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(57) Rezumat:

Inventia se refera la uleiuri volatile modificate chimic, si anume la o forma oxidata a uleiului volatil
de coriandru, care poate fi utilizata in calitate de remediu cu proprietati antifungice si antibacteriene.

Forma oxidata a uleiului de coriandru este obtinutd la fotooxidarea sensibilizatd cu oxigen, la
temperatura camerei in clorurd de metilen, a uleiului volatil nativ, obtinut din plante verzi cu fructe
imature.

Forma oxidatd a uleiului de coriandru manifestd proprietati antifungice si antibacteriene
pronuntate la valori ale concentratiei minime inhibitorii respectiv de 8 pg/mL si 35 ng/mL.

Revendicari: 2
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactata de solicitant)

Inventia se refera la uleiuri volatile modificate chimic, si anume la o forma oxidata a uleiului de
coriandru, care poate fi utilizata in calitate de remediu cu proprietati antifungice si antibacteriene.

Bolile infectioase cauzate de fungi si bacterii au cunoscut o raspandire largd in ultimii ani,
devenind una dintre preocupdrile de maxima importantd in majoritatea tarilor din lumea intreaga.
Majoritatea preparatelor antimicrobiene existente nu asigura vindecarea stabild si completa a afectiunilor.
Tratamentele existente, ca regula, nu conduc la disparitia definitiva a infectiei, ci doar amelioreaza temporar
starea generald a pacientilor, aceasta recidivand frecvent cu manifestari clinice mai pronuntate.

Dintre preparatele frecvent utilizate in practica medicala este bine cunoscutd nistatina,
caspofungina, kanamicina s.a.

Preparatele mentionate insé au si un sir de dezavantaje, ce constau in:

- eficienta redusa a preparatului;

- provoaca reactii alergice si iritatii in locul aplicarii;

- tulburari renale si ale cailor urinare;

- intoleranta gastro-intestinald etc.

Prin urmare, existd o necesitate stringentd de noi structuri moleculare cu proprietati
antimicrobiene, care ar putea servi pentru obtinerea unor preparate medicinale noi si eficiente in tratamentul
infectiilor provocate de fungi si bacterii. Produsele naturale reprezinta o sursd importantd de compusi noi
biologic activi. Originea naturald a acestora presupune biocompatibilitate, activitate biologica selectiva si
toxicitate redusa.

Uleiurile volatile sunt tocmai astfel de remedii naturale, cu o aplicare larga in medicina,
farmaceutica, cosmetica si industria alimentara. Un loc aparte le revine uleiurilor volatile chimic modificate
care manifestd bioactivitate superioara fata de medicamentele cunoscute.

Este cunoscut faptul ca uleiul volatil de coriandru prezintd o gama larga de activitati biologice
precum cea antibacteriana, antifungica, antioxidantd, insecticidd si, n plus, include si unele activitati
farmacologice, cum ar fi cea antiinflamatoare sau anxioliticd [1]. Uleiul este utilizat pe scard larga in
medicina popularad ca agent carminativ, spasmolitic, digestiv §i antimicrobian, fard a prezenta semne de
toxicitate [2]. Activitatea antimicrobiana a uleiului de coriandru se manifestd atat impotriva bacteriilor
Gram-pozitive (Staphylococcus aureus, Bacillus sp.), cat si a bacteriilor Gram-negative (Escherichia coli,
Salmonella typhi, Pneumonia klebsiella, Proteus mirabilis). Recent s-a confirmat ca uleiul volatil provenit
din planta verde cu seminte imature este activ si impotriva tulpinilor Candida [3].

in calitate de cea mai apropiati solutie este cunoscut uleiul volatil nativ de coriandru cu proprietati
biologice [4]. Conform analizei GC-MS in uleiul volatil de coriandru au fost detectate treizeci si doua de
componente, ceea ce reprezintd 99,32% din compozitia sa totald. Fractia terpenica (26,42%) include
hidrocarburi monoterpenice (3,07%) si derivati oxigenati ai acestora (23,35%). Cea mai abundentd si
variatd este fractia compusilor alifatici (71,91%). Ea se compune din alcani (0,57%), alcooli saturati
(4,96%), alcooli nesaturati (15,86%) si ambele grupuri de aldehide saturate (8,43%) si nesaturate (42,09%).
De asemenea, uleiul volatil de Coriandrum sativum contine o cantitate micd de compusi heterociclici (~
1%).

