ROMAN]A

(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII S| MARCI
Bucuresti

«n RO 130827 B1

(51) Int.Cl.
AB1K 36/6] (200601

(12) BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: Q 2014 00458

(22) Data de depozit: 18/06/2014

(45)  Data publicarii mentiunii acordarii brevetului: 30/03/2021 BOPI nr. 3/2021

(41) Data publicarii cererii:
29/01/2016 BOPI nr. 1/2016

(73) Titular:
+ INSTITUTUL NATIONAL DE
CERCETARE- DEZVOLTARE
CHIMICO-FARMACEUTICA - ICCF,
CALEA VITAN NR.112, SECTOR 3,
BUCURESTI, B, RO

(72) Inventatori:
+ PIRVU LUCIA CAMELIA, STR.BACIA

NR.11 A, SECTOR 4, BUCURESTI, B, RO;

* HLEVCA CRISTINA, STR. LIZEANU
NR. 19, ET. I, AP. 4, SECTOR 2,
BUCURESTI, B, RO;

+ BUBUEANU ELENA-CORINA,

STR. CERNISOARA NR.43, BL.O12, SC.A,
AP.19, SECTOR 6, BUCURESTI, B, RO;

* NICU IOANA, STR. NICOLAE IORGA
NR. 20, BL. 34C, SC. B, ET. 3, AP. 9,
SFANTU GHEORGHE, CV, RO;

* PANTELI MINERVA,

STR.SPATAR NICOLAE MILESCU
NR.46-48, SECTOR 2, BUCURESTI, B, RO;
» IUKSEL RASIT, BD.DINICU GOLESCU
NR.37, BL.4, SC.B, AP.40, SECTOR 1,
BUCURESTI, B, RO

(56) Documente din stadiul tehnicii:
US 2008/0175934 A1; RO 117295 B

s9 EXTRACTE VEGETALE CU EFECT
ANTIMICROBIAN-ANTIOXIDANT, PROCEDEU DE OBTINERE
PENTRU DOUA FORMULE ACTIVE

Examinator: dr. chimist CONSTANTINESCU ADELA

Orice persoana are dreptul sa formuleze in scris si
motivat, la OSIM, o cerere de revocare a brevetului de
inventie, in termen de 6 luni de la publicarea mentiunii
hotarérii de acordare a acesteia

RO 130827 B1



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

RO 130827 B1

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unor produse vegetale, in fapt doua
formule active, fiecare combinand cate doua extracte vegetale izolate din 4 materii prime
vegetale cu activitate antimicrobiana - antioxidanta, utilizabile pentru obtinerea de noi pro-
duse naturale de igiena sau cosmetica: Formula 1 combina un extract antimicrobian din
partea aeriana sau herba de pufulita cu flori mid/Epilobium hirsutum L. cu un extract antioxi-
dant din herba de rachitan/Lithrum salicaria L.; Formula 2 combina un extract antimicrobian
din frunze de brusture/Arctium lappa L. cu un extract antioxidant din frunze de scorus
negru/Aronia melanocarpa L.

Este cunoscut faptul ca principalii patogeni responsabili de aparitia bolilor infectioase
la om sunt bacteriile gram-pozitive incluzand coccii (exemplu, Staphylococcus aureus si
Streptococcus hemolytic) si bacilli (exemplu, Corynebacterium, Clostridium, Listeria,
Bacillus), bacteriile gram-negative incluzand coccii (exemplu: N. meningitides, N.
gonorrhoeae), coccobacilii (exemplu: H. influenzae, B. pertussis, Brucella) si bacilii (exemplu,
E. Coli, Klebsiella, Enterobacter, V. cholerae, P. aeruginosa, H. pylori, Y. pestis, Y.
enterocolitica), si fungii (exemplu: genurile Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Histoplasma,
Pneumosystis etc). Dintre acestia, statisticile arata ca, spre exemplu, in cazul
Staphylococcus aureus, 90...95% dintre tulpini au capatat rezistenta la penicilina, 70...80%
dintre acestea fiind meticilin rezistente (MRSA).

