MD 4299 B1 2014.08.31

MD 4299 B1 2014.08.31

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuali

an 4299 13 B1

(51) Int.ClL: CO7C 37/68 (2006.01)

AGIK 31/05 (2006.01)
AGIK 36/52 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

In termen de 6 luni de la data publicirii mentiunii privind hotirirea de acordare a brevetului de
inventie, orice persoana poate face opozitie la acordarea brevetului

(21) Nr. depozit: a 2013 0065
(22) Data depozit: 2013.09.16

(45) Data publicarii hotararii de

acordare a brevetului:
2014.08.31, BOPI nr. 8/2014

(71) Solicitant: INSTITUTUL DE GENETICA SI FIZIOLOGIE A PLANTELOR AL ACADEMIEI

DE STIINTE A MOLDOVEI MD

(72) Inventator: IVANOVA Raisa, MD

(73) Titular: INSTITUTUL DE GENETICA, FIZIOLOGIE SI PROTECTIE A PLANTELOR AL
ACADEMIEI DE STIINTE A MOLDOVEI, MD

(54) Procedeu de obtinere a compusilor antioxidanti din pielitd de miez de nuca

(Juglans regia L.)

(57) Rezumat:
1
Inventia se referd la un procedeu de

obtinere a compusilor antioxidanti din pielitd
de miez de nucd (Juglans regia L.) si poate fi
utilizata in industria alimentard, medicind si
cosmetologie.

Procedeul, conform inventiei, constd in
aceea ca se separd pielita de miezul de nucd, se
usucd pand la umiditatea de 6...8%, se macina,

se macereaza pulberea obtinuta cu solutie de

2
alcool etilic de 20...70%, luate in raport de

1 : 20 respectiv, la temperatura de 15...30 C,
cu agitare permanenta pana la continutul total
de substante polifenolice in reziduul uscat al
extractului de cel putin 50%, apoi faza lichida
a extractului se separd prin centrifugare la
10000 rot/min timp de 15 min sau prin
decantare si filtrare.

Revendicari: 1




(54) Process for producing antioxidant compounds from walnut kernel skin

(Juglans regia L.)

(57) Abstract:
1
The invention relates to a process for

producing antioxidant compounds from walnut
kernel skin (Juglans regia L.) and can be used
in the food industry, medicine and
cosmetology.

The process, according to the invention,
consists in that is separated the skin from the
kernel, is dried to a humidity of 6...8% and

milled, is macerated the resultant powder with

2
20...70% ethyl alcohol solution, taken in the

ratio of 1: 20 respectively, at a temperature of
15...30°C, with constant stirring to the total
content of polyphenolic substances in the dry
residue of the extract of at least 50%, then the
liquid phase of the extract is separated by
centrifugation at 10,000 rpm/min for 15 min or
by decantation and filtration.

Claims: 1

(54) Cmoco0 NOJIYYeHHUs AaHTHOKCHIAHTHBIX COeIMHEHUH M3 KOKUIIbI Aapa

rpeuakoro opexa (Juglans regia L.)

(57) Pedepar:
1
W3o0pereHre OTHOCHTCS K  CIIOCOOY

TMTONYYCHUA aHTHOKCHIAHTHBIX COCIHHCHUN U3
KOXUITEL S7[pa Tpenkoro opexa (Juglans regia
L.) ¥ MOXeT OBITh HCITONB30BAHO B ITHIIECBOMH
TIPOMBITIICHHOCTH, METHITHHE u
KOCMETOJIOTHH,

Crroco0, COrTacHO H300pPETCHUIO, COCTOUT
B TOM YTO OTACIAIOT KOXKHUITY OT fApa opexa,
BEICYIIMBAIOT O  BiaxHocTH  0...8%,
pPa3sMeNBYarOT, MAICPHPYIOT  IOTYYCHHBIN
MTOPOITIOK ¢ PAacTBOPOM JTIJIOBOTO  CITHPTA

20...70%, B3gatele B cooTHomenmu 1 : 20

2
COOTBETCTBEHHO, IIpu Temreparype 15...307C,

C ITOCTOSHHBIM HEPEMENTHBAHNEM JIO OOIIEro
COJIEPKAHUSA TOMU(GEHOIBHBIX  BENIECTB B
CYXOM OCTaTKe OKCTpakTa He Mmenee 50%,
3aTeM JKHJIKYI0 (ha3y OKCTpakTa OTIEILIIOT
neaTpudyrupopanueM mpu 10000 ob/mMuH B
TeueHHEe |5 MHH WM JEKaHTHPOBAHHEM H
bmwIsTpanmei.

