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DESCRIPCION
Procedimiento para producir un extracto de hojas de planta de indigo.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir un extracto de hojas de la planta de indigo que
contiene triptantrina, a un extracto respectivo obtenido mediante dicho procedimiento, y a una composicién
cosmética que lo comprende.

Las hojas de plantas de indigo (hojas de plantas de indigo) contienen indicano (a partir del que se obtiene el
indigo). Por lo tanto, las hojas se han usado preferentemente como material de partida para producir un colorante
azul por todo el mundo. Actualmente, los colorantes de indigo sintetizados quimicamente se usan a menudo en
la industria; sin embargo, las hojas de las plantas de indigo todavia se hacen crecer para su utilizacion como
colorante.

En particular, es conocido que las hojas de Polygonum tinctorium, que es una planta de indigo que crece
predominantemente en Japodn, contienen diversos ingredientes (tiles, ademas de indicano. Por ejemplo, se sabe
que las hojas de esta planta de indigo contienen una gran cantidad de triptantrina (férmula estructural
representada a continuacion).

Triptantrina

Se ha dado a conocer que la triptantrina presenta una accion antibacteriana frente a hongos del género
Malassezia, y por lo tanto es eficaz frente a dermatitis atdpica en la que estan implicados los hongos del género
Malassezia (Bibliografia de Patente (PLT) 1). Se ha dado a conocer que la triptantrina tiene un efecto supresor
de reacciones alérgicas de tipo IV (Bibliografia de Patente (PTL) 2).

De este modo, ha resultado cada vez mas evidente que la triptantrina exhibe efectos (tiles, particularmente
cuando se aplica a la piel, y la demanda de triptantrina esta creciendo.

Como procedimiento para extraer triptantrina a partir de una planta de indigo, se conoce la extraccion a partir de
una planta de indigo usando un disolvente organico. Por ejemplo, se conoce un procedimiento de extraccién que
usa diclorometano como agente extrayente (Bibliografia de Patente (PTL) 1), y un procedimiento que usa 1,3-
butilenglicol o similar como agente extrayente. (Se puede extraer muy poca triptantrina con agua).

En este contexto, el documento JP 2005 281253 A describe un cosmético para la piel que comprende un
polimero, un (met)acrilato de alquilo y un extracto en términos de un residuo seco obtenido extrayendo
Polygonum tinctorium. Ademas, el documento JP 2001 031581 A describe un extracto preparado sumergiendo
Polygonum tinctorium reciente en un disolvente organico para extraer un componente soluble en acetato de etilo
y recoger el componente. Ademas, el documento JP 2009 149596 A describe un procedimiento para extraer
componentes tales como triptantrina a partir de hojas de indigo usando irradiacion de microondas. Ademas, el
documento EP 1 894 558 Al describe un agente para la aplicacion externa a la piel que contiene un extracto de
planta de indigo.

Sin embargo, es probable que la utilizacion de un disolvente organico dé como resultado la extracciéon de un
ingrediente altamente irritante. Por lo tanto, dependiendo del tipo de disolvente usado, el extracto obtenido puede
ser inadecuado para la aplicacién a la piel, o puede contener triptantrina en un estado inestable. Todavia no se
ha desarrollado ninglin procedimiento de extraccién que sea adecuado para la aplicacion a la piel. Otro problema
es que la triptantrina tiene fundamentalmente una mala estabilidad a la luz.
Bibliografia de Patente

PTL 1: JP2004-189732A

PTL 2: JP2006-241080A

Un objetivo de la presente invencién es proporcionar un procedimiento para producir un extracto de hojas de
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planta de indigo que contiene triptantrina, que es particularmente adecuado para la aplicacién a la piel.

Los presentes inventores descubrieron sorprendentemente que cuando se filtra una mezcla que comprende un
extracto de etanol de hojas de planta de indigo y un alcohol polihidrico y se recoge el filtrado, se puede producir
un extracto de hojas de planta de indigo que contiene triptantrina que no provoca irritacion a la piel
(particularmente sin potencial para causar sensibilizacion a la piel). Los presentes inventores lograron la presente
invencién con mejoras adicionales sobre la base de este hallazgo.

De este modo, la presente invencion incluye los apartados enunciados a continuacion.

