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FORMULA DE SUPLIMENT NUTRITIV CU EFECT ANTIVIRAL SI
IMUNOMODULATOR - IMUNOVIRIN SIROP DE CATINA, MIERE SI
PROPOLIS

OFICIUL DE STAY PO TRU LIVERTH $i Nfe.iiii,.
Cerere ¢a brevet do inventie
Nr a Q?QJ Q00O 65"

72 -02- 701

Descriere inventie: .
1 Data depozit bt

Precizarea domeniului de aplicare a inventiei

Inventia se refera la o noud formulé de supliment nutritiv cu efect antiviral
si imunomodulator din domeniul biotehnologiei destinata profilaxiei impotriva
virozelor respiratorii (gripa, infectii acute ale ciilor respiratorii superioare si
infectii respiratorii acute severe).

Prezentarea stadiului actual al tehnicii

Este cunoscutd formula terapeuticd pentru comprimate cu Vitamina C,
propolis si echinacea, brevet nr.A/00918/13.03.2014 a domnului Cristache
Zanoschi care combind proprietatile imunomodulatoare ale propolisului si
echinaceei cu cele antioxidante ale vitaminei C. Dezavantajul acestei formule
rezida din faptul ca nu se recomandd administrarea de suplimente alimentare cu
Echinacea sp. la persoanele alergice la ambrozie!. Noua formula de supliment
nutritiv detaliatd mai jos nu contine extracte de Echinacea sp. i, astfel, se exclude
riscul de aparitie al alergiilor la ambrozie.

.Precizarea problemei tehnice

Principalul obiectiv ce va fi atins este realizarea unui supliment nutritiv pe
baza de ingrediente naturale (catind, miere, propolis) cu efect asupra reducerii
incidentei virozelor respiratorii si/sau severitatii simptomelor acestora, fara efecte
adverse si fara riscul de aparitie al alergiilor la ambrozie.

Expunera inventiei

Exista dovezi ca administrarea concomitenté a flavonoidului quercetina si

vitamina C exercita o actiune antivirala sinergica datorita proprietétilor antivirale

' Mullins J. R. and Heddle R. Adverse reactions associated with echinacea: the Australian experience, Ann Allergy
Asthma Immunol 2002;88:42-51.



RO 135042 A0

si imunomodulatoare suprapuse si capacitétii ascorbatului de a recicla quercetinul,
sporind eficacitatea acestuia®. Studiile éu ardtat ci administrarea concomitenta a
flavonoidului quercetin cu vitamina C pe modelul murin cu susceptibilitate indusa
de efort la virusul gripal HIN1, a scazut mortalitatea cobailor cu aproximativ 22
de procente (mortalitate 74% in lotul placebo comparativ cu 52 % in lotul cu
Vitamina C si Quercetin)®. Intr-un studiu mai vechi, efectuat pe subiecti umani,
s-a constatat cd administrarea compusilor flavonoici Tmpreuna cu vitamina C ar
avea un efect profilactic si terapeutic asupra infectiilor respiratorii®.

Extractul din frunze de citind contindnd 60% galotaninuri si elagotaninuri
s-a dovedit a avea activitate antivirala _imp-otriva infectiilor cu virusuri gripale,
adenovirusuri si paramixovirusuri de tip 1 si 2. Activitatea antivirala a derivatilor
flavonici manifestata Tmpotriva virusurilor gripale se datoreazd capacitatii
acestora de a inhiba neuraminidaza, enzima responsabila de patrunderea virusului
gripal 1n celuld. Modul de izolare al acestor compusi flavonici cu efect antiviral,
din extractul de frunze de citind, a fost descris in patentul RU2118163C1°,

Pentru a obtine efectul sinergic al flavonoidelor impreund cu acidul
ascorbic, avand drept obiectiv sporirea eficientei antivirale, sucul de catina raw
(cu o concentratie in vitamina C de aprox. 400mg/100g) si mierea de salcidm (cu
o concentratie In vitamina C de aprox. 100mg/100g) s-au combinat cu extractele
bogate in flavonoide din frunze de cétind si de propolis, intr-o noud formula de
supliment nutritiv, conform procentelor cantitative descrise in tabelul 1. Pe l4nga
considerentele legate de sinergie, un alt motiv pentru care s-a optat pentru aceste
proportii in prezenta formuld a fost faptul cd, din cauza continutului ridicat in

Vitamina C si acizi organici, gustul sucului din fructe de cétind nu atrage

2 Biancatelli C R M L, Berrill M, Catravas J.D and Marik P, Quercetin and Vitamin C: An Experimental,
Synergistic Therapy for the Prevention and Treatment of SARS-CoV-2 Related Disease (COVID-19), Frontiers
in Immunology, 2020, 11: 1451

* Davis JM, Murphy EA, McClellan JL, Carmichael MD, Gangemi JD. Quercetin reduces susceptibility to
influenza infection following stressful exercise. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. (2008) 295:R505-9.