Referitor la utilizarea extractelor vegetale ori compusilor vegetali separati drept agenti
de combatere sau eradicare a infecfiilor, este admis ca, desi compusii din plante au efecte
antimicrobiene mult mai reduse fata de agentii de sinteza (de cateva ordine de marime mai
mici fata de antibioticele chimice), acestia sunt de multe ori mai eficienti ca urmare a
sinergismului care se stabilegte intre compusii vegetali (Shanmugam et al., 2008 [1]).

2.2 Literatura de specialitate mai arata ca cele mai active specii fitochimice sunt com-
pusii aromatici din categoria polifenolilor, cumarinelor, terpenoidelor si uleiurilor esentiale,
la care se adauga compusi din clasa alcaloizilor, lectinelor si polipeptidelor (Marjorie M.
1999 [2]). In ceea ce priveste mecanismul lor de actiune, din studiile realizate de-a lungul
timpului s-au tras urmatoarele concluzii: a) acizii fenolici in forma oxidata actioneaza cel mai
probabil prin inhibitia unor enzime bacteriene, posibil prin reactia cu o serie de grupari
specifice (de exemplu sulfhidril) ale unor proteine din invelisul microbian (Mason T. L. et al.
1987 [3]); b) quinonele complexeaza ireversibil aminoacizii nucleofili din proteinele peretelui
celular microbian ceea ce conduce la inactivarea si pierderea funciiei specifice adezinelor
de pe suprafata bacteriei, ori polipeptidelor din perete celular, ori enzimelor legate la mem-
brana (Marjorie M. 1999 [2]); c¢) flavonoidele, similar quinonelor au capacitatea de a com-
plexa proteinele extracelulare sau solubile astfel interferand cu activitatea de pe suprafata
peretelui celular, flavonoidele lipofile avand chiar capacitatea de a rupe membranele
microbiene (Tsuchiya H. et al., 1996 [4]); de exemplu, dintre flavonoide; c.1) catechinele au
dovedit abilitatea de a inhiba activitatea enzimei glucozil-transferaza izolata din S. mutans
(Nakahara, K., et al 1993 [5]) pe cand c.2) taninurile au dovedit capacitatea de a stimula
fagocitele (Haslam, E., 1996 [6]); d) cumarinele au indicat capacitatea de a actiona indirect
prin stimularea activitatii macrofagelor; e) terpenele, terpenoidele, ca si uleiurile esentiale
(ultimele din ele dovedite deopotriva active pe bacterii, fungi, virusuri, dar si protozoare) cel
mai probabil utilizeaza proprietatile lor lipofile, respectiv capacitatea de a trece prin peretele
celular echivalenta cu distrugerea microorganismului (Marjorie M. 1999 [2]); f) alcaloizii acfio-
neaza prin intercalarea in helixul DNA (Phiilipson, J. D. et al, 1987 [7]) iar 9) lectinele si
polipeptidele actioneaza cel mai probabil prin formarea unor canale ionice sau inhibitia com-
petitiva a adeziunii proteinelor microbiene la receptorii polizaharidici ai gazdei infectate
(Zhang, Y., 1997 [8]).
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Tn ceea ce priveste eficienta antimicrobiana a polifenolilor vegetali, clasa cu utilizarea
cea maifrecventa ca urmare a raportului beneficiu-risc favorabil, aceasta este in general sub
cea a substantelor de sinteza insa, in unele cazuri, s-au determinat si concentratii minime
inhibitorii (CMI) apropiate (vezi tabelul 1).

Comparatie intre CMI ale unor antibiotice chimice fata de compusi vegetali

Tabelul 1
Compusi sintetici CMI (ug/mL) Compusi vegetali CMI (ug/mL)

Claritromicina 0,016-64 Ponciretin 10-20
Eritromicina 0,016-256 Ihgenin 12,5-25
Ciprofloxacin 0,016-32 Epigalocatechin-galat 100
Norfloxacin 0,064-32 Epicatechin-galat 100
Metronidazol 3,15 Acid galic 500
Lansoprazol 0,88 Epicatechina 800-1600

