(19) OFICIUL DE STAT

ROMANIA

a1 RO 137495 A2

PENTRU g\ll:ilil:le]'"tfl MARCI 51) Int.CL.
$ AG67K 36/00 ?6°)
(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: A 2021 00790
(22)  Data de depozit: 16/12/2021

(41) Data publicarii cererii:

30/06/2023 BOPI nr. 6/2023

(71) Solicitant:
* INSTITUTUL NATIONAL DE
CERCETARE-DEZVOLTARE
CHIMICO-FARMACEUTICA - ICCF
BUCURESTI, CALEA VITAN NR.112,
SECTOR 3, BUCURESTI, B, RO;
« APEL LASER S.R.L., STR.VINTILA
MIHAILESCU NR.15, BL.60, SC.A, AP.12,
SECTOR 6, BUCURESTI, B, RO

(72) Inventatori:
« PIRVU LUCIA CAMELIA, STR.BACIA
NR.11 A, SECTOR 4, BUCURESTI, B, RO;
« NITA SULTANA, STR.BARBAT VOIEVOD
NR.21, SECTOR 2, BUCURESTI, B, RO;

+ BAZDOACA CRISTINA,

BD. DIMITRIE CANTEMIR NR. 13, BL. 11,
SC. A AP. 29, SECTOR 4, BUCURESTI, B,
RO;

+ RUSU NICOLETA, STR.ARIESUL MARE,
NR.1, BL.15, SC.B, AP.28, SECTOR 6,
BUCURESTI, B, RO;

* NEAGU GEORGETA,

STR.MUNTII MEHEDINTI NR.4, SECTOR 3,
BUCURESTI, B, RO;

+ ENACHE ALEXANDRU ALIN,
STR.TOCILEI, NR.25, SECTOR 5,
BUCURESTI, B, RO;

+ UDREA VIRGIL MIRCEA, STR.VINTILA
MIHAILESCU, NR.15, BL.60, SC.1, ET.1,
AP.12, SECTOR 6, BUCURESTI, B, RO;

« UDREA RADU MIHAIL, STR. VINTILA
MIHAILESCU, NR.15, BL.60, SC.1, AP.12,
SECTOR 6, BUCURESTI, B, RO

9 PROCEDEU DE OBTINERE A UNOR PRODUSE ACTIVE
VEGETALE IMBOGATITE IN MINERALE 3
S| MICROELEMENTE PRIN EXTRACTIE ASISTATA

CU RADIATIE LASER

(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
produse active vegetale cu activitate antioxidanta. Pro-
cedeul, conform inventiei, consta in etapele: extractia
frunzelor de patlagind Tngustéd cu apa in regim de
agitare continud, 1 h fara laser si 1 h asistata cu radiatie
laser la 488 nm la temperatura masei de extractie,
rezultdnd un extract total, precipitarea din etanol 80% a
extractului total in raport 1:4 g/v, rezultdnd un extract

selectiv imbogatit in minerale si microelemente, recu-
perarea supernatantului alcoolic si reluarea produsului
in etanol concentrat, rezultand un extract selectiv final
imbogatit Tn polifenoli, avand un continut de 5 mg GAE
per ml extract.
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A) Domeniul tehnic la care se referad inventia
1. Inventia se referd la 1 procedeu de obtinere pentru trei categorii de 2xtracte active din
frunze de patlagind ingusta, bogate in minerale §i microelemente si cu activitate antioxidanta
augmentata, obtinute prin extractia materiei prime vegetale cu apa asistatd cu radiatie laser la
488nm, utilizabile ca ingrediente active Tn obfinerea de suplimente alimantare, suplimente
dietetice, ori produse nutricosmetice noi.
2. Descrirea extractelor active, subiect al prezentei inventii:
2.1. Extract total obtinut prin extractia cu apa asistaté cu radiatie laser la 488nm a frunzelor
de patlagina Tngusta;
2.2 Extract selectiv imbogdtit in minerale si microelemente reprezentat de precipitatul in
etanol 80% (v/v) al extractului total (2.1) obtinut cu apé din frunze de patlagina ingusta;
2.3 Extract selectiv imbogatit in polifenoli reprezentat de supernatantul etanolic aferent
precipitatului din etanol 80% (2.2);

B) Stadiul tehnicii

3. Este cunoscut faptul ca radiatia laser are capacitatea de a induce ruperea unor legéaturi din
structura ligninei, fapt demonstrat stiintific prin masuratori RAMAN asupra unor secfiuni din
lemn de molid iradiate cu laser la 532nm (Batirtze P.M. Et al. Following laser induced changes
of plant phenyipropanoids by Raman microscopy. Scientific Reports, Nature 2018, 8:1804) (1);
in plus, s-a demonstrat cd efectul de dezintegrare a ligninei vegetale la o putere a laserului de
35 mW nu a avut alte efecte oxidative asupra materialului vegetal expus.
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4. De asemenea, este cunoscut ci lignina este liantul care leagi microfibrilele de celulozi tn
structura dura si impermeabild a peretelui celulei vegetale. Din punct de vedere chimic, lignina
este un polimer fenolic care contine 3 tipuri de unitati fenolice solubile Tn apa: alcool p-
cumarilic, alcool coniferilic si alcool sinapilic.

