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Fate invento se refiere a métodos para producir

o

extractos de ginsensz purificados y normalizados. 143 espe-

cificamente, el invento se refiere a un método para purifi
car extractos de ginsecng, a los extractos purificades asi
obtenidos y a un método analitico para normalizér 109 eX——~
tractos de ginseng.

Les rafices de ginseng (Pansz ginseng, C.4. Hayer

y otras espccies) se emplean amplismente en los cempos far
macbutico, dietético y cesmético, bien como tales (por - -
ejenplo pulverizados para la preparacién de infusiones y -
cocciones) o en forme de derivados tales como por ejemplo,
extractos de varios tipos (por ejemplo extractos alcohdli-~
c0s 0 acuosos bien en forma liquida o seca o atomizada).

En vista principalmgnte de la naturaleza varig——
ble de las ralces, la falla de selectividad de los métcdos
de extraccibn disponibles y tembién la ausencia de urn mdto
do conveniente de andlisis, los extractos actuslmente dig-
ponibles no tienen una constancia de actividad suficien-e
y por lo tanto el efecto de tratamiento.

2
ASSA=

_Ahora los autores del presente invento han
rrollado un método de purificacidén que permite que sc pro-
duzcan extractos de ginseng de uns forma directa que astén
enriguecidos en los principios activos del material de-p@g
tida en un grado que no ha sido alcanzedo haste chora y tan
bién uvn procedimiento analitico que permite que se contro-

len estos principios activos, ¢ incluso sus componentes in

dividuales.

~ Por 1o tonto de acucrdo con un aspecto del pre--
sente invento, se proporciona un método pars obtencr wn ex

tracto purificado de ralz dc gingseng que comprende poher
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en contacto un extracto acwoso de rafz de ginseng con una -

resina de absorcidn adlida de forma que se absorhan saponi-

eluir las seponinag activas de la resina.

Antes de éluir las saponinas activas, la resina -
de abgoreidn sdlidae con las saponinas activas absorbidas en
ella puede separarge del resto del extracto de cualquier ~-
forma conveniente, aunque preferiblemente la puests en con-
tacto con la resina y la separscién se efectda haciendo pe-
gar el extracto acuoso a través de una columa o lecho de -
la resina.

Preferiblenente, la resina de.absorcidn s6lida --
comprende un polimero aroﬁético, eg decir un material poli~
mero que contiene une pluralidad de grupos aromdticos (por
ejemplo, benceno) unidos en wna cadena polimera. Ejemplos -

especificos de resinas de absorcidn que pueden emplearse pa

de absorcidn de poliesbtireno, por ejemplo la resina de gb—-
sorcidn de poliestireno reticulada "Amberlite XAD-2" vendi~
da por Rohm end Haas, y las resinas de absorcidn de fenol-
~formaldehido, por ejemplo "Duolite 5-30" vendidas por Dia-
mond Alkali Company.

Es deseable que la resina de abgorcidn sdélida em-
pleada para absorber las saponinas activas esté egencialmen
te libre de grupos fusrtemente dcidos ¢ bdsicos, de wodo que
evite absorber las impurezas ifuicas contenidas en el extrag
to original. Es decir, le resina de abgsorcidn sdélida no de-
be poseer preferiblencnte propicdcdes de intercambio idnico
fuerte.

Como se indica, la puesta en contacto del extruo-
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to acuoso de raices de ginseng con la regina de absorcidn y
la separacién de la resina de absorcidn (y las saponinas sc
tivas absorbidas) del extracto restants se lleva a cabo pre
feriblemente haciendo pasar el extracto a través de ﬁna co~
lumna o lecho de la resina de absorcidn.

Pueden emplearse varios eluyentes para recuperar
les saponinasg activas de la resina, pero se emplea preferi~
blemente un alcohol inferior, bien tal cual o mezclado con
agua y/u otros disolventes orgdnicos.