Datele de literatura (Tim Cushnie TP, Andrew J. Lamb., 2005 [9]) mai arata ca in
ceea ce priveste relatia dintre structura polifenolilor, in particular a flavonoidelor si efectul
antimicrobian propriu-zis, a) hidroxilarea n pozitiile 2,4- sau 2,6- la nivelul inelului B (fenil)
ca si hidroxilarea in pozitile 5,7- ale nucleului A (flavan) este foarte importanta pentru
activitatea lor anticrobiana si antimeticilin - rezistenta in cazul Staphylococcus aureus
(MRSA); b) substitutia in pozitiile 6 sau 8 cu o catena lunga alifatica, lavandulil (5-metil-2-
izopropenil-hex-4-enil) ori geranil (trans-3,7-dimetil-2,6-octadienil) creste activitatea anti-
microbiana; c) substitufia cu catene lungi de tip C8 si C10 creste activitatea flavan-3-olilor;
d) 5-hidroxi-flavanonele si 5-hidroxiizoflavanonele cu grupari hidroxil in pozitia 2 sunt foarte
active; e) chalconele sunt mult mai active impotriva MRSA decét flavanonele sau flavonele,
gruparea -OH din pozitia 2 fiind foarte importanta pentru activitatea lor anti-stafilococcica; f)
dimpotriva, gruparile metoxil induc o scadere drastica a activitatii antimicrobiene a
flavonoidelor.

De asemenea, este cunoscut efectul antioxidant remarcabil al compusilor vegetali,
in special al polifenolilor. Astfel, studii (Lucia P. et. al, 2007 [10]) asupra a 18 cei mai
cunoscuti polifenoli din lumea vegetala (vezi diagrama 1) arata ca daca (-)-epicatechina, (+)-
catechina (apartinand subclasei flavan-3-olilor), quercetinul si kaempferolul (apartinand
subclasei flavonolilor) sunt cei mai potenti antioxidanti cu 90...97% activitate scavenger de
radicali liberi in model chimic (sistem luminol - apa oxigenata, pH = 8,5; Iftimie N. et. al, 2003
[11])), naringina si naringenina (apartinand subclasei flavanonelor) sunt cele mai slabe (AA%
= 32% si 9%). Acizii fenolici, in speta acizii galic, clorogenic si rozmarinic s-au dovedit cu
activitate antioxidanta buna, intre 80 si 90%.

Date fiind acestea si multe alte efecte biologice benefice pentru om, polifenolii
vegetali vegetali sunt de mare interes atat in industria chimico-farmaceutica, cat si in indus-
tria produselor de igiena ori cosmetica. Drept dovada, industria cosmetica si/sau a produ-
selor de igiena utilizeaza intens materii prime vegetale cunoscute pentru continutul chimic
bogat in polifenoli antioxidant -antiinflamatori, ori polizaharide, pectine, mucilagi si uleiuri
protectoare si regeneratoare, plus uleiuri volatile cu proprietati antimicrobiene bune, cel mai
frecvent utilizate materii prime, respectiv extracte vegetale fiind din Matricaria
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chamomilla/musetel, Calendula officinalis/galbenele, Aloe veralaloe, Helix hederaliedera,
Camellia sinensis/ceai verde, Avena sativalovaz, Lavandua angustifolia/llavanda, Ocinum
basillicum/busuiocul, Rosmarinus officinalis/rosmarin, Centaurea cyanus/albastrele alaturi
de uleiurile esentiale de Eucalyptus/eucalipt, Citronella ori Rosa centifolia/trandafir, unele
dintre ele fiind si testate farmacologic (www.makingcosmetics.com/.../04-herbal-ingre).

In ceea ce priveste prezenta inventie, este cunoscut efectul antimicrobian al pufulitei
cu flori mici/Epilobium hirsutum (Lucia Battinelli, 2000 [13]), ca si cel al brusturelui/Arctium
lappa (Juliana Vianna Pereira et al., 2005 [14]). De asemenea, exista date privind efectul
antioxidant, anti-inflamator bun al rachitanului/Lythrum salicaria (Pirvu Lucia et al., Patent
RO 128214 (A2) 2013-03-29 - Produse ecologice cu efect antioxidant destinate stabilizarii
materialelor si procedeu de obtinere [15]; Zeinep Tumalier et al., 2007 [16]), ca si cel al
aroniei/Aronia melanocarpa (Jan Oszmianski et al., 2005 [17]).