5. Slabirea fortelor care leaga microfibrilele de celuloza in structura dura a peretelui celular
vegetal, prin metode care nu distrug lignina vegetald (procedeul clasic de separare a celulozei
de lignina se face In mediu bazic puternic, cu hidroxid de sodiu la pH >10, ceea ce conduce la
distrugerea totald a ligninei) este de un interes economic imens, deoarece aceasta contribuie
atat la eficientizarea valorificarii celulozei din plante, totodatd permite recuperarea ligninei
vegetale, de asemenea, de un interes economic major, ca urmare a potentialului enorm de
utilizare a acesteia ca ingredient activ in industria farmaceutica.

6. Calitatile farmaceutice si potentialul de utilizare a ligninei vegetale pentru o gama larga de
aplicatii industriale, de la biocombustibili la produse chimice si materiale avansate, sunt urmare
a propritafilor de biocompatibilitate, a capacititi de absorbtie a radiatiei UV, a activitafii
antioxidante si antimicrobiene, precum si a capacitatii de imbunététire a rezistentei mecanice a
biomaterialelor (Robles RJ, Carcamo-Martinez A, Stewart SA, Donnelly RF, Larraneta E,
Borrega M. Lignin for pharmaceutical and biomedical applications — Could this become a
reality? Sustaineble Chemistry and Pharmacy, 2020, 18:100320) (2).

7. Un alt beneficiu al efectului de inmuiere a radiatiei laser asupra ligninei din peretele celulei
vegetale ar putea fi marirea randamentului de extracfie a metabolitilor primari si
secundari din biomasa vegetald, sldbirea forfelor de legare dintre componentele peretelui
celulei vegetale facand teoretic posibild marirea vitezei de extractie a compusilor vegetali,
si/lsau marirea cantitatii de compusi extractibili, ori extractia unor molecule cu masa mai mare,
ca urmare a madririi porilor celulei vegetale prin acest efect dezintegrant al radiatiei laser
monocrome asupra structurii rigide a peretelui celulei vegetale.

8. Mentiondm faptul ci radiatia laser la 532nm a fost dovedita eficientd in solvent apos, nu si
fn mediu alcoolic sau acetonic (1).

9.Tn acest context general, avand la baza rezultatele studiilor realizate de Batirtze $i colab,
2018 (1), s-a considerat de interes stiintific i practic ridicat ®studiul efectuli radiatiei laser la
532nm asupra randamentului extractiei compusilor activi dintr-o biomasa vegetald, dar si
bstudiul efectului radiatilor laser la 488nm, 514nm, 552nm, 660nm si 785nm asupra
randamentului extractiei compusilor activi vegetali de interes pentru om, cele 5 lungimi de unda
noi fiind la propunerea unor specialisti in fizica Ia,,serilor, parteneri in proiectq_I
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10. Punctual, studiile s-au realizat pe proiect POC Cod SMIS 105542 cu titlul Noi tehnologii si
produse pentru sdnétate, Contract subsidiar D nr. 35/08.11.2019 (cu te'men de finalizare
30.03.2022), avand ca parteneri ICCF Bucuresti (in calitate de organizate de cercetare) si
Apel Laser SRL (in calitate de intreprindere beneficiarad - IMM); s-a selectat pentru cercetare
materia prima vegetald Plantago lanceolata L. - folium, respectiv frunze de pitlagina ingusta.
11. Prezenta cerere de brevet de inventie valorifici rezultatele studiului de olaborare efectiv
pe contract D35/08.11.2019, respectiv breveteaza un procedeu de obtinere a trei categorii de
extracte active din frunze de patlagina ingusta, utilizabile ca ingrediente acfive in obfinerea de
suplimente alimentare, suplimente dietetice si produse nutraceutice noi, prin extractia materiei
prime vegetale cu apa asistat cu radiatie laser la 488nm, procedeu dovedit in cadrul cercetérii
pe Contract D35 cu efect de sporire a cantitatii de minerale si microelemente, totodata si de
augmentare a efectului antioxidant a categoriilor de extracte brute si selectiv2 rezultate.

C) Prezentarea problemei tehnice
12. Este bine cunoscuta importania mineralelor si microelementelor in nutritie si sanatate,
acestea fiind in fapt elemente chimice indispensabile tuturor organismslor vii, avand rol
structural si functional major. Hormonii, enzimele, mesagerii chimici, pompele celulare, ca si
majoritatea vitaminelor depind de actiunea catalizatoare a unor minerale $i microelemente, de
asemenea stau la baza realizarii metabolismul energetic si oxidativ al tuturor organismelor vii;
de exemplu, la om, cuprul asistd tirozinaza, iodul asista tiroxina, cobaltul este indispensabil
pentru functia vitaminei B12, iar zincul asista functionarea superoxid-dismutazei, astfel fiind
indispensabil in buna functionare a sistemului imunitar al acestuia (3-9).

