, format din 9 mL amestec de etanol-apa 20/80 (g/g) si 1mL acid
acetic 0,5%. Dupa care, se colecteaza sub vid fractia 1, de culoare bruna care contine 83,30 %
glucide. Se elueaza apoi cu sistemul de elutie II, format din 10 mL amestec de etanol :apa 90/10
(g/g) si 1mL acid acetic 0,5% si se colecteaza fractia 2, de culoare galben intens care contine
70,9 % saponine. Cele doua fractii colectate se usuca prin evaporare la 60°C si se depoziteaza
la rece.

Atat extractul obtinut cat si fractiile 1 §i 2, izolate conform acestui exemplu, au fost

testate in vitro pentru evaluarea proprietatilor biologice.
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Exemplul 2

Procesarea materialului vegetal, respectiv spalarea, uscarea $i maruntirea, este similard
cu cea prezentatd in exemplul 1. Obtinerea extractului de frunze de iederd se realizeaza prin
macerare la temperatura camerei cu agitare intermitentd, timp de 5 ore, folosind ca solvent apa
distilata in raport de 1:30 material vegetal:solvent. Apoi, amestecul macerat se refluxeaza timp
de 5 ore, folosind ca solvent 30 volume de apa distilata, la temperatura de 100°C. Se repeti
operatia de refluxare de 4 ori dupi care se amestecd toate volumele de extract §i apoi extractul
etanolic colectat, de culoare verde, se filtreaza la vid, pentru indepartarea materialului vegetal
epuizat. Se concentreaza filtratul la rotaevaporator, dupd care concentratul obtinut se evapora
la cald, la temperatura de 40 °C, obtinand astfel extractul uscat.

Etapa ulterioara de separare a fitocompusilor din extractul de iederd obtinut precum §i
uscarea fractiilor izolate este similara cu cea prezentatd in exemplul 1.

Exemplul 3

Procesarea materialului vegetal, respectiv spalarea, uscarea i méruntirea, este similara
cu cea prezentatd in exemplul 1. Se iau 10 g frunze uscate de iedera si se supun operatiei de

macerare la temperatura camerei, cu agitare intermitenta, timp de 6 ore, folosind ca solvent apa

distilatd, in raport de 1:25 material vegetal: api distilati. Extractia continuud prin refluxare,

folosind clorura de metilen, la temperatura de fierbere a solventului, timp de 6 ore. Apoi se
repetd operatia de refluxare de 2 ori, dupa care se amesteca volumele de extract obtinute la
refluxare. Volumul total de extract de culoare verde obtinut, se filtreazid la vid pentru
indepéartarea materialului vegetal reziduual §i se concentreaza cu ajutorul unui rotaevaporator,
iar solufia concentrata obiinut este evaporati la cald la 60 °C, pentru a se obtine extractul
uscat.

Separarea fitocompusilor din extractul de iederd uscat obtinut precum si uscarea

fractiilor izolate este similard cu cea prezentatd in exemplul 1.
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Caracterizarea biologici a probelor a constat in evaluarea biocompatibilitétii in vitro
a extractului de iedera obtinut (Extr) si a fractiilor 1 si 2 bogate in glucide Fr.1(Glu) si respectiv
saponine Fr.2(Sap) precum si evidentierea efectului lor asupra celulelor imune si testarea

activitatii antioxidante.

Biocompatibilitatea in vitro a fost evaluata pe linia celulara stabilizata de tip fibroblaste
de soarece NCTC (clona 1.929), experimentele realizandu-se prin metoda contactului direct in
conformitate cu standardul SR EN ISO 10993-5:2009. Dupa cultivarea celulelor in prezenta
probelor la concentratii cuprinse in domeniul 10-600 pg/mL, timp de 48 de ore, s-a determinat
viabilitatea celulara prin metoda spectofotometricda MTT, care evalueaza activitatea metabolica
a celulelor vii. Rezultatele valorilor viabilitagii fibroblastelor in prezenta variantelor de probe
testate, comparativ cu martorul netratat (mediul de culturd) prezentate in tabelul 1 au evidentiat

efectul biocompatibil al variantelor testate la toate concentratiile de proba (valori mai mari de
80%).

Viabilitatea celulelor NCTC tratate cu extractul de iederd §i compusii glucidici si

saponinici, timp de 48 de ore.

Tabel 1.
Concentratie Viabilitate celulari fibroblaste NCTC (%)
testatd Extr. Fr. 1 (Glucide) Fr. 2 (Saponine)
10 pg/mL 101.76 112.57 103.80
100 pg/mL 113.57 109.75 101.87
200 pg/mL | 104.01 107.57 100.12
| 400 pg/mL | 103.68 106.28 98.13
| 600ppg/mL | 89.17 | 9639 8739 |

in domeniul de concentratii de 10-400 pg/mL atat extractul cat si fractiile separate au
avut efect de biostimulare asupra proliferdrii celulelor (valori mai mari decat martorul),

exceptie facand fractia de saponine la concentratia de 400 pg/mL.