Avand in vedere toate acestea, problema pe care o rezolva inventia de fata consta
in identificarea materiilor prime vegetale si stabilirea asocierii componentelor, astfel
obtindndu-se doua formule active finale (Formula 1 si Formula 2), fiecare combinand céate
doua extracte vegetale, un extract dominant cu efect antimicrobian si un extract secundar
cu efect antioxidant, utilizabile pentru obtinerea de noi produse de iginena ori cosmetice.

Extractele vegetale selectate combina doua subclase de polifenoli vegetali, respectiv
acizi fenolici si flavonozide, in diferite proportii sau concentratjii. Ca urmare, aceste extracte
vegetale au fost caracterizate calitativ printr-un screening HPTLC (in sistem specific pentru
polifenoli vegetali, respectiv acetat de etil:acid formic:acid acetic:apa - 100:11:11:26),
respectiv cantitativ (prin metoda clasica spectrofotometrica, respectiv reactia cu reactiv Folin-
Ciocalteau) in vederea determinarii continutului specific in polifenoli. Rezultatele cantitative
sunt exprimate in polifenoli totali exprimati in acid galic (GAE), procente de masa pe unitatea
de volum (mg/mL extract).

Procedeul de obtinere al formulelor active finale cu efect antimicrobian - antioxidant,
respectiv Formula 1 pe baza de extract de herba de pufulitd/Epilobium hirsutum in
combinatie cu extract din herba de rachitan/Lythrum salicaria si Formula 2 pe baza de extract
de frunze de brusture/Arctium lappa in combinatie cu extract din frunze de scorus
negru/Aronia melanocarpa, raport intre polifenolii celor doua specii 4:1 (g/g) si un continut
total de compusi activi de 50 mg polifenoli totali exprimati in acid galic per 1 ml produs final
conditionat, conform inventiei, prevede urmatoarele faze:

a) extratia materiei prime vegetale cu alcool etilic 70% (v/v);

b) filtrarea extractului;

c) analiza si standardizarea extractului;

d) amestecul componentelor in algorimul stabilit.

a. Extractia materiei prime se realizeaza astfel; materia prima vegetala constituita din
partea aeriana sau herba de pufulita cu flori mici/Epilobium hirsutum L., herba de
rachitan/Lithrum salicaria L., frunze de brusture/Arctiumm lappa L. ori frunze de scorus
negru/Aronia melanocarpa L. se extrage, fiecare separat, cu alcool etilic 70% in rapoarte de
volum (v), la temperatura de reflux a masei de extractie si cu agitare continua in rapoarte
specifice, masa materie prima uscata/volum solvent [alcool 70% (v)], pentru fiecare materie
prima vegetala, respectiv:

- 1:20 (g/v) pentru herba de pufulita cu flori mici/Epilobium hirsutum L.;

- 1:20 (g/v) pentru frunze de brusture/Arctium lappa L.;

- 1:10 (g/v) pentru herba de rachitan/Lithrum salicaria si

- 1:10 (g/v) pentru frunze de scorus negru/Aronia melanocarpa L.
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b. Filtrarea celor 4 extracte alcoolice brute obtinute din cele 4 materii prime vegetale
se realizeaza la cald (la 40...45°C), prin hartie de filtru industriala prevazuta cu con de
siguranta.

c. Analiza si standardizarea extractelor se realizeaza prin ¢1) screeningul HPTLC al
extractelor in sistem pentru polifenoli (acetat de etil:acid acetic glacial:acid formic:apa -
100:11:11:26) cand se urmareste continutul chimic calitativ al extractelor urmat de c2)
dozarea continutului extractelor brute in polifenoli totali exprimati in acid galic (FR X, metoda
spectrofotometrica cu reactiv Folin-Ciocalteau).