Anterior au fost efectuate teste microbiologice ale probelor de ulei volatil de coriandru de origine
moldoveneasca pentru evaluarea activitatii antibacteriene a acestuia pe tulpinile de bacterii non-patogene
Gram-pozitive si Gram-negative de Bacillus subtilis CNMN BB-01 si Pseudomonas fluorescens CNMN-
PFB-01, si respectiv, pe tulpinile de bacterii fitopatogene Xanthomonas campestris, Erwinia amylovora si
Erwinia carotovora, si fungi filamentosi Drechslera sorokiniana, Fusarium oxysporum si Fusarium
sporotrichiella var. tricinctum. Pentru testarea activititii antimicrobiene a fost utilizata metoda dilutiilor
succesive duble si a inregistrarii diametrelor coloniilor in evolutia cresterii si dezvoltarii fungilor [4].

Conform autorilor, uleiul volatil de coriandru a prezentat activitate bactericida in concentratie de
0,0035% pentru speciile P. fluorescens, X. campestris si 0,007% pentru B. subtilis, E. amylovora, E.
carotovora, deci la concentratii scazute, ceea ce confirma activitatea antibacteriand 1nalta a acestuia si ofera
oportunitati mari de a crea preparate eficiente impotriva bacteriozei produse de X. campestris, E.
amylovora, E. carotovora. Actiunea antibacteriand, probabil, se datoreaza prezentei in extract a linaloolului,
n-decanalului, (E)-dec-2-en-1-olului si a altor componente care isi manifesta activitatea prin mecanisme
probabile care includ: deteriorari structurale ale membranei citoplasmatice, dezmembrarea proteinelor
membranice si perturbarea procesului de transport ionic [4]. Uleiul volatil nativ de coriandru, obtinut din
plante verzi cu fructe imature, manifestd o activitate antifungica si antibacteriana ridicata in raport cu
preparatele medicamentoase existente.
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Reiesind din proprietatile biologice si componenta sa chimica, uleiul nativ de coriandru, obtinut
din plante verzi cu fructe imature, poate fi selectat in calitate de analog proxim.

Dezavantajul analogului proxim, consta in activitatea antifungica si antibacteriana redusa.

Problema pe care o rezolva inventia constd in largirea gamei de remedii de origine naturald cu
activitate antifungica si antibacteriand inalta, reiesind din materie prima de baza autohtond, renovabila si
usor accesibild, reprezentand uleiurile volatile native.

Problema se rezolva printr-o forma noud de ulei volatil de coriandru oxidat, care poate fi utilizata
pentru tratarea unor afectiuni de natura fungica si bacteriana.

Uleiul volatil nativ de coriandru, obtinut din plante verzi cu fructe imature, a fost modificat chimic
prin intermediul reactiei de fotooxidare sensibilizatd. Proba de ulei oxidatd a fost analizatid prin metode
cromatografice si spectrale (cromatografie de gaze, spectrometrie de masa, spectroscopie in infrarosu), care
au confirmat modificarile calitative si cantitative ale acesteia.

Forma oxidata de ulei de coriandru a fost obtinuta la fotooxidarea sensibilizatd prin barbotarea
oxigenului si iradierea cu becuri fluorescente in prezenta unei cantitati catalitice de mezo-tetrafenilporfirind
a unei solutii de ulei de coriandru nativ, obtinut din plante verzi cu fructe imature, in clorura de metilen, la
temperatura camerei timp de 6...8 ore si eliminarea solventului prin distilare, totodata produsul obtinut se
caracterizeaza prin prezenta in spectrul IR a unei benzi intense in jurul 3360 cm™, iar in gaz-cromatograma
prin absenta hidrocarburilor monoterpenice cu masa moleculara 136.

Uleiul de coriandru chimic modificat prin fotooxidare poate fi utilizat in calitate de remediu cu
proprietati antifungice si antibacteriene pronuntate, fapt confirmat de testarile biologice a acestuia in vitro
pe speciile de microorganisme Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aurantiaca si
Candida utilis.

Avantajele formei revendicate constau in:

1. Activitate antimicrobiand mai ridicata a uleiului volatil de coriandru oxidat in raport cu
analogul proxim sau cu preparatele comerciale existente.