4 Biskind MS, Martin WC. The use of citrus flavonoids in respiratory infections. Am J Dig Dis. (1954) 21:177.

5 L. D. Shipulina S.A. Vichkanova O. P. Sheychenko O.N. Tolkachev (1994). Drug for treatment of patients with
viral disease. USSR Patent SU RU2118163C1, pp 1-10.
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intotdeauna consumatorii. In amestec cu mierea, gustul produsului a devenit mai
echilibrat si mult mai placut.

Adidugarea gumei de xantan contribuie la dispersia uniforma a
ingredientelor. In acest fel, flavonoidele, vitamina C si alti compusi biologic activi
au o distributie uniformd in masa de lichid, favorizand astfel si mai mult
sinergismul dintre nutrienti si substantele biologic active.

Bauturi pe bazi de flavonoide si guma xantan au fost descrise si in brevetul
US nr. Nr. 5240732°. Diferenta este c3, in acea inventie, extractul vegetal a fost
amestecat cu polioli si guma de xantan, spre deosebire de prezenta inventie care
se referd la o suspensie apoasd in care extractele bogate in flavonoide sunt
dispersate omogen in sucul de cdtind raw si miere. Guma de xantan este o
polizaharida cu greutate moleculara mare. Este produsd prin fermentarea in
culturd purd a unui carbohidrat cu tulpini de Xanthomonas campestris. Intr-o
solutie, moleculele acestui polizaharid se ataseaza una de cealaltd formand o retea
densa ce contribuie la dispersia uniforma a ingredientelor in solutie.

Tabelul 1. Procentele ingredientelor din noua formla de supliment nutritiv

Miere de salcdm

Suc de cdtind raw 60
Extract de propolis 1.5
Extract din frunze de 1.5
catind

Gumd de xantan 0.5
(agent de ingrosare)

Mod de realizare a inventiei revendicate
Obtinerea sucului raw de catind
Fructele de catind H. rhamnoides, ssp. Carpatica, se recolteazd toamna, la

maturare deplind. In conditiile de vegetatie de la noi din Romania, recoltatul

trebuie sa se efectueze inainte de data de 15 octombrie. Dupa jumatatea lunii

octombrie fructele sunt supramaturate, randamentul la recoltare scade iar fructele

¢ Ueda S. (1990). Plant extract-containing beverage United States, Patent US5240732A.
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pierd in greutate si se zbircesc’. Dupd recoltare, fructele sunt congelate la o
temperatura de -18°C. .

Pentru obtinerea sucului, fructele sunt decongelate, spilate, zdrobite in
moara de fructe (blender) si strecurate prin site cu diametru incepand de la 2 mm
si terminédnd cu diametrul de 0,8-0,1 mm. Ultima sitd are rol de a retine semintele
si epicarpul fructului, ce pot fi folosite In continuare pentru a extrage uleiul de
catind. Piureul rdmas in urma filtrarii a fost lasat sa stea timp de 1-3 ore si apoi a
fost centrifugat timp de 15 minute la o temperatura de 4°C. Prin centrifugare se
separa sucul de catini de stratul pastos de sediment. in mod obisnuit, sucul de
catind este opalescent, relativ tulbure, in functie de cantitatea de solide in
suspensie care raméine dupa centrifugare.

Mierea de salcdm

Mierea de salcam se recolteaza primévara si se depoziteazd in recipiente
adecvate, specifice pentru produsele apicole. S-a optat pentru utilizarea mierii de
salcdm datoriti eficientei sale dovedite empiric in prevenirea si combaterea gripei
si racelilor comune, cét si a proprietétilor ei hipoalergenice, prin continutul ei
redus de polen®.