Tn mod practic, odata realizat acest screening analitic, fiecare extract alcoolic brut cu
un continut cunoscut de polifenoli totali exprimati in acid galic (GAE) se va concentra la
reziduu/spiss, iar produsul obtinut se va relua in etanol 70% (v) astfel incat sa se asigure
concentratia finala de 50 mg polifenoli totali (GAE) per 1 ml extract in cazul tuturor
extractelor. Odata obtinute aceste extracte vegetale standardizate in polifenoli totali (GAE)
se vor amesteca 4 ml extract din herba de pufulita cu flori mici/ Epilobium hirsutum L. cu 1
ml extract din herba de rachitan/Lithrum salicaria L. (Formula 1), respectiv 4 ml extract din
frunze de brusture/Arctium lappa L. cu 1 ml extract din frunze de scorus negru/Aronia
melanocarpa L. (Formula 2), ceea ce inseamna un raport de 4:1 intre polifenolii celor doua
specii vegetale. Cei 5 ml extract standardizat combinat, corespunzator fiecarei formule, se
vor adauga intr-o cantitate (volum) de 50 ml produs final de igiena ori cosmetic, aceasta
conducand la un continut de 5 mg polifenoli totali (GAE) per 1 ml produs final conditionat.

De exemplu, in cazul de fata, de la 100 g materie prima vegetala s-au obtinut, in
medie:

- 1100 ml extract din herba de pufulitd/Epilobium hirsutum L. cu un continut de
4,45 mg polifenoli totali (GAE) per 1 ml extract alcoolic brut care, daca se standardizeaza,
conform inventiei, conduce la 1100 x 4,45 = 4895 : 50 = 100 ml extract standardizat;

- 1300 ml extract din frunze de brusture/Arctium lappa L. cu un continut de 1,05 mg
polifenoli totali (GAE) per 1 ml extract alcoolic brut care daca se standardizeaza, conform
inventiei, conduce la 1300 x 1,05 = 1365 : 50 = 27 ml extract standardizat;

- 750 ml extract din herba de rachitan/Lithrum salicaria L. cu un continut de 3,0 mg
polifenoli totali (GAE) per 1 ml extract alcoolic brut care daca se standardizeaza, conform
inventiei, conduce la 750 x 3 = 2250 : 50 = 45 ml extract standardizat;

- 850 ml extract din frunze de scorus/Aronia melanocarpa L. cu un continut de
3,26 mg polifenoli totali (GAE) per 1 ml extract alcoolic brut care daca se standardizeaza,
conform inventiei, conduce la 850 x 3,26 = 2771 : 50 ~ 55 ml extract standardizat.

Prin aplicarea procedeului, conform inventiei, rezultd doua avantaje:

- se obtin 4 extracte vegetale cu un continut standardizat in polifenoli totali exprimati
in acid galic (50 mg GAE per 1 ml extract) care pot fi combinate in diferite formule si produse
finale conditionate de igiena ori de uz cosmetic;

- se obtin 4 extracte vegetale cu efect antioxidant marcat, doua dintre ele, respectiv
extractul din herba pufulitd/Epilobium hirsutum si extractul din frunze de brusture/Arctium
lappa, in plus cu efect antimicrobian pe bacterii frecvent intalnite (S. aureus si E. coli), care
pot fi utilizate drept ingrediente sau baza pentru obfinerea de produse de igiena ori
cosmetice noi, cu efect antimicrobian-antioxidant.

Se dau mai jos cele 6 exemple de realizare a procedeului, conform inventiei, pentru
cele 4 extracte vegetale si cele doua formule finale rezultate (Formula 1 si Formula 2):

Exemplul 1: Extract alcoolic din herba de pufulita cu flori mici/Epilobium hirsutum L.
pentru obtinerea de produse de igiena ori cosmetice cu efect antimicrobian:

- 100 g materie prima constituita din herba de pufulita cu flori mici/Epilobium hirsutum
L. uscata si macinata grosier se extrage, o singura data, cu 2000 mL etanol 70% (v), 1 h, cu
agitare continua, la temperatura de reflux. Extractul hidroalcoolic brut rezultat se separa cald
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(40...45°C) de masa de materie prima prin filtrare pe hartie de filtru industrial prevazut cu con
de siguranta, la presiune atmosferica. Se obtin circa 1100 mL solutie extractiva
mucilaginoasa de culoare brun deschis; raport mediu de imbibitie 1:4,5 - g/v. Solutia extrac-
tiva alcoolica rezultata se analizeaza in ceea ce priveste calitatea si continutul in polifenoii
totali exprimati in acid galic (GAE) dupa care se concentraza la reziduu/spiss. Produsul
rezultat se reia in etanol 70% (v) la o concentratie standard de 50 mg polifenoii totali (GAE)
per 1 ml extract final standardizat.

