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compusi biologic activi din deseuri de brusture (Arctium
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agitare, urmata de concentrarea la evaporator rotativ si
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hidroalcoolice avand un continut de polifenoli totali de
8,5...10,5 mg echivalent acid galic/1g extract uscat.
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EXTRACTE ECOLOGICE DIN DESEURI DE BRUSTURE - PROCEDEU DE OBTINERE SI
POTENTIALA UTILIZARE TERAPEUTICA

Prezenta inventie se refera la o serie de extracte vegetale obtinute din deseuri de brusture
(Arctium lappa L.) obtinute in urma procesarii industriale, fitoconstituientii majori fiind caracterizati
cantitativ, extracte ce prezinta potentialele aplicatii terapeutice, antioxidante si antimicrobiene,
datorita continutului bogat de compusi biologic activi.

Brusturele este o specie care apartine familiei Asteraceae. Este un arbust care creste
pana la aproximativ un metru inaltime si are o tulpina ramificata si incretita cu un diametru de 1
pana la 2 cm. Are o dezvoltare majora a radacinilor, cu putine ramuri, si atinge 45-50 cm
adancime, un diametru de 3—-6 cm si 100-250 g.

De la un profil de planta ddunatoare a devenit o sursa de compusi biologic activi si 0 sursa
pentru potentiale aplicatii medicale. Brusturele a fost folosit pentru efectul sau antiinflamator,
antitumoral/cancer, antidiabetic, posedand si deosebite proprietati antimicrobiene si antivirale.
Studii recente au aratat proprietatile sale antihiperlipidemice si antioxidante. Pe langa utilizarea
farmaceutica, alte aplicatii industriale ale plantei sunt legate de utilizarea sa in industria
alimentara si in produsele cosmetice.

In functie de specie, cultivar, zona geografica, metoda de extractie sau solvent are o
compozitie bogata in compusi biologic activi (compusi volatili, tanin, B-eudesmol, acid cafeic, acid
clorogenic, inulind, trahelogenina, sitosterol-B-D-glucopiranozida, lappaol, terpene, poliine,
arctiin, arctigenin si diarctigenin, etc.). Radacinile de A. lappa L. prezinta interes din ce in ce mai
mare, nu numai datorita compusilor fenolici, ci si pentru continutul de polizaharide cu diverse
proprietati benefice pentru sanatate. Radacinile sale contin polizaharide pectice (pectind cu
continut scazut de metoxil, cu un grad de esterificare).

Pentru extractia diferitelor principii active din materialul vegetal trebuie sa se tina cont de
o serie de factori deosebit de importanti, pentru desfasurarea in conditii optime a procesului de
extractie: natura produsului vegetal (deseu sau material proaspat), solventii utilizati pentru
extractie, conditiile de extractie. Amestecurile de solventi folosite in extractia compusilor fenolici
sunt in concentratii diferite si cu polaritati diferite, in functie de produsii ce se doresc a fi obtinuti:
de exemplu se pot utiliza amestecuri acetona/apa/ acid acetic (70/28/2, viv/v); acetona/apa/ acid
acetic (70/29.5/0.5, viv/v); acetona/apa/ acid acetic (70/29.8/0.2, v/iviv); metanol/apa (50/50, v/v);
metanol/apa/ acid acetic (50/49.5/0.5, v/v/v), metanol/ acid acetic (99.5/0.5, v/v) sau hexan, eter
etilic, etanol, hexan - eter etilic (1:1, v/v), eter etilic - etanol (1:1, v/v), hexan - eter etilic - etanol
(1:1:1, viv).

Pentru obtinerea de compusi biologic activi din deseuri vegetale sunt necesare tehnici de
extractie mai puternice, care sa aibad capacitate de extractie. Extractia asistata de microunde
(MAE) este o tehnica care utilizeaza energia microundelor pentru a incalzi solventul si proba in
vederea cresterii ratei transferului de masa dintre substantele dizolvate din matricea probei si
solvent, contribuind la trecerea mai usoara a acestora in solvent. Avantajul acestei tehnici fata
de metodele conventionale de extractie consta in timpul redus de extractie, in conditiile folosirii
unui consum redus de energie si solvent si cu o eficienta de extractie ridicata.