13. Este bine cunoscut si faptul c3, dintre metaboliti vegetali secundari, polifenolii sunt
compusii vegetali printre cei mai folositori la om, fiind responsabili de prevenirea bolilor si de
mentinerea starii de sdnatate, In special ca urmare a efectului antioxidant ridicat, la care se
adauga multiple efecte benefice in refacerea organismului dupa boald (10-13).

14. Tn acest context, extractele active obtinute din frunze patlagina ingusta, bogate in minerale,
microelemente, polifenoli (derivati de acid cafeic si derivali de luteolin) si polizaharide cu
proprietati de biocompatibilitate dovedite pe mucoasa tractului digestiv, tractului respirator ca si
epidermul la om (14), sunt produse cu valoare terapeutica si alimentara foarie ridicata (15-17).
15.1n acest context, problema tehnicd pe care o rezolvd prezenta inventie se refera la
realizarea UNUI PROCEDEU DE OBTINERE A TREI VARIANTE DE EXTRACTE ACTIVE
DIN FRUNZE DE PATLAGINA INGUSTA (Plantago lanceolata L. foliup-=
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care pot fi utilizate ca ingrediente active naturale pentru obfinerea de multiple produse
sanogene pentru om, suplimente alimentare, suplimente dietetice, ori prod.ise nutricosmetice
noi, cu un confinutul standardizat in minerale, microelemente si polifenoli act vi vegetali.
16. Realizarea a trei variante de extracte active din frunze de patlagind este Tn sprijinul
aplicantului inventiei prin posibilitatea de a selecta un anumit tip de produs sanogen din cele
trei categorii cunoscute, tindnd cont de infrastructura aplicantului, totodata si de cerintele la
notificarea acestora. Conform definitiei EMA (EU) si FDA (USA):
16.1)suplimentele dietetice sunt produse pentru sanatate cu scopul de a suplimenta dieta
n vitamine, minerale, acizi grasi, aminoacizi, fibre si alte substante car2 nu sunt esentiale
pentru viatd, dar au efecte benefice asupra sanatatii;
16.2)suplimentele alimentare sunt produse pentru sanétate cu rol de a corecta anumite
deficiente nutritionale, sau de suport pentru anumite funcitii fiziologice, care pot s& contina
vitamine, minerale, aminoacizi, acizi grasi esentiali, fibre, dar si extracte vegetale;
16.3)in categoria de produse nutricosmetice intrd, atat suplimentele alimentare, cét si
anumite bauturi, ori alte produse alimentare cu rol de suport asupra funcfiilor care se
reflecta Tn aspectul exterior al corpului, sau asupra aparentelor, aici intrand aspectul pielii,
aspectul parului, aspectul unghiilor, etc.
17. Argumente in favoarea inventiei:
17.1. Speciile de patlagina sunt foarte bine reprezentate in flora Romaniei;
17.2. Produsele active izolate din patlagina pot fi utilizate in multiple formule sanogene,
functie de solicitarea pietei si/sau de gama de produse doritd a s2 realiza de citre
aplicant (o intreprindere de profil), ca urmare a compozitiei chimice bogate in special in
minerale, si microelemente, care intra in insasi definitia unui produs sar ogen;
17.3. Procedeul de obtinere pentru cele trei variante de extracte active din frunze de
patlagind ingustd (extract total, extract selectiv imbogdtit in polizanaride minerale si
microelemente si extract selectiv imbogétit in polifenoli) ofera ingred ente active pentru
obfinerea a oricare dintre cele trei variante de produse sanogene pentru om (16.1, 16.2,
16.3), avand un continut modulat si standardizat de minerale, microelerente si polifenoli.
17.4. Procedeul de obtinere pentru cele trei variante de extracte active este gradual, usor
de realizat, si poate fi realizat la orice aplicant (intreprindere de profil) cu
infrastructura/echipamente standard pentru obtinerea de extracte active vegetale.
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D) Expunerea inventiei

18. Procedeul de obtinere pentru cele trei categorii de extracte active din f-unze de patlagina

ingusta se refera la:
18.1. Un extract total (codificat E1) sub forma de pulbere, obfinut pri1 extractia cu apa
asistatd cu radiatie laser la 488nm a frunzelor de patlagind ingustd, cu un continut
standardizat n: total de minerale si microelemente (mg/g pulbere) si total de polifenoli
exprimati in acid galic (mg GAE/g pulbere);
18.2 Un extract selectiv (codificat E2.1) sub formd de pulbere, imbogatit in minerale si
microelemente, reprezentat de precipitatul in etanol 80% (v/v) al extraztului total din apa
(2.1), cu un continut standardizat in: total de minerale si microelemente (mg/g pulbere),
18.3 Un extract selectiv (codificat E2.2) sub forma de extract standardizat in etanol 21%
(v/v), imbogatit In polifenoli, reprezentat de supernatantul etanolic aferent precipitatului din
etanol 80% (2.2), cu un continut standardizat in: total de polifenoli exprimati in acid galic
{mg GAE/mL extract);

19. Cele trei categorii de extracte active se pot utiliza ca ingrediente active pentru obtinerea de

suplimente alimentare (se referd la extractul total, E1), suplimente dietetice (se referd la cele

doua extracte selective, E2.1 si E2.2), ori produse nutricosmetice noi (se refera la extractul

selectiv imbogatit in minerale si microelemente, E2.1), standardizarea lor permitdnd un baleaj

extins al concentratiei acestora in produsul final, alaturi de alte ingrediente active vegetale.

