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(54) Procedeu de obtinere a substantelor bioactive din coji de nuci mature
(Juglans regia L.)

(57) Rezumat:

1 2
Inventia se refera la  domeniul temperatura de 18...25°C, spalarea prin agitare
biotehnologiei, in special la obtinerea cu apa a cojilor de nuci pentru eliminarea
substantelor bioactive din coji de nuci mature restului de enzime, amestecarea cojilor de nuci
cu proprietati antioxidante si macerate cu solufie hidro-etanolicdi de
imunomodulatoare. 50...55% si extragerea timp de 10...12 ore la
_ Pr(_)cedel_ll de__ obginerc_e a substantelor temperatura de 18...20°C cu filtrarea ulterioara
bioactive din coji de nuci mature (Juglans a extractului hidro-etanolic obtinut.
regia L.) include fardmitarea cojilor de nuci Revendicari: 1

mature, macerarea lor timp de 11...13 ore in
solutie de enzime pectolitice de 1% la



(54) Process for producing bioactive substances from mature walnut shells

(Juglans regia L.)

(57) Abstract:
1

The invention relates to the field of
biotechnology, in particular to the production
of bioactive substances from mature walnut
shells with antioxidant and immunomodulatory
properties.

The process for producing bioactive
substances from mature walnut shells (Juglans
regia L.) comprises grinding of mature walnut
shells, their maceration for 11...13 hours in a
1% solution of pectolytic enzymes at a

2
temperature of 18...25°C, washing with water
by stirring of walnut shells to remove the
remaining enzyme, mixing of macerated
walnut shells with 50...55% water-ethanol
solution and extraction for 10...12 hours at a
temperature of 18...20°C with subsequent
filtration of the produced water-ethanol extract.
Claims: 1

(54) Cnnocod noJryuyeHnsi 0MOAKTHBHBIX BelIeCTB U3 KOKYPbI 3peJIbIX I'PelKUX

opexos (Juglans regia L.)
(57) Pedepar:

Nzo0perenne  oTHOCHUTCS K oOyacTH
OMOTEXHOJNOTHH, B YAaCTHOCTH K IONYYCHHIO
OMOAKTHUBHBIX BEIIECTB M3 KOXYPBI 3PEJbIX
IPELKUX OpPEXOB C AHTHOKCHIAHTHBIMH U
UMMYHOMOTYJTUPYIOIIUMH CBOHCTBAMH.

Crioco0 monmy4deHust OHOAKTUBHBIX BEIICCTB
U3 KOXKYpPBI 3penbiX rpenkux opexos (Juglans
regia L.) BKIIOYAET HU3MEJIbUCHHE KOXKYPHI
3peJIbIX TPELKHX OPEXOB, MX MAlCPallHi0 B
teuenue 11...13 wacoB B 1%-HOM pactBOpE
MEKTONMUTHIECKHUX (hepMeHTOB npu

2
temriepatype 18...25°C, BOAHYIO NPOMBIBKY
OyTeM TePEMEIINBAHUS KOXKYPhl TPEIKUX
OpEXOB JUIsl y/IaJIeHHsl OCTaBIIerocs (pepMeHTa,
CMCIIMBAHHE  MAalEpPUPOBAHHOW  KOXKYpBI
rperkux  opexoB  50...55%-pM  BOmHO-
9TAHOJIOBBIM PACTBOPOM M OKCTPAKIUIO B
teyenne 10...12 yacoB mnpu TemmepaType
18...20°C ¢ nmocnenyromiedt  QuibTpanmei
MOJTyYEHHOTO BOJHO-3TAHOIOIOT0 3KCTPAKTA.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la domeniul biotehnologiei, in special la obtinerea substantelor
bioactive din coji de nuci mature cu proprietati antioxidante si imunomodulatoare.

Cea mai apropiata solutie este procedeul de obtinere a extractului antioxidant din
pulbere de coji de nuci prin extragere cu utilizarea alcoolului etilic in calitate de solvent
la temperatura de 50°C timp de 60 min. Activitatea antioxidantd a extractului
standardizat (10 mg/ml) este de 263,06 ECso(11g) DPPH [1].

Deazavantajul acestui procedeu constd in activitatea antioxidanta redusd a
extractului.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu
eficient si reproductibil de obtinere a produsului cu proprietiti antioxidante pe baza de
coji de nuci mature.

