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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania preparatu do pielegnacji skory z ekstraktéw
z korzenia zmijowca wtoskiego Echium italicum L., bedacych zrédtem biologicznie aktywnych substanc;ji
jak: alantoina, szikonina, czy tez polifenole. Preparat otrzymany sposobem wedtug wynalazku znajduje
zastosowanie do pielegnaciji skéry po zranieniach, oparzeniach réznej etiologii, zakazeniach bakteryj-
nych czy grzybiczych.

Znane jest zastosowanie alantoiny jako substancji czynnej w réznego rodzaju preparatach der-
matologicznych i pielegnacyjnych w postaci masci lub zasypek stuzacych do pielegnacji skéry, zaréwno
dorostych, jak i dzieci, a nawet niemowlat.

Znane jest réwniez zastosowanie alantoiny w kosmetyce, przyktadowo do produkcji nawilzaja-
cych i zmiekczajacych skére emulsji ptynnych, kreméw, zeli pod prysznic, antyperspirantéw, a takze
kosmetykdéw pielegnacyjnych dla dzieci. Jak podaje Fedoreyev i wsp. w artykule ,Production of alantoin,
rabdosiin and rosmarinic acid in callus cultures of the seacoastal plant Mertensia maritima (Boragina-
ceae)” (Plant Cell Tiss. Organ. Cult., 2012, 110:183-188) alantoina znalazta zastosowanie w ponad
1300 preparatach kosmetycznych.

Alantoina stosowana w wiekszosci dostepnych na rynku preparatéw pozyskiwana jest na drodze
syntezy chemicznej. Jest to proces wzglednie skomplikowany. Z kolei znane sposoby wyizolowania
alantoiny z ekstraktéw roslin powszechnie wystepujacych w Polsce takich jak zywokost lekarski, ogra-
niczajg sie do otrzymywania tylko alantoiny, jako gtéwnej substancji aktywnej wystepujgcej w tym
surowcu, stad preparaty zawierajgce alantoine pochodzgcg z tego rodzaju zrédet, np. masé zywoko-
stowa czy zele zywokostowe, czesto pozbawione sg innych komponentéw o dziataniu leczniczo piele-
gnacyjnym.

Inng substancjg aktywng pochodzenia ro$linnego majacg istotne znaczenie dla funkcjonowania
prawidtowych mechanizméw naprawczych skéry jest szikonina.

Jak podajg m.in. Papageorgiou i wsp., w artykule , The chemistry and biology of alkannin, shiko-
nin, and related naphthazarin natural products” (Angew. Chem. Int. Ed., 1999, 38:270-300); Ge i wsp.,
w artykule ,Effects of rare earth elements on the growth of Arnebia euchroma cells and the biosynthesis
of shikonin” (Plant Growth Regul., 2006, 48:283-290); Chen i wsp., w artykule ,Cellular pharmacology
studies of shikonin derivatives” (Phytother. Res., 2002, 16:199-209) czy tez Zare i wsp., w artykule
~Bioprocess engineering of Echium italicum L.: induction of shikonin and alkannin derivativers by two-
liquid-phase suspension cultures” (Plant Cell Tiss. Organ. Cult., 2010, 100:157-164), szikonina wyka-
zuje silng aktywnos$¢é przeciwzapalng, przeciwnowotworowg, przeciwzakrzepowg oraz przeciwbakte-
ryjng, zwiaszcza w stosunku do bakterii Gram-dodatnich.

Teresa Bujak w artykule p.t. ,Masci aloesowe z wyciggami ziét chifiskich” (Pol. J. Cosmetol. 2014,
17(3):231-237) opisuje, ze szikonina ma silne wtasciwosci przeciwbakteryjne, a korzeh nawrotu czer-
wonokorzeniowego, ktéry obfituje w ten zwigzek, stosowany jest przez medycyne azjatyckg jako lek na
egzemy skory.

Yoo i wsp., w artykule ,Lithospermum erythrorhizon extract protects keratinocytes and fibroblasts
against oxidative stress” (J. Med. Food, 2014, 00(0):1-8) wykazali, ze ekstrakt z nawrotu, bogaty
w szikonine dziatat ochronnie na ludzkie komorki skéry, zabezpieczajac je przed stresem oksydacyjnym
wywotanym nadtlenkiem wodoru i w konsekwencji opézniat procesy jej starzenia.