Exemplul 2: Extract alcoolic din herba de rachitan/Lythrum salicaria L. pentru
obtinerea de produse de igiena ori cosmetice cu efect antioxidant:

- 100 g materie prima constituita din herba de rachitan/Lythrum salicaria L. uscata si
macinata grosier se extrage, o singura data, cu 1000 mL etanol 70% (v), 1 h, cu agitare
continua, la temperatura de reflux. Extractul hidroalcoolic brut rezultat se separa cald
(40...45°C) de masa de materie prima prin filtrare pe hartie de filtru industriala prevazut cu
con de siguranta, la presiune atmosferica. Se obfin circa 750 mL solutie extractiva de culoare
brun-verzui; raport mediu de imbibitie 1:2,5 - g/v. Solutia extractiva alcoolica rezultata se
analizeaza in ceea ce priveste continutul calitativ si cantitativ in polifenoli totali exprimati in
acid galic (GAE) dupa care se concentraza la reziduu/spiss. Produsul rezultat se reia in
etanol 70% (v) la o concentratie standard de 50 mg polifenoli totali (GAE) per 1 ml extract
final standardizat.

Exemplul 3. Formula 1 - Extract standardizat combinat pe baza de herba de pufulita
cu flori mici/Epilobium hirsutum L. si herba de rachitan/Lythrum salicaria L. pentru obfinerea
de produse de igiena ori cosmetice cu efect antimicrobian - antioxidant:

- 4 ml extract alcoolic standardizat din herba de pufulitd cu flori mici/Epilobium
hirsutum L. cu o concentratie de 50 mg polifenoli totali (GAE) per 1 ml extract, in total
4 x 50 = 200 mg polifenoli, se vor amesteca cu 1 ml extract alcoolic standardizat din herba
de rachitan/Lythrum salicaria L. cu o concentratie de 50 mg polifenoli totali (GAE) per 1 ml
extract, in total 1 x 50 = 50 mg polifenoli, astfel rezultdnd 5 ml extract standardizat combinat
cu un continut total de 250 mg polifenoli totali, raport intre polifenolii speciilor/extractele
vegetale 4:1 (g/g - v/v). Acesti 5 ml extract standardizat combinat, respectiv Formula 1, se
vor adauga intr-o cantitate (volum) de 50 ml produs final de igiena ori cosmetic, insemnand
un continut de 5 mg polifenoli totali (GAE) perl ml produs final conditionat.

Exemplul 4: Extract alcoolic din frunze de brusture/Arctium lappa L. pentru obtinerea
de produse de igiena ori cosmetice cu efect antimicrobian:

- 100 g materie prima constituita din frunze de brusture/Arctium lappa L. uscate si
macinate grosier se extrag, o data, cu 2000 mL etanol 70% (v), 1 h, cu agitare continua, la
temperatura de reflux. Extractul hidroalcoolic brut rezultat se separa cald (40...45°C) de
masa de materie prima prin filtrare pe hartie de filtru industriala prevazut cu con de siguranta,
la presiune atmosferica. Se obtin circa 1300 mL solutie extractiva de culoare bruna; raport
mediu de imbibitie 1:3,5 - g/v. Solutia extractiva alcoolica rezultatd se analizeaza privind
continutul calitativ si cantitativ Tn polifenoli totali exprimati in acid galic (GAE) dupa care se
concentraza la reziduu/spiss. Produsul rezultat se reia in etanol 70% (v) la o concentratie de
50 mg polifenoli totali (GAE) perl ml extract final standardizat.