Procedeul de obtinere a substantelor bioactive din coji de nuci mature (Juglans regia
L.), conform inventiei, inlatura dezavantazul mentionat mai sus prin aceea ca include
faramitarea cojilor de nuci mature, macerarea lor timp de 11...13 ore in solutie de
enzime pectolitice de 1% la temperatura de 18...25°C, spilarea prin agitare cu apa a
cojilor de nuci pentru eliminarea restului de enzime, amestecarea cojilor de nuci
macerate cu solutie hidro-etanolica de 50...55% si extragerea timp de 10...12 ore la
temperatura de 18...20°C cu filtrarea ulterioara a extractului hidro-etanolic obtinut.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in sporirea activitatii antioxidante a extractului
etanolic din coji de nuci de 4,3...4,4 ori fatd de cea mai apropiata solutie prin aplicarea
etapei de macerare a cojilor cu enzime pectolitice si a utilizarii alcoolului etilic de
50...55% pentru extragerea componentelor active.

Procedeul de obtinere a substantelor bioactive din coji de nuci mature (Juglans regia
L.) include faramitarea cojilor de nuci mature, macerarea lor timp de 11...13 ore in
solutie de enzime pectolitice de 1% la temperatura de 18...25°C, spélarea prin agitare
cu apa a cojilor de nuci pentru eliminarea restului de enzime, amestecarea cojilor de
nuci macerate cu solutie hidro-etanolica de 50...55% si extragerea timp de 10...12 ore
la temperatura de 18...20°C cu filtrarea ulterioara a extractului hidro-etanolic obtinut.

Exemple de obtinere a preparatului antioxidant din coji de nuci mature

Exemplul 1

Se faramiteaza 20 g de coji de nuci mature. La masa obtinutd se adauga 200 ml
solutie de 1% de enzime pectolitice (Zimoclaire CG). Apoi are loc macerarea cojilor la
temperatura de 18...20°C timp de 12 ore intr-un vas cu capac. Dupa macerare, cojile se
spala prin agitare cu apa pentru a elimina restul de enzime. La cojile macerate de nuci se
adauga 200 ml de alcool etilic de 50%. Extragerea are loc la temperatura de 18...20°C
timp de 10 ore intr-un vas cu capac. Extractul hidro-etanolic obtinut se separd de
biomasa si se filtreaza prin hartie de filtru. Activitatea antioxidanta se determina prin
metoda radicalului DPPH.

Extractul obtinut din coji de nuci mature are activitatea antioxidantd de 60,05
ECso(ug) DPPH, fatd de 263,06 ECso(ng) DPPH 1n cazul celei mai apropiate solutii.
Sporul activitatii antioxidante este de 4,4 ori.

Preparatul obtinut poseda activitate imunomodulatoare. Testele au fost efectuate in
Laboratorul Imunologie si Alergologie la Institutul de Ftiziopulmonologie ,,Chiril
Draganiuc”. Actiunea in Vvitro a preparatului din coji de nuci asupra activitatii fagocitare
a neutrofilelor (AFN) a fost stabilitd in baza datelor testului NBT (tetrazoliu-nitro-blue)
si s-a constatat cd preparatul dat nu moduleazd datele testului NBT apropiate de
nivelurile persoanelor sanatoase. Asupra nivelurilor initial scazute ale testului NBT,
comparativ cu cele ale persoanclor sanatoase, preparatul testat acordd o actiune
stimulatoare, iar asupra nivelurilor initial inalte, comparativ cu persoanele sanitoase,
exercita un efect de depreciere a acestora.

Analiza actiunii preparatului din coji de nuci asupra nivelurilor indicelui fagocitar
(IF) a aratat ca preparatul nu a modulat nivelurile IF apropiate de cele ale subiectilor
sanatosi. Asupra nivelurilor IF mai scazute fatd de nivelurile persoanelor sanitoase,
exercita un efect stimulator, iar asupra indicilor mai crescuti de nivelurile persoanelor
sanatoase preparatul acorda un efect supresiv.
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Actiunea in vitro a preparatului din coji de nuci asupra continutului neutrofilelor
fagocitare (dupa nivelurile numarului fagocitar - NF) este stimulatoare in cazul valorilor
joase ale NF si depresiv in cazul valorilor crescute ale NF.

Exemplul 2

Se faramiteaza 20 g de coji de nuci mature. La masa obtinuta se adauga 200 ml
solutie de 1% de enzime pectolitice (Zimoclaire CG). Apoi are loc macerarea cojilor la
temperatura de 20°C timp de 12 ore intr-un vas cu capac. Dupa macerare, cojile se spala
prin agitare cu apa pentru a elimina restul de enzime. La cojile macerate de nuci se
adauga 200 ml de alcool etilic de 55%. Extragerea are loc la temperatura de 20°C timp
de 12 ore intr-un vas cu capac. Extractul hidro-etanolic obtinut se separa de biomasa si
se filtreazd prin hartie de filtru. Activitatea antioxidantad se determina prin metoda
radicalului DPPH.