Obtinerea extractului de propolis

Propolisul se colecteaza toamna si se depoziteaza in recipiente adecvate,
specifice pentru produsele apicole. Extractul de propolis este realizat dupa
protocolul elaborat de Boeru si Derevici (1978), cu mici modificari. Propolisul
brut este taiat si mojarat folosind un mojar éu pistil. Exractul de propolis se
efectueaza folosind etanol 95% intr-un raport de 1:5, timp de 10 zile la Intuneric,
cu agitare continua (100 rpm). Dupa 10 zile amestecul se filtreaza folosind hartie
de filtru si extractul brut de propolis este concentrat prin evaporarea etanolului

utilizand un evaporator rotativ sub vid setat la 50 °C si 100 hPa.

7Rati L. V., Rati L., 2002. Citina alb# in exploatatii agricole, Editura Anca, Bucuresti.

8 Mohammed E.A., Al-Mosa A and Brima E, 1., Vitamin C Concentration in Acacia and Ziziphus Honey Samples
from Different Altitudes in Asir Region at the South Western Part of Saudi, PONTE International journal of
sciences and research, 2018, 74(1): 1-15.
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Obtinerea extractului din frunze de cdtind

Frunzele de citind H. rhamnoides, ssp. Carpatica se recolteaza toamna si
se usucd in mod natural in curenti de aer cald. Industrial, se pot usca la 60-70°
Celsius. Pentru prepararea extractului, frunzele de citind se tdiate i se mojareaza
folosind un mojar cu pistil sau folosind o moara pentru micinat plante. Extractul
foliar se realizeazi folosind etanol 70% intr-un raport de 1:5, timp de 10 zile, la
intuneric, cu agitare continud (100 rpm). Dupa 10 zile amestecul se filtreazi
folosind hértie de filtru. Ulterior, extractul se concentreazd prin evaporaréa
etanolului, utilizdnd un evaporator rotativ sub vid setat la 50° C si 100 hPa.

Obtinerea amestecului

Sucul de cétind raw Impreuna cu mierea de salcdm, extractul de propolis si
extractul din frunze de catind se amesteca in cantitétile prevazute in tabelul 1 si se
mixeaza usor. Ulterior, se introduce in suspensie guma de xantan, foarte incet, si
se mixeazd din nou, usor.

Produsul nu contine conservanti. Continutul ridicat in flavonoide cu un
puternic efect antioxidat §i antimicrobian fac inutila addugarea conservantilor,
deoarece flavonoidele sunt considerate conservanti naturali. Din aceste
considerente, se recomanda imbutelierea sub vid a produsului.

Dupa desigilare, se recomanda depozitarea produsului la frigider (3-4°C).

Testarea noii formule intr-un studiu clinic

Pentru a testa eficacitatea noii formule asupra reducerii incidentei virozelor
respiratorii si/sau severitatii simptomelor manifestate, s-a efectuat un studiu clinic
dublu orb, randomizat si controlat cu placebo, pe perioada lunilor noiembrie-
decembrie 2020, Tn municipiul lagi. Studiul a fost efectuat pe un numar total de
50 de voluntari dintre care 25 au primit in mod randomizat noua formuld de
supliment nutritiv de cétind, miere si extract de propolis iar 25 au primit un produs
placebo experimental. Durata de administrare a produsului a fost de 30 de zile iar
doza a fost de 16 ml /zi. Numarul infectiilor virale a scdzut semnificativ din punct

de vedere statistic (p<0.05) in grupul participantilor care au primit noua formula

5
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de supliment nutritiv pe bazad de cétind, miere si propolis comparativ cu grupul
participantilor care au primit produsul placebo. Noua formuld a avut ca efect
reducerea relativa a riscului de infectie cu 71.42%.

Efectul imunomodulator in grupul participantilor care au primit noua
formuld de supliment nutritiv pe bazé de catind, miere si propolis a constat intr-o
reducere semnificativa din punct de vedere statistic al numarului de neutrofile si
bazofile si o crestere a numarului de limfocite fatd de produsul placebo (p<0.05)
Nu s-au inregistrat modificari semnificative din punct de vedere statistic in
privinta numdrului de eritrocite, euzinofile si bazofile si nici a nivelului plasmatic
de IgA in grupul participantilor care au primit noua formula de supliment nutritiv
pe bazd de citina, miere si propolis comparativ cu grupul participantilor care au
primit produsul placebo.