Innym zrédtem roélinnym do pozyskiwania szikoniny jest wyciag z korzeni Alcanna tinctoria. Na-
lezy jednak podkresli¢, ze szikonina, na skale przemystowg, pozyskiwana jest metodami biotechnolo-
gicznymi, a uzyskiwanie metabolitéw w kulturach in vitro, powoduje wzglednie wysokie koszty prowa-
dzenia takiego procesu.

Innym waznym skfadnikiem preparatoéw dermatologicznych czy kosmetykéw do pielegnacji skéry
sg witaminy, a zwlaszcza witamina F, bedgca mieszaning nienasyconych linolenowych kwaséw tlusz-
czowych wchodzgcych m.in. w sktad olejéw roslinnych. Jak podaje Ando i wsp., w artykule ,Linolenic
acid and o-linolenic acid lightens ultraviolet-induced hyperpigmentation of the skin” (Arch. Dermatol.
Res., 1998, 290(7):375-81), kwasy te odgrywajg w organizmie cztowieka bardzo wazng role fizjolo-
giczng w procesie regeneracji nabtonka i tkanki facznej skory, co bezposrednio wptywa na utrzymanie
skory w dobrej kondycji. Wykazano rowniez, ze niedob6r witaminy F prowadzi wrecz do réznego rodzaju
zmian skérnych takich jak, nadmierne fuszczenie naskérka, suchosé skory, tojotok czy sktonnosé do
tragdziku.
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Celem wynalazku byto opracowanie, prostego, ekologicznego i ekonomicznego sposobu pozy-
skiwania biologicznie aktywnych substancji gtéwnie alantoiny i szikoniny, wzbogaconych o polifenolowe
substancje antyoksydacyjne z jednego, tatwo dostepnego, naturalnego surowca, stuzacych do opraco-
wania prostego sktadu preparatu o duzej skutecznosci w regeneraciji i pielegnacji uszkodzonej skory.

Sposéb otrzymywania preparatu do pielegnacji skéry z wykorzystaniem korzenia zmijowca wto-
skiego Echium italicum L. do otrzymywania ekstraktéw zawierajgcych alantoine i szikonine wraz z mie-
szaning polifenoli, wedtug wynalazku charakteryzuje sie tym, ze uprzednio oczyszczony, oddzielony od
kory, wysuszony, zmielony i przesiany przez sito o $rednicy oczek nie wiekszej niz 1,6 mm, korzen
Echium italicum L., zwilza sie alkoholem etylowym i po odparowaniu alkoholu zalewa rozpuszczalnikiem
polarnym w postaci wody destylowanej w stosunku wagowym korzeh/woda jak 1 do 4, wytrzgsa przez
€O najmniej 4 godziny, a nastepnie ekstrahuje sie w procesie kawitacji z uzyciem fazni ultradzwickowe;j
przez 30—-60 minut, w temperaturze 35-45°C, powtarzajgc proces kilkukrotnie i po odwirowaniu czesci
statych otrzymuje sie ekstrakt o zawartosci od 0,25 do 0,35 g alantoiny w 100 ml roztworu. Dodatkowo
ekstrakt zawiera mieszanine polifenoli ktérych zawarto$¢ wynosi od 75 do 120 mg ekwiwalentu kwasu
galusowego na 100 ml ekstraktu.