2.Accesibilitatea formei revendicate sub aspect eficienta/pret.

3.Accesibilitatea materiei prime si originea ei locala.

4.Procedeul de obtinere a uleiului de coriandru oxidat prin fotooxidare sensibilizata este
accesibil, ieftin si ecologic.

Este necesar de mentionat ca uleiul volatil de coriandru oxidat revendicat, dar si rezultatele
testarilor biologice ale acestui compus nu au fost descrise anterior in literatura de specialitate.

in calitate de materie prima pentru obtinerea formei revendicate a fost utilizat uleiul volatil nativ
de coriandru, care a fost obtinut industrial prin antrenare cu vapori de apa din plantele verzi cu fructe
imature.

Exemplu de realizare a inventiei

Obtinerea formei oxidate a uleiului de coriandru. La solutia formatd din ulei de coriandru nativ,
obtinut din plante verzi cu fructe imature, in diclormetan anhidru (1,0 g/100 mL) s-a adaugat o cantitate
catalitica de mezo-tetrafenilporfirina (10 mg), solutia la agitare, a fost iradiata timp de 7 ore la temperatura
camerei cu trei becuri de 60 W, care emana relativ putina radiatie termica, de exemplu de tip LED sau CFL,
totodata prin sistem s-a barbotat oxigen pe toata durata reactiei, la o ratd de 1 mL/min. Solventul a fost
distilat la presiune redusa, obtinandu-se forma oxidata a uleiului de coriandru (1,30 g), ce prezinta un produs
uleios galben, care a fost folosit in continuare pentru analize spectrale, cromatografice si testari biologice.

Spectroscopie 1n IR (v, cm™): 3364, 3089, 2955, 2926, 2856, 2734, 1686, 1638, 1457, 1413, 1377,
1144, 1104, 995, 975, 920, 723 cm™.

Rezultatele analizei gaz-cromatografice (GC)

In rezultatul analizei gaz-cromatografice a formei oxidate a uleiului de coriandru au fost
identificate 7 semnale cu timpii de retentie si continutul procentual indicate in Tabelul 1.

Tabelul 1
Compozitia chimica a formei oxidate a uleiului volatil de coriandru
No. TR* Component, % No. TR Component %
(min) Masa moleculara (min)
1 9,33 [152] 2,47 5 15,02 [168] 1,97
2 10,87 [156] 8,24 6 17,56 [182] 13,21
3 12,37 [154] 51,80 7 22,336 [210] 6,51
4 12,54 [156]

*TR — timpi de retentie.

De mentionat cd, spre deosebire de forma nativa a uleiului volatil de coriandru, obtinut din plante
verzi cu fructe imature, in care au fost identificati 32 de constituienti, picurile 1-4 din cromatograma formei
oxidate au timpi de retentie mai mari, ceea ce confirma ca acestea sunt compusi de oxidare care sunt mai
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polari si au masele moleculare (M) indicate in Tabelul 1 (152...156 u.a.m.), ce indica aditia unui atom de
oxigen. Procesul de oxidare este confirmat si de absenta semnalelor caracteristice pentru hidrocarburile
izomerice monoterpenice nesaturate, prezente in uleiul nativ, care au M=136.

Picul 5 corespunde unor produse de oxidare a hidrocarburilor monoterpenice nesaturate care au
aditionat doi atomi de oxigen: M=136 + 32=168 u.a.m.

Picul 6 poate fi considerat produs de oxidare care a aditionat trei atomi de oxigen: M=134 + 48 =
182 u.a.m.

Picul 7, cu cel mai mare timp de retentie si care are M=210 u.a.m., probabil corespunde produselor
de oxidare a aldehidelor superioare nesaturate din componenta uleiului de coriandru.

De mentionat ca masele moleculare sunt probabile, deoarece procesele radicalice care decurg pe
durata oxidarii nu sunt cunoscute suficient de bine si devierea cu 2...4 u.a.m. poate fi o urmare a unor reactii
secundare de sustragere a unor atomi de hidrogen, care decurg concomitent.

Structura unor componente din uleiul de coriandru oxidat a fost confirmata de datele analizelor
spectrale.