Exemplul 5: Extract alcoolic din frunze de scorus negru/Aronia melanocarpa L.
pentru obtinerea de produse de igiena ori cosmetice cu efect antioxidant:

- 100 g materie prima constituita din frunze de scorus/Aronia melanocarpa L. uscate
si macinate grosier se extrag, o data, cu 1000 mL etanol 70% (v), 1 h, cu agitare continua,
la temperatura de reflux. Extractul hidroalcoolic brut rezultat se separa cald (40...45°C) de
masa de materie prima prin filtrare pe hartie de filtru industriala prevazut cu con de siguranta,
la presiune atmosferica. Se obtin circa 750 mL solutie extractiva de culoare verde-brun;
raport mediu de imbibitie 1:2,5 - g/v. Solutia extractiva alcoolica rezultata se analizeaza
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privind continutul calitativ si cantitativ in polifenoli totali exprimati in acid galic (GAE) dupa
care se concentraza la reziduu/spiss. Produsul rezultat se reia in etanol 70% (v) la o
concentratie de 50 mg polifenoli totali (GAE) perl ml extract final standardizat.

Exemplul 6: Formula 2 - Extract standardizat combinat pe baza de frunze de
brusture/Arctium lappa L. si frunze de scorus negru/Aronia melanocarpa L. pentru obfinerea
de produse de igiena ori cosmetice cu efect antimicrobian-antioxidant:

- 4 ml extract alcoolic standardizat din frunze de brusture/Arctium lappa L. cu o
concentratie de 50 mg polifenoli totali (GAE) per 1 ml extract, in total 4 x 50 = 200 mg
polifenoli, se vor amesteca cu 1 ml extract alcoolic standardizat din frunze de scorus
negru/Aronia melanocarpa L. cu o concentratie de 50 mg polifenoli totali (GAE) per 1 ml
extract, in total 1 x 50 = 50 mg polifenoli, astfel rezultdnd 5 ml extract standardizat combinat
cu un continut total de 250 mg polifenoli totali, raport intre polifenolii speciilor/extractele
vegetale 4:1 (g/g - v/v). Acesti 5 ml extract standardizat combinat, respectiv Formula 2, se
vor adauga intr-o cantitate de 50 ml volum final produs de igiena ori cosmetic, aceasta
insemnand un continut de 5 mg polifenoli totali (GAE) per 1 ml produs final conditionat.

Dovada efectului antimicrobian, respectiv antioxidant a celor 4 extracte vegetale este
adusa de experimentarea microbiologica (metoda cilindrilor pe trei tulpini microbiene
rezistente - vezi tabelul 1) si de studiile privind activitatea antioxidanta (metoda cu DPPH -
vezi diagrama 2), cele doua experimente demonstrand clar activitatea antioxidanta (AA),
scavenging de radicali liberi a celor 4 extracte, mai accentuate in cazul extractelor de
rachitan si aronia, ca si efectul antimicrobian cert al extractelor de pufulita cu flori mici si
brusture, obtinute conform inventiei (vezi punctul 7).

Punctual, s-au obtinut urmatoarele rezultate:

In cazul extractelor care alcatuiesc Formula 1 (fig. 1, cromatogramele A si S), extrac-
tul din herba de pufulitda cu flori mici/Epilobium hirsutum L. a demonstrat atat un efect
antimicrobian, pe ambele tulpini bacteriene, respectiv Staphylococcus aureus ATCC 6538
si Escherichia coli ATCC 8739, cét si un efect antioxidant bun (AA = 75% pentru dilutia
0,5 mg/mL), in timp ce extractul din herba de rachitan/Lythrum salicaria L. a demonstrat un
efect antioxidant puternic (AA = 88%, de asemenea pentru dilutia 0,5 mg/mL).

In cazul extractelor care alcatuiesc Formula 2 (fig. 1, cromatogramele C si D),
extractul din frunze de brusture/Arctium lappa L. a demonstrat un efect antimicrobian cert pe
Staphylococcus aureus ATCC 6538 si un efect antioxidant bun (AA = 71% pentru dilutia
0,5 mg/mL) in timp ce extractul din frunze de scorus negru/Aronia melanocarpa L. a
demonstrat un efect antioxidant puternic (AA = 87%, de asemenea pentru dilutia 0,5 mg/mL).