Oddzielong od korzenia Echium italicum L. kore, przygotowang jak uprzednio korzen, zalewa sie
ttoczonym na zimno olejem Inianym w stosunku wagowym kora korzenia/olej jak 1 do 10 i wytrzgsa
nieustannie przez 48—72 godzin, po czym czesci state mieszaniny odfiltrowuje sie, otrzymujgc ekstrakt
o zawartosci szikoniny w ilosci od 0,2 do 0,3 g na 100 ml olejowego ekstraktu wraz z zestawem cennych
nienasyconych kwasoéw ttuszczowych i witamin pochodzacych z oleju. W koncowym etapie, wodny eks-
trakt zawierajgcy alantoine i polifenole emulguje sie z lipofinym podtozem masciowym, korzystnie
Z euceryng, w stosunku wagowym 1:1, ciggle rozcierajgc w porcelanowym mozdzierzu podgrzanym
w tazni wodnej 60—75°C, a po uzyskaniu homogennej postaci, dodaje sie ekstrakt olejowy szikoniny
w stosunku wagowym do poprzednich skfadnikéw o potowe mniejszym, i po uzyskaniu homogennego
magzidta chtodzi do temp. 8—7°C, otrzymujgc postac zestalonej masci.

Preparat otrzymany sposobem wedtug wynalazku, na podtozu lipofilnej masci z mieszaning bio-
logicznie aktywnych substanciji jak alantoina, szikonina, czy polifenole pochodzgce z korzenia Echium
italicum L., a takze witamin wchodzgcych w sktad oleju Inianego wedtug wynalazku charakteryzuje sie
tym, ze sktadniki takie jak, podtoze masciowe; wodny ekstrakt z korzenia Echium italicum L. 0 zawarto$ci
alantoiny w granicach od 0,25 do 0,35 g na 100 g ekstraktu wraz z mieszaning polifenoli w ilosci od
75 do 120 mg wyrazonej jako ekwiwalent kwasu galusowego w 100 g ekstraktu oraz ekstrakt olejowy
z zawartoscig szikoniny w granicach od 0,2 do 0,3 g na 100 g ekstraktu wraz z zestawem nienasyconych
kwasow ttuszczowych i witamin, wystepujg w proporcjach wagowych jak, 1:1:0,5.

Zaletg wynalazku jest prosty, ekologiczny i ekonomiczny spos6b pozyskiwania z zastosowaniem
dwojakiego rodzaju ekstrakcji korzen — woda i kora korzenia — olej Iniany, dwéch biologicznie aktywnych
substancji — alantoiny i szikoniny wraz z cennymi polifenolami o wiasciwosciach antyoksydacyjnych
z jednego, tatwo dostepnego naturalnego surowca zawierajgcego optymalnie wysokie zawartosci wy-
mienionych substanciji.

Preparat wedtug wynalazku ma prosty skfad, z zawartoscig substancji aktywnych alantoiny i szi-
koniny wspomaganych dodatkowo przez antyoksydanty i sktadniki oleju Inianego jak, nienasycone
kwasy ttuszczowe i witaminy, gtéwnie witamine F. Przeprowadzone badania wykazaty duzg skutecz-
nos¢ preparatu w pielegnaciji skory, a zarazem brak jego wtasciwosci toksycznych.

Whynalazki przedstawiono w ponizszych przyktadach wykonania.

Przyvktad 1

300 g uprzednio oczyszczonego, oddzielonego od kory, wysuszonego, zmielonego i przesianego
przez sito o Srednicy oczek 1,6 mm korzenia Echium italicum L., zwilzono alkoholem etylowym i po
odparowaniu alkoholu zalano 1200 ml wody destylowanej i wytrzgsano przez co najmniej 4 godziny, po
czym w procesie kawitacji z uzyciem tazni ultradzwiekowej o mocy ultradzwiekéw 240 W oraz czestotli-
wosci 35 kHz przeprowadzano ekstrakcje w ciggu 30 minut, w temperaturze 45°C, powtarzajgc proces
kilkukrotnie. Nastepnie, czesci state mieszaniny oddzielono od roztworu poprzez przefilitrowanie mie-
szaniny przez jatowg gaze. Z uzyciem elektroforezy kapilarnej w odniesieniu do wzorca alantoiny
0 czystosci >98%, okreslono zawarto$¢ alantoiny na poziomie 0,25 g w 100 g wodnego ekstraktu. Do-
datkowo, metodg Folina-Cicalteau oznaczono catkowitg zawarto$¢é zwigzkoéw polifenolowych na pozio-
mie 75 mg ekwiwalentu kwasu galusowego na 100 g ekstraktu.
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W drugim etapie 50 g oddzielonej od korzenia Echium italicum L. kory, uprzednio wysuszonej,
zmielonej i przesianej przez sito o $rednicy oczek 1,5 mm, zwilzono alkoholem etylowym i po odparo-
waniu alkoholu zalano, 500 ml ttoczonego na zimno oleju Inianego i wytrzgsano nieustannie przez
48 godzin, po czym czesci state mieszaniny odwirowano z predkoscig 5000 rpm przez 10 minut.