20. Descrierea procedeului de obtinere a extractului total (E1);

Etape de lucru:

- 20.1. extractia materiei prime vegetale (frunze de patlagina Tngusta, uscate si macinate) cu
apa (raport materie prima:solvent de extractie, 1:20, g/v), cu agitare continua (300 turatii pe
minut), 1 ora fara laser la temperatura de reflux a solventului, urmat ce 1 ora asistat cu
radiafie laser la 488nm de putere 40 mW la temperatura masei de extracfie;

20.2. separarea extractului apos brut prin filtrare pe filtru de panza de burrbac;

20.3. dozarea totalul de polifencli din extractul apos brut (mg GAE/mL extract);

20.4. concentarea extractului apos brut la produs spiss;

20.5 uscarea produsului spiss Tn cuptor/etuva cu vid la temperatura ambianta;

20.6. macinarea extractului uscat rezultat (denumit extract total din Plan‘aginis folium - E1)

la pulbere fina si dispunerea acesteia in recipiente etanse, ferit de lumina;

20.7. analiza calitativa (profil polifenoli, HPTLC) si cantitativda (total minerale si
microelemente si total polifenoli) a produsuluyj E1 pentru stabilirea Specificafiei tehnice de

“9
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calitate (se prelucreazd rezultatele din minum trei sarje consecutive, pentru fiecare lot de
planta in lucru).
20.8 — produsul E1 se caracterizeaza prin aceea ca are un continut de: minim 55mg total
minerale s$i microelemente si minim 15 mg polifenoli totali exprimati in acid galic per 1 g
pulbere produs;
21. Descriorea procedeului de obfinere a extractelor selective - extract selectiv imbogatit
in minerale si microelemente (E2.1) si extract selectiv imbogatit in polifenoli (E2.2);
Etape de lucru:
21.1. extractia materiei prime vegetale (frunze de patlagina ingusta, uscate $i macinate) cu
apa (raport materie prima:solvent de extractie, 1:20, g/v), cu agitare continua (300 turatii pe
minut), 1 ord fara laser la temperatura de reflux a solventului, urmat ce 1 ord asistat cu
radiatie laser la 488nm de putere 40 mW, la temperatura masei de extractie;
21.2. separarea extractului brut apos prin filtrare pe filtru de panza de bumbac;
21.3. dozarea totalului de polifenoli din extractul apos brut (mg GAE/mL extract);
21.4. concentrarea extractului apos brut la produs spiss;
21.5 trecerea produsuiui spiss Tn etanol 80% (v/v), raport de precipitare1:4, g/v;
21.6 stationarea suspensiei rezultate in scopul precipitarii componentelor (se realizeaza
intr-un interval de 20-24 ore, la frigider);
21.7. separarea precipitatului (21.8) imbogdatit in minerale ss microelemente prin
decantare, cu recuperarea supernatantul alcoolic (21.9) imbogatit in palifenoli;
21.8.1 uscarea precipitatului in cuptor/etuva cu vid la temperatura ambianti;
21.8.2 miécinarea extractului uscat rezultat (denumit extract selzctiv imbogatit in
minerale si microelemente din Plantaginis folium - E2.1) la pulbere find si dispunerea
acesteia n recipiente etanse, ferit de lumina;
21.8.3 analiza calitativa si cantitativd (continut specific in minerale si microelemente,
metoda ICP-MS) a produsului E2.1 pentru stabilirea Specificafiei tehnice de calitate (se
prelucreaza datele din minum trei sarje consecutive, pentru fiecare lot de planta).
21.8.4 — produsul E2.1 se caracterizeaza prin aceea ca: are un consinut minim de 110
mg total minerale si microelemente per 1 g pulbere produs;,
21.9.1 dozarea totalul de polifenoli din supernatantul alcoolic (mg GAE/mL extract);
21.9.2 concentrarea supernatantului alcoolic la produs spiss;
21.9.3 reluarea produsului spiss in etanol 21% (v/v) astfel incét sa rezulte un extract
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21.9.4 dispunerea extractului alcoolic standardizat rezultat (denumit extract selectiv
imbogétit in polifenoli din Plantaginis folium - E2.2) in recipiente ferite de lumina;
21.9.5 analiza calitativd (profil polifenoli, HPTLC) si cantitativd (total polifenoli in
exatract exprimati in acid galic) a produsului E2.1 pentru stabilirea Specificafiei
tehnice de calitate (se prelucreaza datele/rezultatele din minum trei sarje
consecutive, pentru fiecare lot de planta).