Cuando lg puesta en contacto inicial con la resi-
na de absorcidn sdlida se lleva a cabo haciendo pasar el ex
tracto a través de una columma o lecho de resina, la elu~ -
cidn puede tambidn efectuarse haciendo escurrir simplemente
el digsolvente de elucidn a través de la colwma o lecho,
Preferiblenmente, antes de poner en contacto o1 ex
tracto con la resina de absorcidn, el extracto se somoie g
wmo o mds tratamientos de purificacidn preliminsres, por -
ejemplo tratamiento ooﬁ resinas de intercembio idnico y ~ -
otros materiales de absorcidn para efectuar una purifica~ -
cidn preliminar por absoreidn de las impurezas en las resi-
nas de intercambio idnico o materiales de absorcidn, perma~
neciendo las saponinas activas en solucidn en el extractou.

Bl procedimiento del invento permite que se cblen,
gan extractos purificados de raiz de ginseng que estén nota

blemente libres de las diversas sustancias inertes (sales,
azlcares, fenoles, etc) que estdn presentes generalmente en

los extractos en bruto de les ralces y tambidén permite que
ge obtengan extractos que son mis concentrados respecto sl
contenido de saponina activa. Por c¢jemplo pusden oviensroe

) . ot A T
cxtractos purificados que conbienen en exceso el 50/ en o




10

15

20

25

30

HMofa nam. 5 17067
so de saponinas activas (expresadas como 6,20-diglucosil-

—panexatriol).

Con el fin de obtener los extractos purificados

- en forme seca, el disolvente de elucidn puede eliminarse -

por métodos convencionales, por ejemplo desecacidn a vacio,
gtomizacidn o liofilizacidn. Generalmente los extractos sg
cos asi obtenidos son perfectzmente golubles en aguva.

Tics extractos purificedos producidos de acuerdo
con el invento pueden formularse en composiciones farmacén
ticas mezcléndolos con un diluyente o excipiente adecuado
y dichas composiclones forman un aspecto adicional del pre
sente invento.

El contenido de seponina de los extractos puede
controlarse por métodos colorimdtricos, por ejemplo des= w
pués de reaccidn con cloruro de antimonio en 4eido perclé-

nico 8l 60# o por cromatografia en capa delgada empleando

_placas de gel de sf{lice y una mezcla de elucidn de cloro--

formo, metanol y agua 65:35:10 (en volumen) .
Estos métodos anallticos son relativamente impey

fectos y los autores del presente invento han desarrollado

 un método de andlisis que es particularmente exacto y tam-~

bién permite que se determinen las proporciones relativas
de lag diversas saponinas que forman los principios acti--
vog de los extractos de ginseng.

Por lo tanto de acuverdo con un aspecto adicional
del invento, ge proporciona un método para enslizar un ex-
tracto de ginseng que coumprende someter el extracto de gin
senz & sililacidn pwre convertdir les saponlncs conlenidus
en el extracto en étoerss d¢ trimetilsililo, separer log -

,

éteres por cromatogralis gas-liquido y detecter los dheres
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geparados,

Pueden emplearse técnicss de sililacidn conoci--
das para convertir las saponinas en éteres trimetiloilili~
cos, por ejemplo la reaccidn con una mezcla de Trimetilclg
rosilano, N,0-big~(trimetilsilil)-acetamide y trimetilsili
limidazol.

Pueden emplearse varios métodos de deteccidén pe~
ra detectar log dteres separados, poxr ejemplo wna técnicé
conveniente es la que emploa un dotector de ionizacién de
llama de hidrdgeno. También puede emplearse va detsctor es
pectrogrifico de masas.

El método de endlisis del invento permite estimou
la presencia en los extractos de ginseng de las diversas -
saponinas activas tanto cualitativa comec cuwantitativamen--
te. En particuler han sido determinadas las saponinas acti
vas conocidas denominadas Rby, Rby; Re, Rd, Re, Rf y Rge ~
Las estructuras de los componentes se da en la Tabla wi~ -

guiente:
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Ta purificacidén de los extractos de gingseng de -
scuerdo con el presente invento se describird con mds detz

lle en los Ejemplog gigulentes:

Ejemplo 1

Se extrajeron 10 kg de raices irituradas de Pa~-
nex ginseng tres veces a 60%C con agitacibn, con 50 litros
de alcohol acuoso al 20/.