I1. popmymsr: 1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4299 B1 2014.08.31

Descriere:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a compusilor antioxidanti din pielitd de
miez de nucd (Juglans regia L.) si poate fi utilizatd in industria alimentard, medicind i
cosmetologie.

Este cunoscut procedeul de obtinere din miez de nuca a unui component antioxidant
cu structura polifenolica prin izolarea si purificarea lui din extracte pe baza solutiilor
organice. Acest procedeu are insd unele neajunsuri, si anume: a) pentru obtinerea
acestui component ca materie prima se utilizeazd miezul de nuca in intregime, ceea ce
este irational, deoarece rata polifenolilor in miezul de nucd fard pielita pe o unitate de
masd este de 100 de ori mai mica decat in pielitd (Salcedo C.L.; Lopez de Mishima
B.A.; Nazareno M.A. Walnuts and almonds as model systems of foods constituted by
oxidisable, pro-oxidant and antioxidant factors. Food Research Int., 2010, 43, p. 1187-
1197) si extragerea compusilor polifenolici necesitd utilizarea unei mase mari de miez
de nucd; b) este complicatd si costisitoare schema de extragere si de purificare a
componentilor activi de proteine §i aminoacizi care se contin in miezul de nucd
(15...18%) si care reduc activitatea antioxidanta a polifenolilor [1].

De asemenea, este cunoscut procedeul de obtinere a extractului din pielitd de miez
de nucd, care constd in extragerea compusilor polifenolici cu solutie de 50% de alcool
etilic la temperaturi apropiate de temperatura de fierbere a solutiei de alcool. Extractul
obtinut se concentreaza §i se usuca prin evaporarea termicd a alcoolului etilic. Neajunsul
procedeului consta 1n utilizarea temperaturilor inalte (peste 80...85°C) pentru extragerea
compusilor polifenolici, care sunt termosensibili si 151 pierd proprietatile antioxidante in
urma oxidarii accelerate la temperaturi inalte. Temperaturi ridicate se aplicd si in
procesele fizico-chimice de obtinere a extractului uscat, ceea ce duce la micsorarea
concentratiei de polifenoli si la scaderea activitatii antioxidante a extractului. Prin
urmare, continutul compusilor polifenolici in extractele din pielitd de miez de nucd
constituie doar 25% din masa totald a substantelor extrase [2].

Avand 1n vedere ca concentratia compusilor polifenolici in pielita este aproximativ
de 100 de ori mai mare decat in miezul de nucd si procesarea extractelor la temperaturi
ridicate provoaca modificéri ireversibile care micsoreazd activitatea antioxidantd a
polifenolilor, devine oportun elaborarea unui procedeu de obtinere a polifenolilor din
pielita de miez de nuci la temperaturi micsorate.

Problema pe care o rezolvd inventia constd in obtinerea unei compozitii de
antioxidanti, extrasa din pielitd de miez de nuca (Juglans regia L.), cu un randament §i o
activitate antioxidanta sporitd a compusilor polifenolici.

Esenta inventiei consta in aceea cd se separa pielita de miezul de nucd, se usucd pand
la umiditatea de 6...8%, s¢ macind, se macercaza pulberea obtinutd cu solutie de alcool
etilic de 20...70%, luate in raport de 1 : 20 respectiv, la temperatura de 15..30 C, cu
agitare permanenta pana la continutul total de substante polifenolice in reziduul uscat al
extractului de cel putin 50%, apoi faza lichidd a extractului se separd prin centrifugare la
10000 rot/min timp de 15 min sau prin decantare si filtrare.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in obtinerea unei noi compozitii de antioxidanti
cu capacitate sporitd de captare a radicalilor liberi, ceea ce s¢ datoreaza majorarii
randamentului de extragere a substantelor polifenolice.