21.9.6 — Produsul E2.2 se caracterizeaza prin aceea ca are un confinut de: 5 mg
(15%) polifenoli totali exprimati in acid galic per 1 mL solutie in eta10l 21% (v/v),

E) AVANTAJE INVENTIE
22. Prin aplicarea punctelor 20 (procedeu simplificat) $i 21 (procedeu extins;, conform inventiei,
rezulta trei avantaje:
22.1 Se oferd o solutie tehnicd de o complexitate graduald (procedeu simplificat si
procedeu extins), care tine cont de infrastructura potentialilor aplicanti usilizatori ai inventiei,
si care permite oblinerea a trei categorii de extracte active vegetale, decsebit de valoroase
pentru industria produselor sanogene;
22.2 Obtinerea celor trei categorii de extracte active necesitd un singur solvent (alcool
etilic concentrat), care se poate refolosi in procesul tehnologic;
22.3 Cele trei categorii de extracte active sunt produse stabile: doua dintre ele sunt
extracte uscate sub forma de pulbere si al treilea este un extract in etanol 21% (v/v), usor
de analizat si de standarizat in scopul elaborarii Specificatiei tehnice de produs/extract;
22.4 Cele trei categorii de extracte active din Plantaginis folium se p>t combina intr-un
numar infinit de produse sanogene din categoria suplimente alimentare, suplimente
dietetice si produse nutraceutice noi si imbunatatite;

H) Mod de realizare

23. Modul de realizare se refera la obfinerea de extracte totale (procedeu simplificat) gi
extracte selective (procedeu extins) din frunze de patlagind ingusta prin extractie cu apa
asistata cu radiatie laser la 488nm.

24.1. Descrierea operatiilor tehnologice pentru obtinerea extractulul tetal din frunze de
patlagina ingusta (E1):

- 250 g materie prima vegetald (frunze de patlagind ingusta, uscate si mac nate) se extrag cu

5000 mL apa (raport materie prima:solvent extractie, 1:20, g/v), mai intai 1 or; temperatura
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de reflux a solventului de extractie, cu agitare continu& (300 turatii pe minut) fara radiatie laser,
dupé care se intrerupe incélzirea si se extrage inca 1 oré la temperatura masei de extractie, cu
agitare continua (300 turatii pe minut) asistat cu radiafie laser la 488 nm la o putere de 40 mW,
- la finalul celor 2 ore de extraclie se separa extractul apos de masa vegetala prin filtrare pe
filtru de panza de bumbac - se obtin in medie 3850 mL extract apos brut cu un continut mediu
de 0.35 mg GAE/mL extract;

- extractul apos brut se concentreazé la produs spiss;

- produsul spiss se dispune n tavi si se usuca in cuptor/etuva cu vid la temperatura ambianta;

- produsul uscat se macina la pulbere fini;

- se obtin, In medie, 70 g extract uscat sub formd de pulbere finad de culoare gri cu miros
specific, denumit extract total din Plantaginis folium - extract E1;

- extractul uscat E1 se analizeaza in ceea ce priveste conformitatea calitativd — punctual se
realizeaza analiza HPTLC privind profilul in polifenoli al produsului E1;

- extractul uscat E1 se analizeaza in ceea ce priveste conformitatea cantitativd — punctual se
determina totalul de minerale si microelemente (mg/g), totodata si totalul de polifenoli exprimat
in acid galic (mg/g), care trebuie sa corespunda intervalelor stabilite de Specificafia tehnica de
calitate a extractului total din frunze de patlagina (stabilitd anterior in baza a minim 3 sarje
consecutive de produs E1 din acelasi lot si de la acelasi furnizor);

- extractul E1 (produs final) se caracterizeaza prin aceea ca are un continLt de: minim 55 mg
total minerale si microelemente si minim 15 mg polifenoli totali exprimati ir acid galic per 1 g
pulbere; produsul final E1 se depoziteaza in recipiente etansge, ferit de lumina.

24.2. Descrierea operatiilor tehnologice pentru obtinerea bxtractelor seléctive din frunze
de patlagina ingusta (E2.1 si E2.2):

- 250 g materie prima vegetala (frunze de patlagina ingustd, uscate si macinate) se extrag cu
5000 mL apéa (raport materie prima:solvent extractie, 1:20, g/v), mai intai 1 ora la temperatura
de reflux a solventului de extractie cu agitare continua (300 turatii pe minut) fira radiatie laser,
dupé care se intrerupe incélzirea si se extrage inca 1 ora la temperatura masei de extractie, cu
agitare continua (300 turatii pe minut) asistat cu radiatie laser la 488 nm la o putere de 40 mW;
- la finalul celor 2 ore de extractie, se separa extractul apos de masa vegetala prin filtrare pe
filtru de panza de bumbac - se obtin in medie 3850 mL extract apos brut cu un continut mediu
de 0.35 mg GAE/mL extract;