Los liquidos de extraccién se concentraron haste
aproximadsmente 30 litros y la sclucidn se clarificé con -
"Celite" y se hizo pasaer a través de uua colume que conde
nia 3 kg de resina de absorcidn de fenol-formsldehido - -
("Duolite S~30").

La colwma se lavé con sgua basta que no hubo re
siduo seco en ol liquido de lavado y luego se eiuyeron lag
gaponinas con alcohol al 70/4. Bl alcohol se elimind pox =-
evaporacidén y el concentrado scuoso se liofilizd.

Se obtuvieron 250 g de extracto ssco purificedo

de ginsenz que tenias un contenido de 554 de saponinas.

Ejemplo 2

800 g de extracto hidroalcohdlico geco de gin- -
seng, que contenia 6% de saponinas, se disolvieron en 5C -
litros de agua. La solucién se clarificd con Celite y se -

hizo pasar sobre 3,5 kg de resina de abzorcidn de poliesti

i

e

reno ("Amberlite" XAD 2). Se efectué la elucidn como se 1
dica en el Ejomplo 1, empleando metanol al GO% como eluyen
te para les saponinag.

Dagpuds de liofilizecidn, se obtuvieron 55 g &2
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extracto seco purificado de ginseng que tenia un contenido

de 65% de saponinasg.

Ejemplo 3
10 kg de rafces finamente trituradas de Fanax ~-

ginaseng se extrajeron de acuerdo con el procedimiento del
Ejemplo 1.

El concentrado acuoso ge cromatografid sobre une
colume que contenfa 1 kg de resina anidénica fuerte (sal -
de amonio cuaternaria) y a continuacidn sobre una columna
que contenfa 5 kg de la resina de absorcién de poliestire-
no empleada en el Ejemplo 2.

La columna ge lsvé lusgo con agua desmineraliza-
da hasta que el liquido Ge lavado no contenifa residuo.

Ia columna se eluyd luego con metanol anhidro.

Ta solucidn de metanol se concentrd haste 1 li--
tro, se diluyé con 0,5 litros de agua y 8@ atomizd.

Se obtuvieron 200 g de extracto seco purificado
que contenia 75% de saponinas.

Los extractos purificados de ginseng obtenidos -
como s6 ha descrito antes tienen toxicidad pariicularnente
baja (DL5O = 600 mg/kg intraperitonealmente y‘>1000 ne'ke
oralmente en ratas). Los extractos tienen una marcada éct;
vidad de estimulacidn gobre el sigtema nervioso central y
avmentan la resistenciz del orgenismo e la fatige.

Tos extractos pueden formularse en ung amplia va
riedad de tipos de preperacidén farmacdéutica. Por lo taento
bueden prepararss cnrenslos, cédpsulos de gelatina bliowas,
cépsulas de gelatina duras, jarabes, unglUentos y tabletas

rovestidas de amdcar. Bl producto puede emplearsce solo 0 -

17067
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junto con otros medicementos Utiles en el campo de crmploo,
tales como vitaminas, esterocides, medicamentcs sicozctivos,
otc.

Los ejemplos siguientes ilustran lag formag adee-

cusdag de preparacidn farmacdutica.

Ejemplo 4
Tabletas

Cada tableta contiens:
Extracto seco purificedo y normalizado de ginseng
que contiene 604 de saponincs 25 mg

Excipientesg (almiddn, lactosa, silice en pclvo, -

estearato de magnesio) c.s. hasta 120 pg
Ejemplo 5

Cdpsulas de gelatina blandas

Cada cédpsula de gelatina blanda de 190 mg conbic-

Extracto de ginseng seco purificado y normalizge-
do, que contiene 707 de saponinas ] 20 ng
Excipientes (aceites vegetales, soja, lecitiaw) -

CeSoe

Cada 100 g de jarabe contienc:
Extracto de ginseng seco purificedo y normalizsdo
que contiene 607 de saponinas 0,250 g