In urma administrarii timp de o luna a acestei noi formule de supliment
nutritiv nu s-au semnalat efecte adverse.

Conform chestionarului aplicat la finalul perioadei de observatie
participantilor din grupul celor care au primit noua formula de supliment nutritiv
pe bazad de catina, miere si propolis, 28% au raportat ca produsul le-a crescut
apetitul, 4% ci acesta le-a redus greutatea corporala si 56% s-au simtit mai plini
de energie. Totodatd, 96% au considerat ca produsul are un gust placut si 88% ca
acesta a avut un impact pozitiv asupra vietii lor. Ninciun participant nu a
manifestat efecte adverse in urma administrarii produsului.

Prezentarea avantajelor inventiei |

Cererea de pe piatd a suplimentelor cu efect profilactic in virozele
respiratorii este mare la ora actuald, motiv pentru care aceasta noud formula ar
putea fi o solutie optima, fara efecte adverse.

Formula acestui supliment nu contine extracte de Echinaceea sp. si, astfel,
se exclude riscul aparitiei alergiilor la ambrozie, avand in vedere numérul realtiv

mare de persoane alergice la acest compus.

=
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Gratie continutului bogat in acid ascorbic si flavonoide, nu necesita
conservanti artificiali.

Addugarea gumei de xantan contribuie la dispersia uniformi a
ingredientelor. In acest fel, flavonoidele, vitamina C si alti compusi biologic activi
au o distributie uniforma in masa de lichid, favorizand astfel sinergismul dintre

nutrienti si substantele biologic active, cand este consumat.

Bibliografie

Biskind MS, Martin WC. The use of citrus flavonoids in respiratory infections.
Am J Dig Dis. (1954) 21:177.

Davis JM, Murphy EA, McClellan JL, Carmichael MD, Gangemi JD. Quercetin
reduces susceptibility to influenza infection following stressful exercise.
Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. (2008) 295:R505-9.

L. D. Shipulina S.A. Vichkanova O. P. Sheychenko O.N. Tolkachev (1994). Drug
for treatment of patients with viral disease, USSR Patent SU
RU2118163C1, pp 1-10.

Mohammed E.A., Al-Mosa A and Brima E, 1., Vitamin C Concentration in Acacia
and Ziziphus Honey Samples from Different Altitudes in Asir Region at the
South Western Part of Saudi, PONTE International journal of sciences and
research, 2018, 74(1): 1-15.

Mullins J. R. and Heddle R. Adverse reactions associated with echinacea: the
Australian experience, Ann Allergy Asthma Immunol 2002;88:42—-51.

Soltuzu B, Catina albi in fitoterapie, Ed.Universitara Bucuresti, 2018.

Ueda S. (1990). Plant extract-containing beverage United States, Patent
US5240732A.

A



RO 135042 A0

REVENDICARI
FORMULA DE SUPLIMENT NUTRITIV CU EFECT ANTIVIRAL
SI IMUNOMODULATOR - IMUNOVIRIN SIROP DE CATINA, MIERE
SI PROPOLIS

1. Compozitia suplimentului nutritiv cu actiune imunomodulatoare si
antivirald asupra virozelor respiratorii caracterizatd prin urmétorul amestec
procentual: 60% suc de cétind raw, 36.5% miere de salcim, 1.5% extract de
propolis, 1.5% extract din frunze de cétina si 0.5% guma de xantan ca agent de
ingrosare.

2. Compozitia suplimentului nutritiv conform revendicarii 1, sub
denumirea de IMUNOVIRIN Sirop de catind, miere si propolis.

3. Compozitia suplimentului nutritiv conform revendicérii 1, In care
cantitatea de extract din frunze de citind este cuprinsd intre 1% si 3% /v.

4. Compozitia suplimentului nutritiv conform revendicarii 1, in care
concentratia de guma de xantan este cuprinsi intre 0,3% /v si 0,6% /v, inclusiv.

5. Compozitia suplimentului nutritiv conform revendicarii 1, care cuprinde
in plus, unul sau mai multi excipienti cum ar fi: indulcitori, arome, regulatori de
pH si conservanti.

6. Compozitia suplimentului nutritiv conform oricaruia dintre paragrafele

1-5 sub forma unui produs comercial.
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