- extractul apos brut se concentreaza la produs spiss;
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- produsul spiss obtinut, in cantitate medie de 100g, se adauga in fir subtire, sub agitare, intr-
un volum de 400 mL etanol concentrat, 96% (v/v) (insemnand un raport de precipitare 1:4, g/v),
iar suspensia oblinutd se stafioneazd peste noapte (20-24 ore) la frigider (8C), pentru
definitivarea precipitdrii componentelor insolubile Tn alcool concentrat;
-Uprecipitatul rezultat (extractul imbogatit in minerale si microelementz) se separd de
Jsupernatantul alcoolic (extractul imbogatit Tn polifenoli) prin decantare;
Yprecipitatul se reia In tivi si se usuca In cuptor/etuva cu vid la temperatura ambianta, iar
produsul uscat se macina la pulbere fin&;
- se obtin, in medie 25g extract uscat/pulbere fina de culoare gri deschis, denumit extract
selectiv imbogé{it in minerale §i microelemente din Plantaginis folium - extract E2.1,
- extractul uscat E2.1 se analizeazd in ceea ce priveste conformitatea calitativad si
cantitativa — punctual se determind prin tehnica ICP-MS continutul sgecific si continutul
total in minerale si microelemente (mg/g), care trebuie s& corespunda intervalelor stabilite
de Specificatia tehnicd de calitate a extractului selectiv Tmbogafit in minerale si
microelemente din frunze de patlagina (stabilitd anterior in baza a minim 3 sarje
consecutive de produs E2.1 din acelasi lot sl de la acelasi furnizor),
- extractul E2.1 (produs final) se caracterizeaza prin aceea ca are un continut de: minim
110mg total minerale si microelemente per 1 g pulbere;
- produsul final E2.1 se depoziteaza in recipiente etanse, ferit de lumina
Asupernatantul alcoolic se analizeaza mai intai din punctul de vedere al continutului
total in polifenoli (mg GAE/mL);
- supernatantul alcoolic se concentreaza la produs spiss;
- se obtin, Tn medie, 459 produs spiss care se reia in etanol 21% (v/v) astfel incat sa
rezulte un extract cu continut exact de 5Smg GAE / 1mL etanol 21% (v/v), denumit
extract selectiv imbogatit in polifenoli din Pfantaginis folium - extract E2.2;
- extractul alcoolic E2.2 se analizeaza in ceea ce priveste conformitatea calitativa —
punctual se realizeaza analiza HPTLC privind profilul in polifenoli al produsului E2.2;
- extractul alcoolic E2.2 se analizeaza in ceea ce priveste conforritatea cantitativa —
punctual se determiné totalul de polifenoli exprimati in acid galic (mg/g), care trebuie
sa corespunda intervalelor stabilite de Specificafia tehnicd de celitate a extractului
selectiv imbogétit n polifenoli din frunze de patlagina (stabilitd anterior in baza a
minim 3 sarje consecutive de produs E2.2 din acelasi lot si de la acelasi furnizor);
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- Extractul E2.2 (produs final) se caracterizeaz3 prin aceea c4 are un continut de 5mg
(£5%) polifenoli totali exprimati in acid galic per 1 mL solutie in etanol 21% (v/v),
- produsul final E2.2 se depoziteaza Tn recipiente etanse, ferit de lumina.
25. Prin aplicarea procedeului tehnologic descris mai sus:
- Rezulta trei extracte standardizate din frunze de patlagind care se pot utiliza ca ingrediente
active naturale pentru obtinerea de suplimente alimentare, suplimente dietetice si produse
nutraceutice noi si imbunatatite;
- Extractul total (E1) se caracterizeaza prin aceea cé are un confinut de: minim 55mg total
minerale si microelemente si minim 15 mg polifenoli totali exprimati in acid galic per 1g pulbere;
- Extractul selectiv (E2.1) se caracterizeaza prin aceea c& are un confinut de: minim 110mg
total minerale si microelemente per 1g pulbere;
- Extractul selectiv (E2.2) se caracterizeaza prin aceea ca are un continut de: 5 mg (£5%)
polifenoli totali exprimati in acid galic per 1 mL solutie in etanol 21% (v/v),
26. Argumente stiintifice privind datele din prezenta cerere de brevet de inventie:
26.1 Figura 1 prezinta comparatia intre continutul chimic calitativ in politenoli al extractului
total E1, fata de extractul selectiv imbogatit in polifenoli E2.2, obtinute din wunze de patlagina
ingusta - realizat prin metoda HPTLC.

T1 T2 T3 T4 T5 Té6 T7

Figura 1. Comparatie intre continutul chimic calitativ Tn polifenoli {metoda HPTLC) al extractului total (E1) fata de
extractul selectiv imbogétit in polifenoli (E2.1) obtinute din Plantaginis folium; Unde: Trac< T1, quercetin-3-O-
rutinoside/rutin, quercetin-3-O-galactoside/hyperoside and gallic acid (ref.); Track T2 quercetin-3-O-
rutinoside/rutin, chlorogenic acid, quercetin-3-O-galactoside/hyperoside, luteolin-7-O-glucoside/ cynaroside,
apigenin-8-C-glucoside/vitexin, caffeic acid (ref.); Track T3: rutin, chlorogenic acid, apigenin-7-O-
glucoside/cosmosiin and kaempferol (ref.); Track T4-T5, extract total (E1) din Plantaginis folium (duplicat); Track
T8-T7, extract selectiv imbogait n polifenoli (E2.2) din Plantaginis folium (dupliqg’q} .
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Astfel, la acelasi volum de proba test, se constatd un continut chimic calitativ similar in

polifenoli in cele doua extracte test, E1 si E2.2, punctual se constata prezenta derivatilor de

acid cafeic (spoturile albastre fluorescente) si a derivatilor de luteolin (spoturile galbene

fluorescente), care sunt specifici materiei prime Plantaginis folium, compusi care sunt superior
cantitativ in extractul selectiv E2.2 (Track T6-T7), fata de extractul total E1 (Track T4-T5);

26.2 Tabelul 1 prezintd comparatia intre continutul chimic calitativ si canti:ativ in minerale si

microelemente al extractului total E1, fatd de extractul selectiv E2.1, obtinute din frunze de
patlagina ingusta - realizat prin tehnica ICP-MS.