Utilizarea unei plante spontane sub forma de deseu ,epuizat” in urma proceselor
tehnologice industriale, cu o foarte buna distributie naturala ofera o solutie de tratament ieftina
prin potentialul sau antioxidant si antimicrobian.

Extractele standardizate reprezinta o foarte buna solutie pentru pregatirea unui produs de
uz topic pe baza potentialului sau farmacologic si a toxicitatii reduse.

Inventia de fata se refera la obtinerea unor extracte vegetale de Arctium lappa L. si la
evaluarea proprietatilor antioxidante si antimicrobiene in vederea utilizarii ca potential tratament
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medical. Obiectul inventiei consta intr-un procedeu de obtinere a extractelor vegetale
caracterizate cantitativ, la verificarea reproductibilitati procesului si evaluarea activitatii
antioxidante si antimicrobiene pe linii de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) si Escherichia
coli (ATCC 25922).

Brevetul US6428822B1 revendica o substantd mixta pentru tratarea hipertensiunii
arteriale, constipatiei, detoxifiere, Tntarirea sistemului imunitar produsa prin extractia Arctium
lappa L., morcov si ridiche cu apa, una sau doua ore la temperatura de 70° C...100° C sub agitare,
Extractele sunt condensate in vid, apoi extractele condensate sunt liofilizate la temperatura joasa
in pulbere, pulberea este incapsulata sau presata in tableta.

Brevetul CN103936803A revendica 0 metodd de extractie, separare si purificare a
arctiinei. Metoda cuprinde urmatoarele etape: a) extractia cu etanol, si anume macinarea Arctium
lappa, adaugarea unei solutii de etanol care este de preferinta de 5-10 ori in greutate, efectuarea
extractiei la reflux timp de trei ore de doua pana la trei ori si amestecarea solutiilor de extractie;
b) decolorarea carbunelui activ, respectiv addugarea de carbune activ care reprezinta 0,5% din
volumul solutiei de extractie, efectuand decolorarea la reflux si efectuand filtrare, obtinandu-se
astfel o solutie de decolorare; ¢) concentrare, si anume reciclarea solutiei de decolorare la
presiune redusa si permitdnd sa ramana aproximativ 20% n volum de solutie de etanol; d)
indepartarea impuritatilor, si anume adaugarea unei solutii mixte de eter de petrol si acetat de
etil, agitarea solutiei si extragerea impuritatilor si repetarea etapei de patru-sase ori; €) extractia
cu arctiina, si anume adaugarea unui diclormetan pentru a extrage produsul si repetarea etapei
de cinci-opt ori; f) concentrare si cristalizare, si anume amestecarea solutiilor de extractie cu
diclormetan care contin produse, concentrarea solutiei de extractie, adaugarea de metanol pentru
a dizolva concentratul si adaugarea a 20% in volum de eter izopropilic pentru cristalizare, in care
concentratia raportului de etanol la apa este de 70- 95%; raportul dintre eterul de petrol si acetatul
de etil este (1:1)-(1:3). Metoda are efectele benefice si are un cost de productie scazut si se
scaleaza cu usurinta in productia industriala.

Brevetul WO1998015259A1 revendica metoda de extractie care consta in: 1) supunerea
plantelor zdrobite la o prima extractie intr-un excipient cosmetic (apa, glicerina, glicoli); 2)
supunerea plantelor drenate rezultate la distilare prin apa pentru colectarea condensatului
imbogatit in molecule volatile; si 3) combinarea celor doua faze intr-una singurad prin orice
mijloace adecvate (emulsie, microemulsie, incapsulare). Aceste preparate sunt destinate utilizarii
in toate tipurile de produse cosmetice sau dermofarmaceutice.