Diametrul zonelor de inhibitie asupra unor tulpini standardizate (ATCC)

Tabelul 1
Proba test Tulpini test Diametru Rezultate
zona inhibitie
(mm)

Extract din herba de Staphylococcus aureus ATCC 6538 15.5 ++
Epilobium hirsutum Escherichia coli ATCC 8739 17 ++
Candida albicans ATCC 10231 <10 -

Extract din frunze de | Staphylococcus aureus ATCC 6538 20 +++
Arctium lappa Escherichia coli ATCC 8739 <10 -
Candida albicans ATCC 10231 <10 -
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Unde:

diametrul < 10 mm inseamna lipsa de activitate si este notata cu semnul '-;

diametrul de 11-15 mm inseamna activitate slaba si este notata cu semnul '+,

diametrul de 16-20 mm inseamna activitate moderata si este notata cu semnul '++';

diametrul > 20 mm inseamna activitate certa sau buna si este notataa cu semnul '+++'.
Astfel, s-a demonstrat ca cele 4 extracte vegetale, obtinute conform inventiei (vezi

punctul 7), au atat efect antioxidant, cat si efect antimicrobian (cazul particular al extractelor

de pufulita cu flori mici si brusture) pe tulpini bacteriene rezistente, ceea ce sustine utilizarea

acestora drept materie prima ori baza a unor produse de igiena ori cosmetice cu efect

antimicrobian - antioxidant.
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Revendicari

1. Procedeu de obtinere a formulelor active cu efect antimicrobian-antioxidant pe
baza de extracte vegetale standardizate de Epilobium hirsutum L. - herba pufulita cu flori
mici, Lithrum salicaria L. - herba rachitan, Arctium lappa L. - folium brustur si Aronia
melanocarpa L. - folium scorus negru, care cuprinde urmatoarele etape:

- extractie a materiei prime vegetale cu etanol 70% (v/v), la temperatura de reflux,
timp de 1 h, in rapoarte de 1:20 g/v pentru pentru Epilobium hirsutum si Arctium lappa, Si
1:10 g/v pentru Lithrum salicaria si Aronia melanocarpa (conform revendicare 2); filtrare a
extractului;

- analiza si standardizare a extractului in polifenoli totali exprimati in acid galic (50 mg
GAE per 1mL extract) (conform revendicare 3), urmatd de amestecarea componen-
telor/extractelor in raport 4:1, adica 4 parti de extract standardizat de herba de pufulita cu
flori mici/Epilobium hirsutum si 1 parte extract standardizat de herba de rachitan/Lithrum
salicaria, respectiv 4 parti de extract standardizat de frunze de brustur/Arctium lappa si 1
parte extract standardizat de frunze de scorus negru/Aronia melanocarpa, pentru a obtine
cele doua formule active (conform revendicare 4).

2. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, materia prima
constituita din herba de pufulitd cu flori mici/Epilobium hirsutum L., ori herba de rachitan/
Lithrum salicaria L., ori frunze de brustur/Arctium lappa L. ori frunze de scorus negru/Aronia
melanocarpa L., uscata, macinata siomogenizata se extrage, fiecare separat, latemperatura
de reflux cu etanol 70% (v), timp de 1 h, in rapoarte de extractie specifice, dupa cum
urmeaza; 1:20 (g/v) pentru herba de pufulita cu flori mici/Epilobium hirsutum L., 1:20 (g/v)
pentru frunze de brustur/Arctium lappa L., 1:10 (g/v) pentru herba de rachitan/Lithrum
salicaria L. si 1:10 (g/v) pentru frunze de scorus negru/Aronia melanocarpa L.

3. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, solutiile alcoolice
filtrate rezultate se concentreaza la reziduu/sicc, iar produsele rezultate se reiau in etanol
70% (v), la concentratia standard de 50 mg polifenoli totali exprimati Tn acid galic (GAE) per
1 mL extract vegetal astfel rezultand 4 extracte vegetale standardizate.

4. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, extractele
standardizate ob{inute se combina in raport 4:1 rezultand cele doua formule de amestecuri
de extracte astfel: Formula 1 - la 4 parti de extract standardizat din herba de pufulita cu flori
mici/Epilobium hirsutum L. se adauga 1 parte de extract standardizat din herba de
rachitan/Lithrum salicaria L.; Formula 2 - la 4 par{i de extract standardizat din frunze de
brustur/Arctium lappa L. se adauga 1 parte extract standardizat din frunze de scorus
negru/Aronia melanocarpa L.
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