Extractul etanolic din coji de nuci mature are activitatea antioxidanta de 61 ECso(pg)
DPPH, fatd de 263,06 ECso(ng) DPPH in cazul celei mai apropiate solutii. Sporul
activitatii antioxidante este de 4,3 ori.

Preparatul obtinut poseda activitate imunomodulatoare. Testele au fost efectuate in
Laboratorul Imunologie si Alergologie la Institutul de Ftiziopulmonologie ,,Chiril
Draganiuc”. Actiunea in vitro a preparatului din coji de nuci asupra activitatii fagocitare
a neutrofilelor (AFN) a fost stabilitd in baza datelor testului NBT (tetrazoliu-nitro-blue)
si s-a constatat ca preparatul dat nu moduleaza datele testului NBT apropiate de
nivelurile persoanelor sanatoase. Asupra nivelurilor inifial scazute ale testului NBT,
comparativ cu cele ale persoanclor sanatoase, preparatul testat acordd o actiune
stimulatoare, iar asupra nivelurilor initial 1nalte, comparativ cu persoanele sanitoase,
exercita un efect de depreciere a acestora.

Analiza actiunii preparatului din coji de nuci asupra nivelurilor indicelui fagocitar
(IF) a aratat ca preparatul nu a modulat nivelurile IF apropiate de cele ale subiectilor
sanatosi. Asupra nivelurilor IF mai scazute fatd de nivelurile persoanelor sanitoase,
exercita un efect stimulator, iar asupra indicilor mai crescuti de nivelurile persoanelor
sanatoase preparatul acorda un efect supresiv.

Actiunea in vitro a preparatului din coji de nuci asupra continutului neutrofilelor
fagocitante (dupa nivelurile numarului fagocitar - NF) este stimulatoare in cazul
valorilor joase ale NF si depresiv in cazul valorilor crescute ale NF.

Exemplul 3

Se faramiteaza 20 g de coji de nuci mature. La masa obtinutd se adauga 200 ml
solutie de 1% de enzime pectolitice (Zimoclaire CG). Apoi are loc macerarea cojilor la
temperatura de 18...20°C timp de 12 ore intr-un vas cu capac. Dupa macerare, cojile se
spala prin agitare cu apa pentru a elimina restul de enzime. La cojile macerate de nuci se
adauga 200 ml de alcool etilic de 40%. Extragerea are loc la temperatura de 18...20°C
timp de 10 ore intr-un vas cu capac. Extractul hidro-etanolic obtinut se separd de
biomasa si se filtreaza prin hartie de filtru. Activitatea antioxidantd se determina prin
metoda radicalului DPPH.

Preparatul obtinut din coji de nuci mature are activitatea antioxidantd de 120,11
ECso(ug) DPPH, fatd de 263,06 ECso(ng) DPPH 1n cazul celei mai apropiate solutii.
Sporul activitatii antioxidante este de 2,2 ori.

Exemplul 4

Se faramiteaza 20 g de coji de nuci mature. La masa obtinuta se adauga 200 ml
solutie de 1% de enzime pectolitice (Zimoclaire CG). Apoi are loc macerarea cojilor la
temperatura de 18...20°C timp de 12 ore intr-un vas cu capac. Dupa macerare, cojile se
spald prin agitare cu apa pentru a elimina restul de enzime. La cojile macerate de nuci se
adauga 200 ml de alcool etilic de 60%. Extragerea are loc la temperatura de 18..20°C
timp de 10 ore intr-un vas cu capac. Extractul hidro-etanolic obtinut se separd de
biomasa si se filtreaza prin hartie de filtru. Activitatea antioxidantd se determina prin
metoda radicalului DPPH.

Preparatul obtinut din coji de nuci mature are activitatea antioxidanta de 133,0
ECso(ug) DPPH, fatd de 263,06 ECso(ng) DPPH 1n cazul celei mai apropiate solutii.
Sporul activitatii antioxidante este de 2 ori.
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(57) Revendicari:

Procedeu de obtinere a substantelor bioactive din coji de nuci mature (Juglans regia
L.), care include faramitarea cojilor de nuci mature, macerarea lor timp de 11...13 ore
in solutie de enzime pectolitice de 1% la temperatura de 18...25°C, spélarea prin
agitare cu apa a cojilor de nuci pentru eliminarea restului de enzime, amestecarea cojilor
de nuci macerate cu solutie hidro-etanolica de 50...55% si extragerea timp de 10...12
ore la temperatura de 18...20°C cu filtrarea ulterioard a extractului hidro-etanolic
obtinut.
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