Brevetul CN103432184A revendica o noua aplicare a extractului de fructe de brusture in
prepararea medicamentelor sau a alimentelor pentru prevenirea si tratarea depresiei.

Brevetul CN101391016B revendica o tehnica de extractie pentru extractia de compusi
din brusture, soia sau usturoi.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in dezvoltarea unui extract de material
vegetal, fara utilizarea de reactivi periculosi mediului si a altor produse de sinteza chimica, fara utilizarea
altor conditii predefinite extreme (temperatura, presiune, timp redus de reactie) care sunt consumatoare
de energie, pentru potentiale aplicatii terapeutice (antioxidante si antimicrobiene).

Extractele conform inventiei sunt reprezentate de extracte vegetale hidroalcoolice din Arctium
lappa L. (radacini), cu un continut de polifenoli totali de 8,5...10.5 mg echivalent acid galic /1 g extract
uscat prin liofilizare. Procedeul conform inventiei presupune utilizarea metodei de extractie asistata de
microunde, utilizdnd ca solvent amestecul hidroalcoolic de 30:70...70:30 (alcool:apa), raportul de
material vegetal : solvent de 1:5...1:11, timp de extractie 60...100 min, putere microunde 700...1000 W,
fara agitare, urmata de concentrarea la evaporatorul rotativ si uscarea prin liofilizare. Pentru verificarea
reproductibilitati procesului s-au realizat trei sarje in aceleasi conditii si s-au masurat amprentele
extractelor prin cromatografie de lichide de inalta performanta (HPLC). Activitatea antioxidanta a fost
determinata prin metoda spectrofotometrica colorimetrica 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) de
85...95%, iar activitatea antimicrobiana a fost determinata prin masurarea zonei de inhibitie de 10...14
mm pentru Staphylococcus aureus si 11...15 mm pentru Escherichia coli.
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Solutia propusa, conform inventiei, inldtura dezavantajele utilizarii substantelor chimice
de sinteza in potentialele formulari de uz topic, prin aceea ca utilizeazd materiale ieftine si
naturale ce rezulta din extractile de materiale vegetale, nu necesita substante si solventi toxici
si/sau periculosi, prezinta toxicitate redusa si este fara actiune negativa asupra mediului.

Avantajele aplicarii inventiei: extractele vegetale sunt obtinute printr-un procedeu cu
randament bun de extractie al principiilor active dintr-un material vegetal obtinut in urma procesarii
industriale, produsul obtinut este ecologic si natural, prezinta concomitent doua tipuri de actiune
potential terapeutica: antioxidanta si antimicrobiana, prezinta interes pentru aplicatii in tratamente
naturale de uz topic, ce nu implica utilizarea substantelor de sinteza fata de care de-a lungul
timpului s-a dezvoltat rezistenta crescuta.

Se dau in continuare patru exemple de realizare a inventiei.
Exemplul 1

Materialul supus extractiei este constituit din material vegetal procesat anterior industrial
si supus sortarii (radacini). Materia rezultata, denumita in continuare produs vegetal, contine mai
putin de 0.2% impuritati provenite din alte specii si mai putin de 2.5% impuritati provenite din
aceeasi planta. Materialul vegetal primar a fost obtinut prin uscarea unui deseu obtinut in urma
procesarii industriale, pana la o umiditate de maxim 7%. Materialul vegetal uscat a fost supus
extractiei utilizand ca solvent amestecul hidroalcoolic de (in raport apa:alcool 60:40), raportul de
material vegetal : solvent de 1:10, timp de extractie 80 min, putere microunde 900W, fara agitare, urmata
de concentrarea la evaporatorul rotativ. Concentrarea s-a efectuat pe un evaporator rotativ, sub vid, la
temperatura de 30°C, pana la obtinerea unei suspensii apoase cu un volum de aproximativ 1/10 ori mai
mic decat volumul initial. Uscarea solutiei extractive concentrata a fost realizata la o temperatura de
liofilizare de -45°C timp de 72 ore. Randamentul de obtinere a extractului uscat a fost de 23.52 +1.75%.
Extractul obtinut a fost conditionat in flacoane de sticla brune cu dop din PVC, si pastrat la intuneric si
temperatura camerei. In aceste conditii au fost realizate trei sarje de produs pentru a se determina
reproductibilitatea metodei.