1. Procedimiento para producir un extracto de hojas de planta de indigo que contiene triptantrina, que
comprende:

(i) extraer hojas de planta de indigo con etanal,
(ii) concentrar el extracto de etanol de hojas de planta de indigo,

(iii) mezclar el extracto de etanol concentrado de hojas de planta de indigo con un alcohol polihidrico o
con un alcohol polihidrico hidratado, y

(iv) filtrar la mezcla del extracto de etanol concentrado de hojas de planta de indigo y el alcohol
polihidrico, y recoger el filtrado.

2. Procedimiento segun el apartado 1, en el que la mezcla comprende ademas agua.

3. Procedimiento segun el apartado 1, en el que el alcohol polihidrico es por lo menos un glicol seleccionado
de entre el grupo que consiste en 1,3-butilenglicol, propilenglicol, isoprenoglicol, y pentilenglicol.

4. Procedimiento segun cualquiera de los apartados 1 a 3, que comprende mezclar el extracto de etanol
concentrado de hojas de planta de indigo con un alcohol polihidrico hidratado, filtrar la mezcla resultante que
comprende el extracto de etanol concentrado de hojas de planta de indigo y el alcohol polihidrico hidratado, y
recoger el filtrado.

5. Procedimiento segun cualquiera de los apartados 1 a 4, en el que las hojas de planta de indigo son hojas
secadas.

6. Procedimiento segun el apartado 5, en el que las hojas de planta de indigo son hojas secadas al sol.

7. Extracto de hojas de planta de indigo que contiene triptantrina, que se obtiene mediante el procedimiento
segun uno cualquiera de los apartados 1 a 6.

8. Composicion cosmética adecuada para aplicacion externa a la piel, que comprende el extracto de hojas de
planta de indigo que contiene triptantrina segun el apartado 7.

La triptantrina contenida en el extracto de hojas de planta de indigo obtenido mediante el procedimiento para
producir un extracto de hojas de planta de indigo segin la presente invencion tiene una estabilidad a la
temperatura y estabilidad a la luz excelentes. Ademas, el extracto de hojas de planta de indigo segun la presente
invencion provoca menos irritacion a la piel (en particular, sensibilizacién de la piel) en comparacién con
extractos de hojas de planta de indigo producidos convencionalmente. Ademas, el extracto de hojas de planta de
indigo tiene una excelente actividad antimicrobiana. Por lo tanto, el extracto de hojas de planta de indigo es
adecuado para uso como una composicion para aplicacion externa a la piel, o para la utilizacion en la fabricacion
de composiciones para aplicacion externa a la piel.

Ademas, el procedimiento para producir un extracto de hojas de planta de indigo segun la presente invencién
puede incrementar el contenido de triptantrina del extracto de hojas de planta de indigo obtenido en comparacion
con los procedimientos convencionales, y también puede ajustar el contenido de triptantrina.

Las figuras representan:

La figura 1 es un diagrama esquematico de un ejemplo del procedimiento para producir un extracto de hojas
de planta de indigo que contienen triptantrina segun la presente invencion.

La figura 2 es un diagrama esquematico de un ejemplo de un procedimiento convencional para producir un
extracto de hojas de planta de indigo que contiene triptantrina.

La figura 3 representa los resultados de examinar la estabilidad de triptantrina contenida en un extracto de
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Et-BG de planta de indigo que se obtuvo mediante el procedimiento de produccion representado en
la figura 1.

La figura 4 representa los resultados de examinar la estabilidad de triptantrina contenida en un extracto de
BG de planta de indigo que se obtuvo mediante el procedimiento de produccion representado en la figura 2.

La figura 5 esquematiza los procedimientos para examinar la sensibilizacién de la piel del extracto de BG de
planta de indigo en el ejemplo 1 de ensayo.

La figura 6 representa los criterios usados para examinar la sensibilizacion de la piel de extractos de hojas de
planta de indigo en los ejemplos de Ensayo.

La figura 7 esquematiza los procedimientos para examinar la sensibilizacion de la piel de un extracto de Et de
planta de indigo y un extracto de Et-BG de planta de indigo en el ejemplo 2 de Ensayo.

La figura 8 representa los resultados de ensayo con respecto a si el contenido de triptantrina del extracto de
hojas de planta de indigo obtenido varia dependiendo de la condicién de las hojas de planta de indigo.

La figura 9 es una grafica que compara las relaciones de células viables obtenidas cultivando Staphylococcus
aureus en medios, conteniendo cada uno de ellos uno de los siguientes: un extracto de Et-BG de planta de
indigo, un extracto de BG de planta de indigo, un extracto acuoso de planta de indigo, y agua.