Prezenta grupelor hidroperoxi (-O-OH) este confirmati de banda de absorbtie de la 3364 cm™ care
este deplasatda si mult mai intensd decat cea caracteristica pentru grupele hidroxil (-OH) din compozitia
uleiului nativ de coriandru. De asemenea sunt prezente benzile de absorbtie caracteristice pentru legaturile
C-O-1la 1144 i 1104 cm™, cea de la 1686 cm™ apartine gruparilor carbonil, partea alifaticd este reprezentati
de semnalele la 2955, 2926, 2856 si 1377 cm’?, iar semnalele legiturilor duble sunt de o intensitate foarte
mici la 3089, 1638 si 995 cm™,

In rezultatul testdrilor biologice s-a demonstrat cd uleiul de coriandru oxidat manifesta proprietati
antifungice si antibacteriene excelente la valori ale concentratiei minime inhibitorii (CMI, pg/mL) de 8
pg/mL si 35 pg/mL (0,0008% si 0,0035%), respectiv, care sunt net superioare celor caracteristice
analogului proxim (vezi Tabelele 2 si 3).

Forma revendicata este stabild in contact cu aerul, solubild in alcooli, clorura de metilen, acetat de
etil si acetona.

Testarea activitatii antimicrobiene a uleiului de coriandru nativ si oxidat

Activitatea antimicrobiand a uleiului volatil nativ de coriandru, obtinut din plante verzi cu fructe
imature, si a uleiului oxidat revendicat a fost evaluata in vitro pe speciile de microorganisme: Bacillus
subtilis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aurantiaca si Candida utilis.

Pentru evaluarea activitatii antimicrobiene a fost utilizatda metoda dilutiilor succesive duble care
consta 1n aceea ca la etapa initiala se iau siruri de 10 eprubete in care se introduc cate 1 ml de bulion
peptonat pentru bacterii si Sabouraud pentru fungi. Ulterior se picurd 1 ml de preparat in prima eprubeta
(din sirul de 10 eprubete). Se pipeteaza amestecul obtinut, dupa care 1 ml din acesta se transfera in eprubeta
urmitoare, astfel ci procedura se repeti pani la eprubeta nr. 10 a sirului. in asa mod, concentratia
preparatului initial se micsoreazi de 2 ori in fiecare eprubetd urmitoare. In acelasi timp, se prepara culturi
de 24 de ore de microorganisme-test. Se prepara initial suspensii de culturi bacteriene si fungice cu
densitatile optice (D.O.) de 2,0 si 7,0, respectiv, in conformitate cu indicele McFarland. Ulterior, se
transfera 1 ml de suspensie bacteriand sau fungica obtinuta intr-o eprubeta ce contine 9 ml de apa distilata
sterild. Se amesteca continutul obtinut, dupa care din el se transfera 1 ml in eprubeta cu nr.2 din sirul de 5
eprubete ce contin cate 9 ml de apa distilata sterild. Din eprubeta cu nr. 5 a sirului se iau cate 0,1 ml de
suspensie bacteriana sau fungica, ceea ce reprezintd doza de insamantare, si se adauga in fiecare eprubeta
care contine preparatele titrate. Ulterior, eprubetele cu preparatele titrate in care s-au introdus dozele de
insamantare ale bacteriilor sau fungilor se plaseaza in termostat la temperatura de 35°C timp de 24 ore. A
2-a zi se analizeaza preliminar rezultatele obtinute. Ultima eprubeta din sir in care nu se atesta o crestere
vizibila a bacteriilor sau fungilor se considera a fi concentratia minima inhibitorie (CMI) a preparatului.
Pentru aprecierea concentratiei minime bactericide (CMB) sau fungicide (CMF), continutul eprubetelor cu
CMI si a eprubetelor cu concentratii mai inalte ale preparatelor se insdménteaza pe medii: agar peptonat
(pentru bacterii) sau Sabouraud solid (pentru fungi) din cutiile Petri cu ajutorul ansei bacteriologice. Cutiile
insamantate se plaseaza in termostat la temperatura de 35°C pentru 24 de ore. Concentratia preparatelor
care nu permit cresterea nici a unei colonii bacteriene sau fungice se considera a fi concentraia minima
bactericida sau fungicida a preparatului [4].