Nr. E1 (n=3) E2.1 (n=3)
crt. Element Extract total (pulbere) Extract selectiv (pulbere) din
din Plantaginis folium Plantaginis folium
(extractie laser 488nm) (extractie laser 488nm)
Hglg (ppm) Hglg (pprr)
1 Na 730,9196 693,60
2 Mg 2373,84 8992,172
3 P 5119,440 18887,203
4 K 39008,94 36700673
5 Ca 11066,548 44917687
6 Cr 3,310 10,181
7 Mn 85,696 509,814
8 Fe 239,751 1774,314
9 Cu 8,359 23,328
10 Zn 37,297 133,793
1 Cd 0,089 1,331
12 Pb 1,120 0,585
Total 58.675 ppm 112.645 ppm
general (Specificatie tehnica produs - (Specificatie tehnica produs -
min. 55 mg/g pulbere) min. 110 mg/g pulbere)

Astfel, analiza confinutului in minerale si microelemente al extractului total (E1), in

comparatie cu extractul selectiv imbogatit in minerale si microelemente (E2.1), obtinute prin

extractie cu laser la 488nm (la o putere de 40mW), releva dublarea cantiafii de minerale si
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26.3 Tabelul 2 prezintd comparatia intre continutul chimic calitativ in minerale si
microelemente al extractului total E1 obtinut prin extractie fard laser (Martor - FL) Tn
comparatie cu extractul total obtinut prin extractie asistatd cu radiatie lasar, la lungimile de
unda studiate in cadrul Contractului D35/08.11.2019, punctual radiatie laser la 488nm (40mW),
514mnm (15mW), 632nm (20mW), 5652nm (15mW), 660nm (75mW) si 785nm (70mW).

Nr. | Element E1 E1 E1 E1 E1 E E1
crt. | (wg/g) | Martor-FL L488 L514 L532 L552 LE6O L785
1 Na 628,929 730,9196 | 665,879 | 677,310 | 641,094 | 630,362 | 391,176
2 Mg 2244,42 2373,94 | 191998 | 247067 | 1971,72 | 195€.47 | 1223,90
3 P 462743 | 5119,440 | 3353,930 | 5165,932 | 4150,800 | 4376248 | 2333,790
4 K 37101,70 | 39008,94 | 25343,85 | 39304,13 |32897,501 | 3229N,46 | 17106,027
5 Ca 10660,05 |[11066,548|7179,166 | 11034,65 | 8565659 | 9268 698 | 5185,342
6 Cr 2515 3,310 2,032 2,819 2,526 10,136 2,611
7 Mn 80,171 85,696 56,657 89,305 60,775 63,372 40,577
8 Fe 173,323 239,751 | 189,184 | 197,478 | 199,414 | 205183 | 127,208
9 Cu 7,421 8,359 5,878 8,008 5,895 7,932 4,319
10 Zn 39,425 37,297 18,52 223115 | 21,590 24 37,288
11 Cd 0,098 0,089 0,099 0,103 0,120 0,199 0,100
12 Pb 1,120 1,120 1,009 1,150 1,127 1,123 1,082
l. Total 55.566 58.675 38.736 59.174 48.518 48.€36 26.453
minerale gi +53% | -30.28% + 6% -13% -12% -62.39%
microelemente

Astfel, analiza extractelor totale (de tip E1) obtinute din Plantaginis folium prin extractie
asistata cu radiatie laser la 488nm, 514nm, 532nm, 552nm, 660nm si 785nm, fata de extractul
martor obtinut fara laser (Martor - FL) indica radiatiile la 488nm si §32nm c& fiind capabile sa
creascad continutul in minerale si microelemente din extracte, in timp ce radiatiile laser la
lungimile de unda de 514nm, 552nm, 660nm si 785nm scad semnificativ continutul in

minerale si microelemente din extracte.
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26.4 Diagrama 1 prezintd rezultatele studilor de chemiluminescenta privind activitatea
antioxidantd masurata in procente (AA%) a celor 6 extracte totale (E1) obfinute prin extractie
asistatd cu radiafie laser la lungimile de undd de 488nm (40mW), 514mnm (15mW), 532nm
(20mW), 552nm (15mW), 660nm (75mW) si 785nm (70mW), fata de activitatea antioxidants a
extractului total (E1) obtinut fara radiafie laser (Martor - FL).
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Analiza datelor privind activitatea antioxidantd (sau potentialul scasenger de radicali
liberi ai oxigenului) a extractelor totale (E1) obtinute din Plantaginis fodum prin extractie
asistata cu radiatie laser la 488nm, 514nm, 5632nm, 552nm, 660nm si 785nm indica radiatiile
laser la 532nm si 660nm ca fiind capabile sa aduca radicali liberi in sistem (se constata
scéderea puterii antioxidante a acestor extracte cu 14%, respectiv 31%), 11 timp ce radiatiile
laser la 488nm, 514nm, 552nm si 785nm augmenteaza activitatea antioxidantd a extractelor
cu 8%, 8%, 5% si chiar 17%, fata de extractul martor faré laser (Martor - FL).