Exemplu de realizare a inventiei

Pielita se separd de miezul de nucd, se usucd, se macind pand la formarea pulberii, se
adaugd solutia de 20...70% de alcool etilic in raport de 1/20 m/v (masa pulberii de
pielitd/volumul solutiei de alcool) si se extrage prin macerare simpld cu agitarea
permanentd la temperatura de 15...30°C péana la saturarea extractului dupd continutul de
polifenoli in reziduul uscat de cel putin 50%. Faza lichidd a extractului se separd de
precipitat prin centrifugare la 10000 rot/min timp de 15 min sau prin decantare si
filtrare.

In extractele obtinute se determind reziduul uscat prin metoda farmacopeicd
(Farmacopeia Europeand, 2001, p. 3) si continutul total al polifenolilor cu aplicarea
metodei Folin-Ciocalteu (Singleton V.L., Orthofer R., Lamuela-Raventos R.M.
Analysis of total phenolics and other oxidation substrates and antioxidants by means of
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Folin-Ciocalteu reagent. In book: Methods in Enzymology, Part A., 1999, p.152-178)
(tabel).

S-a constatat cid rata substantelor polifenolice in reziduul uscat al extractelor se
modificd in limitele cuprinse intre 51,38...55,70%.

Extractele obtinute au fost supuse testarii privind activitatea antioxidantd (tabel).
Cercetdrile activitdtii antioxidante au fost efectuate cu utilizarea metodei
potentiometrice de evaluare a capacitdtii extractelor de a capta radicalii peroxidici in
vitro (Sano M., Yoshida R., Degawa M., et al. Determination of peroxyl radical
scavenging activity of flavonoids and plant extracts using an automatic potentiometric
titrator. J. Agric. Food Chem., 2003, v. 51, nr.10, p. 2912-2916). Capacitatea de captare
a radicalilor peroxidici a fost estimatd in echivalentul acidului galic (GAE) in uM pe un
gram de reziduu uscat al extractului (LMGAE/g). Activitatea antioxidantd a extractelor
obtinute variaza de la 2125,26+204,49 pand la 2913,07+227,84 uMGAE/g. De
mentionat cd valorile activitdtii antioxidante a extractelor din pielitd de miez de nuci
sunt de 1,3...1,6 ori mai mari decat valorile activitatii antioxidante a compozitiei extrase
din rizomii §i radacinile de R. rosea (Brevet de inventie MD 3835).

Tabel
Caracteristica extractelor din pielitd nativd de miez de nucd

Extract

Temperatura .
P Continutul Rata
de extragere, y

oC Reziduul total al | polifenolilor
uscat, mg/ml | polifenolilor, | in reziduul
mg/ml uscat, %

captare

radicalilor
peroxidici,
UMGAEFE/g

Capacitatea de

20% alcool

24+2

21,28+0,11

11,39+0,20

53,54

2843,49+82,74

30% alcool

20+2

19,5840,19

10,06+0,05

51,38

2360,44+142,38

40% alcool

17£2

15,9340,05

8,35+0,08

52,42

2125,26+£204,49

40% alcool

20+2

18,54+0,28

9,77+0,05

52,70

2244,87+42,44

40% alcool

2242

18,54+0,22

10,02+0,19

54,05

2439,93+244,04

40% alcool

2442

22,48+0,08

11,72+0,11

52,15

2275,50+134,97

50% alcool

24+2

22,2240,15

12,38+0,13

55,70

2802,58+184,30

60% alcool

24+2

23,2540,17

12,12+0,14

52,13

2310,14+145,33

70% alcool

20+2

20,5240,08

10,68+0,09

52,06

2374,16+175,33

70% alcool

28+2

24,36+0,06

12,75+0,11

52,34

2913,07+227,84

20

25

In comparatie cu cea mai apropiatd solutie compozitiile obtinute prin procedeul

propus au un continut de substante polifenolice in reziduul uscat de cel putin 2 ori mai
mare. Capacitatea de captare a radicalilor peroxidici a compozitiei obtinute prin cea mai
apropiatd solutie atinge maximal indicele de 1751,61+134,25 uMGAE/g. Este bine
cunoscut faptul cd activitatea antioxidantd a extractelor este predominant determinata de
continutul compusilor polifenolici, ceea ce ne permite sd constatdm cad procedeul propus
se deosebeste calitativ de solutia apropiatd si la acest indice.
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timp de 15 min sau prin decantare si filtrare.
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