Tabelul 2
Rezultatele testarii activitatii antimicrobiene a uleiului nativ de coriandru

Microorganisme test | Dilutii succesive duble (%)

utilizate 025 [0412 [006 [003 [0,015 [0,007 |0,0035 [0,0017 | 0,0008

Probanr.l1 UV 17-1 Coriandru nativ - 0,5 %
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Bacillus subtilis | - - - - - - + + T
CNMN BB-01
(4.8 x 108 CFU/mL)

Pseudomonas - - - - - - + T T
fluorescens
CNMN-PFB-01
(4.8 x 108 CFU/mL)

Pseudomonas - - - - - - + T n
aurantiaca

CNMN PsB-08
(4.8 x 108 CFU/mL)

Candida utilis - - - - - - - T ¥
(3.0x 107 CFU /mL)

- Lipsa cresterii microorganismului

+ Prezenta cresterii microorganismului

Concluzie: Uleiul nativ de coriandru, obtinut din plante verzi cu fructe imature, manifesta
proprietati antibacteriene si antifungice in concentratiile de 0,007 si 0,0035%, respectiv.

Tabelul 3
Rezultatele testarii activitatii antimicrobiene a uleiului de coriandru oxidat

Microorganisme test | Dilutii succesive duble (%)
utilizate 025 [012 [006 [0,03 [0,015 | 0,007 |0,0035 |0,0017 | 0,0008
Probanr.2 UV 17-1 Coriandru oxidat - 0,5 %
Bacillus subtilis | - - - - - - - + +
CNMN BB-01
(4.8 x 108 CFU/mL)
Pseudomonas - - - - - - - T T
fluorescens
CNMN-PFB-01
(4.8 x 108 CFU/mL)
Pseudomonas - - - - - - - + +
aurantiaca
CNMN PsB-08
(4.8 x 108 CFU/mL)
Candida utilis - - - - - - - _ _
(3.0x 10" CFU /mL)

- Lipsa cresterii microorganismului

+ Prezenta cresterii microorganismului

Concluzie: Uleiul de coriandru oxidat manifestd proprietati antimicrobiene (antibacteriene si
antifungice) amplificate in concentratiile de 0,0035 si 0,0008%, respectiv.

Rezultatele testarii activitatii antimicrobiene exprimate in valori CMB (concentratie minima
bactericidd) si CMF (concentratie minima fungicidd) (ug/mL) sunt prezentate in Tabelul 4.

Tabelul 4
Datele comparative ale proprietatilor antimicrobiene pentru uleiul nativ de coriandru, forma lui
oxidata si a solventului utilizat
Microorganisme | CMB si CMF (ug/mL)

test Bacillus Pseudomonas Pseudomonas Candida
subtilis fluorescens aurantiaca utilis
Preparate
Ulei (nativ) 70 70 70 35
Ulei (forma oxidata) 35 35 35 8
Etanol 1200 1200 1200 1200
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Deoarece etanolul utilizat in calitate de solvent pentru uleiurile cercetate prezinta atat proprietati
antibacteriene cat si antifungice in forma Iui purd, a fost necesara si testarea antimicrobiana a lui pentru a
confirma ca proprietatile antimicrobiene ale uleiurilor studiate cu certitudine nu interfereaza cu nivelul de
inhibitie al alcoolului etilic.

in conformitate cu datele obtinute, forma oxidata a uleiului volatil de coriandru a manifestat o
activitate antimicrobiana inalta la valori CMB si CMF de 8...35 pg/mL, in comparatie cu forma nativa la
valori de 35...70 pug/mL.
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(57) Revendiciari:

1. Forma oxidata a uleiului volatil de coriandru, obtinutd la fotooxidarea sensibilizatd prin
barbotarea oxigenului si iradierea cu becuri fluorescente in prezenta unei cantitati catalitice de mezo-
tetrafenilporfirind a unei solutii de ulei de coriandru nativ, obtinut din plante verzi cu fructe imature, in
clorura de metilen, la temperatura camerei timp de 6...8 ore si eliminarea solventului prin distilare, totodata
produsul obtinut se caracterizeaza prin prezenta in spectrul IR a unei benzi intense in jurul 3360 cm™, iar
in gaz-cromatograma prin absenta hidrocarburilor monoterpenice cu masa moleculara 136.

2. Forma, conform revendicarii 1, care manifesta proprietati antifungice si antibacteriene.
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