27. CONCLUZII STUDII STIINTIFICE PE CONTRACT D35/08.11.2019

Din analiza datelor obtinute la extraciia materiei prime Plantaginis folium cu radiatie laser la
cele sase lungimi de unda (488nm, 514nm, 532nm, 552nm, 660nm, 785nm) propuse spre
studiu de catre specialistii de la intreprinderea partenera (Apel Laser SRL) s2 constata:

- scaderea activitafii antioxidante a extractelor asistate cu radiatie laser la 532nm si 660nm,
care induc o scadere a puterii antioxidante cu 14%, respectiv 37%, fatd ce extractul martor
obtinut fara laser;
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- scaderea semnificativd a confinutului in minerale si microelemente in cazul extractiei cu
radiatie laser la 514nm, 552nm, 660nm si 785nm, fatd de extractul martor obtinut fara laser;

- cresterea confinutului in minerale si microelemente (cu 5,8%), totodatéd si augmentarea
activitatii antioxidante (cu 8%) a extractului asistat cu radiatie laser la 488nm, fata de extractul
martor obtinut fara laser.

28. Prezentul brevet de inventie a fost realizat in baza lucréarilor de cercetare, colaborare efectiva
intre ICCF Bucuresti §i intreprinderea APEL LASER SRL, pe Contract subsidiar D nr.
35/08.11.2019 cu titlul “TEHNOLOGIE INOVATIVA DE EXTRACTIE A BIOMASElI VEGETALE
UTILIZAND RADIATIA LASER”, care se desfigoard pe proiect POC-A1-A1.2.3-G-2015 cu titlu NOI
TEHNOLOGI $1 PRODUSE PENTRU SANATATE, ID P_40_406, SMIS 105542, Contract nr.
60/05.09.2016 avand ca beneficiar ICCF Bucurestl, flind indicator de realizare pe prolect.
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REVENDICARI

1. Procedeu de obtinere pentru un extract vegetal standardizat de uz sanogen denumit
extract total din frunze de patlagina ingusta cu un continut de minim 55mg total minerale si
microelemente si minim 15 mg polifenoli totali exprimati in acid galic (GAE) per 1 g pulbere,
caracterizat prin aceea ca: materia prima vegetald uscata si macinata se exrage cu apa (1:20,
g/v) in regim de agitare continud, 1 ora fara laser la temperatura de reflux a solventului si 1 ora
asistat cu radiatie laser la 488 nm la o putere de 40 mW la temperatura masei de extractie,
urmat de separarea prin filtrare a extractul apos, concentrarea extractului apos la un produs
spiss, uscarea produsului spiss la vid si macinarea acestuia la pulbzre find, care se
depoziteaza la loc uscat ferit de lumina;

2. Procedeu de obtinere pentru un extract vegetal standardizat de uz sanogen denumit
extract selectiv imbogétit in minerale $i microelemente din frunze de patlaginad ingusta
cu un continut de minim 120mg total minerale si microelemente per 1 g pulbere, caracterizat
prin aceea ca: materia prima vegetald uscata si macinata se extrage cu apa (1:20, g/v) in
regim de agitare continua, 1 ora fara laser la temperatura de reflux a solventului si 1 orad asistat
cu radiatie laser la 488 nm la o putere de 40 mW la temperatura masei de extractie, urmat de
separarea prin filtrare a extractul apos, concentrarea extractului apos la un produs spiss,
precipitarea produsului spiss din etanol concentrat (raport 1:4, g/v), uscaiea precipitatului la

vid si macinarea acestuia la pulbere fina, care se depoziteaza la loc uscat fe-it de lumina;

2. Procedeu de obtinere pentru un extract vegetal standardizat de uz sanogen denumit
extract selectiv imbogatit in polifenoli din frunze de patlagina ingustd cu un continut de
5mg GAE (£5%) per 1 mL extract in etanol 21% (v/v), caracterizat prin aceea ca: materia
prima vegetala uscata si macinata se extrage cu apa (1:20, g/v) in regim de agitare continua, 1
ora fard laser la temperatura de reflux a solventului si 1 ora asistat cu radiatie laser la 488 nm
la o putere de 40 mW la temperatura masei de extractie, urmat de separarea prin filtrare a
extractul apos, concentrarea extractului apos la un produs spiss, precipitarea produsului spiss
din etanol concentrat (raport precipitare 1:4, g/v), recuperarea supernatantului alcoolic,
dozarea continutului Tn polifenoli totali (mg GAE/mL) in supernatantul alcolic, concentrarea
supernatantului alcoolic la un produs spiss, reluarea produsului spiss in etanol 21% (v/v) astfel
incat sa rezulte un extract final cu un continut exact de 5 mg GAE per 1 mL extract, care se
depoziteaza in recipiente de sticla, la loc uscat ferit de lumina.
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