Evidentierea efectului imunostimulator s-a efectuat prin testarea in vitro a probelor pe
o linie celulard de macrofage umane RAW264.7 si determinarea viabilitatii celulare prin
metoda cantitativi MTT. Celule RAW 264.7 aflate in fazi de subconfluentd la 24 ore de
cultivare, au fost puse in contact cu concentratii de extract de iedera si fractii izolate variind
intre 10— 600 pg/mL, dupa care s-a realizat incubarea timp de 48 ore. Rezultatele obtinute
demonstreaza efectul imunostimulator al tuturor celor trei probe, cu viabilitatii celulare mai

mari de 100%, respectiv valori cuprinse intre 100,23 — 117,38 %, pe intreg intervalul de
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concentratii testate (Fig.1). S-a observat ca fracfia bogata in glucide (Fr.1 Glu) a generat un

efect imunostimulator superior celorlalte doud probe la toate concentratiile testate.

Testarea activitdtii antiinflamatoare s-a realizat pe un model experimental in vitro
folosind o linie celulard umand de monocite leucemice THP-1, stimulate cu substanta
inflamatoare LPS (lipopolizaharid bacterian). Celulele au fost apoi tratate cu probele de
interes, extractul vegetal, fractiile de glucide si saponine, in diferite concentratii (10, 200, 400
si 600 pg/mL) timp de 18 ore. Mediile de culturd au fost prelevate, centrifugate §i analizate
prin determinarea continutului acestora in citokinele TNF-a, si IL-8 prin tehnica ELISA.

Datele obtinute au aratat ca celulele tratate cu extract de iedera dar si cu fractiile de
glucide si saponine au secretat o cantitate mai scazuta de citokine pro-inflamatorii [L-8 gi TNF-
a comparativ cu martorul stimulat cu LPS i netratat, la toate concentratiile de probe testate
(Fig. 2). S-a observat o scadere a productiei de 1L-8, mai ales in cazul tratamentului cu fractia
de saponine cand s-a obtinut o inhibare de ~ 68 % comparativ cu extractul (~ 47 %) si fractia
de glucide (~ 44 %) (Fig. 2A). Cel mai bun efect inhibitor al secretiei TNF-o. s-a inregistrat la
concentrafia de 600 pug/mL pentru fractia de saponine (~90 %) comparativ cu extractul de
iederd (~ 42 %) si fractia de glucide (~ 27 %) (Fig. 2B). Aceste rezultate demonstreazi efectul

antiinflamator al tuturor probe analizate in special la concentratiile mari testate.
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RO 138084 A2

REVENDICARE

Procedeul de . obtinere al extractelor si compusilor bioactivi cu proprietdti
imunostimulatoare si antiinflamatoare din frunze de Hedera helix (iederd), caracterizat prin
aceea cd prezintd urmitoarele etape: a) procesarea materialului vegetal care constd in spédlarea
cu api a frunzelor de iederd pentru indepiartarea impuritatilor, uscarea acestora la temperaturi
sub 50 °C si maruntirea mecanica la dimensiuni mai mici de 350 pm; b) obtinerea extractului
vegetal utilizand o metodd combinati, respectiv extractia prin macerare la temperatura camerei
timp de 3...6 ore, urmata de refluxare repetata timp de 2...7 ore folosind pentru fiecare metoda
la alegere unul dintre urmatorii solventi de extractie: etanol 80%, apa sau clorura de metilen,
refluxarea realizdndu-se la temperatura de fierbere a solventului iar raportul plantd
uscatd/solvent variazd in domeniul 1:10...1:30; c) separarea extractului obtinut de tesutul
neextras al materialului vegetal prin filtrare la vid ; d) concentrarea extractului cu ajutorul unui
rotavapor §i uscarea acestuia prin evaporarea solventului la temperatura de 40...60°C; e)
separarea fitocompugilor din extract pe o coloana preparativd C18 ( silicagel cu dimensiunile
particulelor de 0,04...0,06 mm) folosind doua sisteme de elutie: 1) 2...10 parti de amestec
etanol- apa 20/80 ( g/g) si o parte acid acetic 0,5% si II) 2...10 parti de amestec etanol- apa
90/10 (g/g) si o parte acid acetic 0,5%. Aceastd etapd necesitd urmatoarele operatii: pregitirea
coloanei preparative prin spilari repetate cu etanol 96% si conditionarea acesteia cu un amestec
de etanol:api (1:4) si acid acetic 0,5%; pregitirea probei de extract prin dizolvarea extractului
concentrat in apd distilatd, in raport extract/ apa de 1:10...1:20 (g/g) peste care se adaugi 10
parti amestec format din etanol :apa (1:4) si acid acetic 0,5 % ; incdrcarea probei pe coloana
urmata de elutia cu sistemul de elutie I si colectarea fractiei 1, de culoare bruni care este bogati
in glucide ( minim 80%), apoi se eface elutia cu sistemul de elutie II si se colecteaza fractia 2,
de culoare galben intens, bogata in saponine (minim 70%); f) uscarea fractiilor colectate prin

evaporare la temperatura de 40 — 60 °C si depozitarea lor la rece.
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