Otrzymany supernatant dodatkowo przefiltrowano przez jatowg gaze poprzez przelanie ekstraktu
olejowego przez kilkukrotnie ztozong i umieszczong w lejku gaze jatowg. W otrzymanym ekstrakcie
metodg spektrofotometryczng przy dtugosci fali 530 nm w odniesieniu do wzorca szikoniny o czystosci
>98% okreslono zawartosci szikoniny w ilosci 0,3 g na 100 g ekstraktu.

W konicowym etapie, 200 ml wodnego ekstraktu zawierajgcego alantoine zemulgowano z 200 g
euceryny, ciggle rozcierajgc w porcelanowym mozdzierzu podgrzanym w fazni wodnej do 75°C, a po
uzyskaniu homogennej postaci dodano 100 g ekstraktu olejowego, a nastepnie po uzyskaniu homogen-
nego mazidta ochtodzono je do temp. 7°C, otrzymujac postaé zestalonej masci o wisniowo-czerwonej
barwie.

Przyktad 2

200 g uprzednio oczyszczonego, oddzielonego od kory, wysuszonego, zmielonego i przesianego
przez sito o Srednicy oczek 1,5 mm korzenia Echium italicum L., zwilzono alkoholem etylowym i po
odparowaniu alkoholu zalano 800 ml wody destylowanej i wytrzgsano przez co najmniej 4 godziny, po
czym w procesie kawitacji z uzyciem tazni ultradzwiekowej o mocy ultradzwiekéw 240 W oraz czestotli-
wosci 35 kHz przeprowadzano ekstrakcje w temperaturze 35°C w ciggu 60 minut, powtarzajgc proces
kilkukrotnie. Nastepnie, cze$ci state mieszaniny odwirowano z predko$cig 5000 rpm przez 10 minut, po
czym z uzyciem elektroforezy kapilarnej w odniesieniu do wzorca allantoiny o czysto$ci >98%, okreslono
zawartos¢ alantoiny na poziomie 0,35 g w 100 g wodnego ekstraktu. Dodatkowo, metodg Folina-Cical-
teau oznaczono catkowitg zawarto$é zwigzkéw polifenolowych na poziomie 120 mg ekwiwalentu kwasu
galusowego na 100 g ekstraktu.

W drugim etapie 100 g oddzielonej od korzenia Echium italicum L. kory, uprzednio wysuszonej,
zmielonej i przesianej przez sito o $rednicy oczek 1,6 mm, zwilzono alkoholem etylowym i po odparo-
waniu alkoholu zalano 1000 ml ttoczonego na zimno oleju Inianego i wytrzgsano nieustannie przez
72 godziny. Czesci state mieszaniny odsgczono na jatowej gazie a otrzymany supernatant dodatkowo
przefiltrowano przez kilkukrotnie ztozong jatowg gaze. W otrzymanym ekstrakcie okreslono zawartoSci
szikoniny metodg spektrofotometryczng, przy dtugosci fali 530 nm w odniesieniu do wzorca szikoniny
0 czystosci >98%, w ilosci 0,2 g na 100 g ekstraktu.

W koncowym etapie, 100 g wodnego ekstraktu zawierajgcego alantoine zemulgowano ze 100 g
euceryny, ciggle rozcierajgc w porcelanowym mozdzierzu podgrzanym w tazni wodnej do 60°C, a po
uzyskaniu homogennej postaci dodano 50 g ekstraktu olejowego i ochtodzono do temp. 8°C, otrzymujgc
postac zestalonej masci o wisniowo-czerwonej barwie.