Exemplul 2

0.25 g extract obtinut la exemplul 1 din fiecare sarja (S1, S2, S3) se dizolva in 25 ml etanol
50%. Solutiile se concentreazd la aproximativ 2.5 ml. Amprenta calitativa a polifenolilor se
realizeaza prin metoda colorimetrica Folin Ciocalteu. Determinarea polifenolilor se realizeaza la
765 nm conform protocolului descris in literatura de specialitate [I. Fierascu, si colab. Rom.
Biotechnol. Lett. 20 (2015) 10570-10580].

In tabelu! 1, sunt prezentate concentratiile de compusi fenolici totali ai extractelor din cele
trei sarje.

Tabelul 1
Sarja Sarja 1-S1 Sarja 2-S2 Sarja 3-S3
Continut total de
polifenoli (exprimat in
mg echivalenti acid 9.74 9.81 9.76
galic/1 g extract
uscat) |

Rezultatele determinarilor calitative au fost analizate statistic prin aplicarea testelor
ANOVA si Tukey. Nu s-au inregistrat diferente statistice intre concentratiile de fenol total din cele
trei sarje de extract (p=0.4005, R? = 0.2610). In urma analizei statistice s-a calculat procentul de

i
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compusi fenolici din extract ca fiind de 9.77+0.04 mg exprimati in echivalenti acid galic /1 g extract
uscat.

Amprenta cantitativa a fitoconstituientilor se determina prin cromatografie de lichide de
inalta performanta (HPLC). Analizele cromatografice au fost realizate pe un sistem HPLC prevazut cu
un detector DAD, autosampler si coloana de tip Eclipse XDB-C18 (150 x 4.6 mm i.d., 5 um dimensiune
de particule) (Agilent) iar datele obtinute sunt prelucrate cu un software specific. Faza mobila consta din
doua solutii diferite: solutia A (1% acid acetic in apa) si B (1% acid acetic in acetonitril). Solutille se
degazeaza si se filtreaza prin filtru Labtech Vp30 de 0.45 um. Se opereaza in regim de gradient dupa
urmatoarea procedura: de la 0-55 min faza B variaza de la 2 la 100% urmeaza etapa 55-60 min in care
faza B ramane constant la 100. In final se aplica un timp de 3 minute pentru echilibrarea coloanei la
raportul initial A:B=96:4. Debitul de lucru este 1mL/min si volumul de injectie este de 10 yL. Detectia UV
se realizeaza fa 280 nm. S-au realizat curbe de calibrare pe 5 puncte construite pe fiecare compus
analizat cu R?>0.999, folosindu-se material standard pentru acid galic, acid clorogenic, rutin, acid ferulic.

In tabelul 2, sunt prezentate concentratiile fitoconstituientilor extractelor din cele trei sarje
de extract.

Tabelul 2
Sarjalcompus Sarja 1-S1 Sarja 2-S2 Sarja 3-S3
(mg/100 g extract
uscat)
acid galic 6,83 6.87 6.85
acid clorogenic 9,81 9.94 9.93
rutin 8,71 8.67 8.87
acid ferulic 10,02 10.12 9.99
Exemplul 3

Pentru extractul de la exemplul 1, pentru cele trei sarje, s-a determinat activitatea
antioxidanta prin metoda spectrofotometrica colorimetrica 2,2-diphenyl-1-picrythydrazyl (DPPH), prin
masurarea absorbantei la 517 nm conform protocolului descris in literatura de specialitate [l.
Fierascu, si colab. Rom. Biotechnol. Lett. 20 (2015) 10570-10580].