Excipicntes (sorbita, aleoliol, arometizantes, - -

8£us) Co 8.
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Ejemplo 7

Ungliento
Se prepard un ungﬁento, cada 100 gramos del cual

contenfan los ingredientes siguientes:
Extracto de ginseng secb, purificado y normeliza-
do que contiene 60% de saponinas: 2 g
' Exoipiéntes (tween 80, laurilsulfato de sodio, eg
permaceti, mezcla de alcoholes grasos e hidrooarburos, lahg

lina hidrogenada, alginato de sodio, estearina, agua purifi

cada) c.8. 100 g
Ejemplo 8

Grdnulos solubles

Extracto de ginseng seco purificado y normalizado

-.|que contiene 60% de saponinag 40mg

Excipientes (manita, lsctosa, sacarossa, aromabi--

zentes) c.s. hasta leg

Ejemplo 9
Extracto de gingeng seco purificado y normelizado
que contiene 60% de saponinas 200 nyz
Exeipientes (alcohol, propilenglicol, tween 80, -

agua purificada) . ¢.s. hasta 10 ml

[Ejemplo 10

Ampollag liofillzadas

Bxtracto de ginseng seco purificade y normalizado
que conbiene 60/ de saponinas 10 mg

Excipiente (manita) 50 ng
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Disolvente
Agua para inyeccidn 2 ml
Los ejemplos siguientes ilustran el método enali-

tico del invento:

“{Ejemplo 11

Se calentaron 20 mg del producto d?l Ejemplo 1 —-
con 0,1 ml de TBT (mezcla de trimetilclorosilano, N,O-bis-
—(trimetilsilil)acetamidé, trimetilsililimidazol 2:3:3) du-
rante 10 minutos en una ampolla de tapdn roscado con reves-—
timiento de PTFE a 502C en 0,1 ml de piridina.

1 mg de la solucién resultente se analizb por cro
matografia de gases en un cromaﬁbgrafo de gases aerdbgrafo -
Varien 1400 equipédo con wa detector de iomizacidn de llama

de hidrégeno.

Se emplearon las condiciones siguientes:

Longitud de la columna 0,25 m
Pase estacionaria 0,5% de OV-10l(aczite|.

de silicona-Supelco -~
Inc,)~Soporte Clromo-
sorb VHP.100~120 ma-—-
1llas (Supelco Inc.)

Ges transportador Helio

Temperatura de la columma  Programada desde 2400
hasta 320°C (82/min).

El cromatograma resultante se muestra en el di-
bujo que se acompaila, del cual puede verse que estén bien -
separadas las diversas saponinas activas, lo que permite ~-
determinar el contenido de sapdnina de un extracto con nu--~

-

cha exactitud. Empleando esta técnica, el contenido de sano

nina de leos extractos Ge ginseng puede controlerse fdeilmen

te y ajustarse geglin se reguiera pars dar un producto nor-—
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malizado.
Los productos purificados del invento, particular

mente cuando estdn normalizados como se ha descrito antes -
gon particularmente ventajogsos al permitir preparer formas
farmacdéduticas de bajo volumen y actividad constante-eleva»-
da.

Este aspecto ez especialmente dtil en el campo ge
ridtrico, en el que los extractos actualmente disponibles,
debido a su bajo contenido de saponinas activas, requieren
la administrecibén de dosis unitarias elevadas,_y por lo tan
to la preparacién de formas farmacéuticas (cdpsulas, corame
los, tabletas revestidas con azdcar, ete ) de gran volumen -
gque son poco aceptadas por los pacientes de edad avanzada.-

que frecuentemente tienen dificultades de digestidn.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que s8 pre
gsentan para que sean objeto de esta sclicitud de Patente de
Invencidén en Espafla, por VEINTE alfios, son los que se 2000~

gen en las reivindicaciones siguientes:

18,- Un método para producir un extracto purifica
do de raiz de ginseng, que comprende poner en contacto un -~
extracto acuoso de raiz de ginseng con una resina de absor-
cién.sélida de modo que se ebhsorban les saponinug esetivas -

contenidas en el extracto sobre la regina y eluir las sapo-
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