Przyktad 3

Skifad preparatu do pielegnacji skory:

— 50 g lipofilnej masci stanowigcej podtoze w postaci euceryny,

— 50 g ekstraktu wodnego korzeni E. italicum L. o zawartosci alantoiny 0,35 g/100 g ekstraktu
i zawartosci polifenoli na poziomie 75 mg ekwiwalentu kwasu galusowego na 100 g ekstraktu,

— 25 g ekstraktu olejowego kory korzeni E. italicum L. o zawarto$ci szikoniny 0,2 g/100 g wraz
z zestawem cennych nienasyconych kwaséw ttuszczowych i witamin.

Przyvktad 4

Skifad preparatu do pielegnacji skory:

— 250 g lipofilna mas¢ stanowigca podtoze w postaci euceryny,

— 250 g ekstraktu wodnego korzeni E. italicum L. o zawartoSci alantoiny 0,25 g/100 g ekstraktu
i zawartosci polifenoli na poziomie 120 mg ekwiwalentu kwasu galusowego na 100 g ekstraktu,

— 125 g ekstraktu olejowego kory korzeni E. italicum L. o zawartosci szikoniny 0,3 g/100 g eks-
traktu wraz z zestawem cennych nienasyconych kwaséw ttuszczowych i witamin.

W kolejnym przyktadzie badano wptyw preparatu na zywotno$é komoérek skéry, wyrazong po-
przez aktywno$¢ dehydrogenazy burszytnianowej oraz stabilno$¢ bton komérkowych z wykorzystaniem
ludzkich fibroblastéw skéry wiasciwej.

Przyvktad 5

1 g preparatu weditug wynalazku, rozpuszczono w 5 ml roztworu wodno-etanolowego w proporcji
1:1, z uzyciem tazni ultradzwiekowej 0 mocy 240 W oraz czestotliwosci 35 kHz ogrzanej do temperatury
35°C. Z otrzymanego roztworu sporzgdzono kilka roztworéw o stezeniach: 25, 50, 75, 100, 125 oraz
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150 pg/ml, ktére wykorzystano do badan z uzyciem hodowli komérkowych i analiz metodami spektrofo-
tometrycznymi jak, MTT opartej na ocenie aktywno$ci dehydrogenazy bursztynianowej zywych komoérek
oraz NR oceniajgcej stabilno$¢ bton komérkowych.

Wplyw preparatu o réznych stezeniach na aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowej zywych
komorek ludzkich fibroblastow skéry wiasciwej oraz stabilno$é ich bton przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Metoda
Stezenie (pg/ml) MTT NR
Wynik w %
Kontrola 100 £ (0,79 100 £ 3,66
25 162,76 £ 1,15 97,56 + 1,84
50 102,95 £ 0,57 101,52 £ 2,70
75 103,54 £ 0,76 160,00 + 4,88
100 104,33 £+ 3,96 100,91 + 1,51
150 105,12 + 2,43 100,30 +2,43

Przedstawione wyniki wskazuja, ze wraz ze wzrostem stezenia preparatu wzrasta aktywno$é de-
hydrogenazy bursztynianowej bedacej odzwierciedleniem pozytywnego wptywu preparatu na zwieksze-
nie zywotnosci komérek badanych fibroblastéw, co posrednio $wiadczy o pielegnacyjnych wtasciwo-
Sciach preparatu w zakresie regeneracji uszkodzonej skory.

Wyniki testu NR nie wykazujg wptywu preparatu na stabilnos¢ bton komérkowych, co potwierdza
fakt braku toksycznych wtasciwosci preparatu.

Dodatkowo, w przykfadzie wykazujgcym brak toksycznosci preparatu, wykonano obserwacije ko-
morek ludzkich fibroblastow pod mikroskopem, z wykorzystaniem metody May-Griinwald-Giemsa,
w ktérej zabarwione jgdra komoérkowe widoczne sg ciemno niebieskim kolorze, za$ cytoplazma w kolo-
rze czerwono-fioletowym.

Obrazy mikroskopowe zamieszczono na rysunku, na ktérym widoczne sg zdrowe komérki ludz-
kich fibroblastéw wybarwione metodg May-Griinwald-Giemsa, ciemniejsze obszary to jadra komoérkowe
zas jasdniejsze wokét nich to cytoplazma.