Rezultatele determinarilor individuale sunt prezentate in tabelul 3.

Tabelul 3

Sarja Sarja 1-S1 Sarja 2-S2 Sarja 3-S3
Activitate 88.9 87.8 88.5
antioxidanta (%)

Se constata o activitate antioxidanta ridicata (88.40+0.56%), determinata prin metoda
DPPH.

Exemplul 4

Extractul obtinut la exemplul 1 a fost testat din punct antimicrobian prin testarea calitativa
a activitatii antibacteriene pe Staphylococcus aureus (ATCC 25923) si Escherichia coli (ATCC
25922). Pentru realizarea experimentului au fost realizate 2 pasaje succesive, prin trecerea
tulpinilor bacteriene pe mediu geloza nutritiva si incubare timp de 24 h, la 37 °C. Pentru realizarea
experimentului, din cultura tanara s-a realizat o suspensie celulara in AFS (Apa fiziologica sterila)
(suspensia de lucru) cu densitate celulara la valoarea finald de 1,5x10® UFC/ml (Unitati
Formatoare de Colonii/ml) corespunzatoare standardului McFarland 0.5. Pentru testarea
activitatii antimicrobiene a probelor mai sus mentionate, la concentratia de lucru de 10 mg/ml,
s-a utilizat metoda difuzimetricd adaptata (adaptare dupa CLSI, 2019). Astfel, pentru fiecare
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specie bacteriana testata s-a realizat un inocul cu densitate standard 0,5 MacFarland (1,5x108
UFC/ml), in AFS (apa fiziologica sterild). Inoculul a fost insdmantat in panza, cu tamponul steril,
la suprafata mediu LB solid. Ulterior, peste inocul, s-au repartizat in spot, cate 10 pl proba la
concentratia de lucru. Placile au fost lasate in repaus la temperatura camerei pentru adsorbtia
picaturii de solutie in mediu, dupa care placile au fost incubate la 37°C, cu capacul in jos, timp de
24 de ore. Activitatea inhibitorie a fost evaluata prin aparitia unei zone de inhibare a cresterii in
jurul fiecarui spot si masurarea diametrului acesteia.
Rezultatele masurarii zonei de inhibitie sunt prezentate individual in tabelul 4.

Tabelul 4
$SarjalLinie Sarja 1-S1 Sarja 2-S2 Sarja 3-S3
microbiana Zona de inhibitie Zona de inhibitie Zona de inhibitie

(mm) (mm) (mm)
Staphylococcus 11 13 11
aureus (ATCC
25923)
Escherichia coli 12 12 13

(ATCC 25922)

Se constata o activitate antibacteriana ridicata, atat asupra linillor gram-pozitive
(determinata prin efectul asupra Staphylococcus aureus — zona de inhibitie 11.67+1.15 mm), cat
si asupra linillor gram-negative (determinata prin efectul asupra Escherichia coli — zona de
inhibitie 12.33+0.58 mm).
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Revendicari

Extracte vegetale obtinute din Arctium lappa L. caracterizate prin aceea ca acestea
contin acid galic, acid clorogenic, rutin, acid ferulic si cuprind 8,5...10.5 mg echivalenti acid galic
/1 g extract uscat.

Procedeu de obtinere a extractelor vegetale de Arctium lappa L. caracterizate prin aceea
ca utilizeaza ca solvent amestecul hidroalcoolic de 30:70...70:30 (raport alcool: apa), raportul
de material vegetal : solvent de 1:5...1:11, timp de extractie 60...100 min, putere microunde
700...1000 W, fara agitare, extractia fiind urmata de concentrarea la evaporatorul rotativ si
uscarea prin liofilizare.

Extracte vegetale conform revendicarilor 1 si 2 caracterizate prin aceea ca prezinta
concomitent activitate antioxidanta de 85...95% si activitate antimicrobiana determinata prin
masurarea zonei de inhibitie de 10...14 mm pentru Staphylococcus aureus si 11...15 mm
pentru Escherichia coli.
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