Fig. 1 przedstawia obraz kontrolny — bez zastosowania preparatu wedtug wynalazku, zas fig. 2
i fig. 3 — komorki ludzkich fibroblastéw potraktowane roztworem preparatu odpowiednio o stezeniach —
25 pg/mli 75 pg/ml. Wizualizacja efektu dziatania preparatu na zdrowe komérki ludzkich fibroblastow
nie wykazata istotnych réznic w morfologii tych komoérek w stosunku do kontroli.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b otrzymywania preparatu do pielegnacji skéry z wykorzystaniem korzenia zmijowca
wtoskiego Echium italicum L. do otrzymywania ekstraktéw alantoiny i szikoniny wraz z polife-
nolami, znamienny tym, ze uprzednio oczyszczony korzen Echium italicum L. oddziela sie od
kory, suszy, miele, przesiewa przez sito o Srednicy oczek nie wiekszej niz 1,6 i zwilza alkoho-
lem etylowym, a po odparowaniu alkoholu zalewa rozpuszczalnikiem polarnym w postaci wody
destylowanej w stosunku wagowym korzen/woda jak 1 do 4, wytrzgsa przez co najmniej
4 godziny, a nastepnie ekstrahuje sie w procesie kawitacji z uzyciem tazni ultradzwickowej
przez 30-60 minut, w temperaturze 35-45°C, powtarzajgc proces kilkukrotnie i po odwirowa-
niu czesci statych otrzymuje sie ekstrakt o zawartosci od 0,25 do 0,35 g alantoiny w 100 g
roztworu, dodatkowo ekstrakt zawiera polifenole ktérych zawarto$¢ wynosi od 75 do 120 mg
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ekwiwalentu kwasu galusowego na 100 g ekstraktu, zas oddzielong od korzenia Echium itali-
cum L. kore, przygotowang jak uprzednio korzen, zalewa sie ttoczonym na zimno olejem Inia-
nym w stosunku wagowym kora korzenia/olej jak 1 do 10 i wytrzgsa nieustannie przez 48-72
godzin, po czym czesci state mieszaniny odfiltrowuje sie, otrzymujac ekstrakt olejowy o za-
wartosci szikoniny w iloéci od 0,2 do 0,3 g na 100 g ekstraktu wzbogacony o zestaw nienasy-
conych kwasoéw ttuszczowych i witamin, pochodzgcych z oleju, przy czym w kohicowym etapie,
wodny ekstrakt zawierajgcy alantoine i polifenole emulguje sie z lipofilnym podtozem mascio-
wym, korzystnie z euceryng, w stosunku wagowym 1:1, ciggle rozcierajgc w porcelanowym
mozdzierzu podgrzanym w tazni wodnej do temperatury 60-75°C, a po uzyskaniu homogen-
nej postaci dodaje sie ekstrakt olejowy szikoniny w stosunku wagowym do poprzednich sktad-
nikéw o potowe mniejszym, i po uzyskaniu homogennego mazidta chtodzi do temp. 8-7°C,
otrzymujgc postaé zestalonej masci.

. Preparat do pielegnacji skéry, na podtozu lipofilnej masci w postaci euceryny, bedacy homo-
geniczng mieszaning biologicznie aktywnych substanciji jak alantoina, szikonina czy polifenole
pochodzgce z korzenia Echium jtalicum L. oraz zestawem nienasyconych kwaséw ttuszczo-
wych i witamin zawartych w toczonym na zimno oleju Inianym, znamienny tym, ze sktadniki
takie jak, podtoze masciowe; wodny ekstrakt z korzenia Echium italicum L. o zawartosci alan-
toiny w granicach od 0,25 do 0,35 g na 100 g ekstraktu wraz z mieszaning polifenoli w ilosci
od 75 do 120 mg wyrazonej jako ekwiwalent kwasu galusowego w 100 g ekstraktu oraz eks-
trakt olejowy z zawartoscig szikoniny w granicach od 0,2 do 0,3 g na 100 g ekstraktu wraz
z zestawem nienasyconych kwaséw ttuszczowych i witamin, wystepujg w proporcjach wago-
wych jak, 1:1:0,5.
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