La presente invencién se explica a continuacién con mayor detalle.

El procedimiento para producir un extracto de hojas de planta de indigo que contiene triptantrina segun la
presente invencion comprende filtrar una mezcla que comprende un extracto de etanol concentrado de hojas de
planta de indigo y un alcohol polihidrico, y recoger el filtrado. La presente invencion incluye ademas un extracto
de hojas de planta de indigo que contiene triptantrina obtenido mediante el procedimiento de produccion.

Extracto de etanol concentrado de hojas de planta de indigo

El extracto de etanol concentrado de hojas de planta de indigo se puede obtener concentrando un extracto de
etanol de hojas de planta de indigo.

El extracto de etanol de hojas de planta de indigo se puede obtener extrayendo hojas de planta de indigo con
etanol. El tipo de planta de indigo a partir de la que se recogen hojas de planta de indigo es preferentemente una
planta de indigo cuyas hojas contienen triptantrina. Polygonum tinctorium es particularmente preferible. Las hojas
de planta de indigo a usar son preferentemente hojas secadas. Los ejemplos de hojas de planta de indigo
secadas incluyen hojas de planta de indigo liofilizadas, hojas de planta de indigo secadas por calor, y hojas de
planta de indigo secadas al sol. La utilizaciéon de hojas de planta de indigo secadas al sol es particularmente
preferida debido a que el extracto de hojas de planta de indigo obtenido tiene un contenido de triptantrina
notablemente elevado. El procedimiento para obtener hojas de planta de indigo secadas no esta particularmente
limitado. Por ejemplo, las hojas de planta de indigo se pueden secar después de recoger las hojas.
Alternativamente, después de que se seca toda la planta, se pueden recoger las hojas. Cuando las hojas se
secan al sol, el tiempo de secado se puede seleccionar adecuadamente segun las condiciones meteorolégicas,
etc. Por ejemplo, en septiembre a noviembre, cuando las hojas de planta de indigo se cosechan en Japén, las
hojas se pueden secar mediante exposicion al sol durante alrededor de 2 a 7 dias.

El procedimiento de extraccion con etanol no estd particularmente limitado, y se puede seleccionar
adecuadamente de procedimientos conocidos. Por ejemplo, las hojas de planta de indigo se pueden extraer con
etanol a reflujo. Mas especificamente, por ejemplo, las hojas de planta de indigo y el etanol se pueden colocar en
un matraz conectado a un condensador, y se pueden poner a reflujo durante aproximadamente 1 a 6 horas. La
cantidad de hojas de planta de indigo a afadir a etanol se puede seleccionar adecuadamente. Por ejemplo, se
puede afiadir 1 a 10 g de hojas de planta de indigo, en una base de masa seca, a 100 ml de etanol. Aunque se
puede usar etanol hidratado (una mezcla de agua y etanol) para la extraccion, es preferible un etanol hidratado
con un contenido elevado de etanol. Por ejemplo, el etanol hidratado contiene preferentemente etanol en una
proporcion de 70% en volumen o mas, mas preferentemente 90% en volumen o mas, incluso mas
preferentemente 95% en volumen 0 mas, y todavia mas preferentemente 99% en volumen 0 mas.

El extracto de etanol concentrado se puede obtener concentrando un extracto de etanol. El procedimiento para
concentrar un extracto de etanol no esta particularmente limitado, y se puede seleccionar adecuadamente de
procedimientos conocidos. Un procedimiento de concentracion preferible puede ser, por ejemplo, destilacion a
presion reducida. Especificamente, un concentrado de destilacion a presion reducida es adecuado como extracto
de etanol concentrado. La destilacién a presion reducida se puede llevar a cabo, por ejemplo, usando un
concentrador de destilacién a presién reducida o un concentrador de destilacion a vacio. Aunque el grado de
concentracion no esta particularmente limitado, el extracto de etanol se puede concentrar, por ejemplo, para
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eliminar 90% (preferiblemente alrededor de 90 a 99,99%) o mas de la masa del extracto. Como se sefiala
anteriormente, la eliminaciéon se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante destilacién a presién reducida o
mediante destilaciéon a vacio. El extracto se puede concentrar, por ejemplo, hasta que la destilacién a presion
reducida no provoca casi ningn cambio (sin cambio sustancial) en la masa.

Alcohol polihidroxilado

Como alcohol polihidrico en la presente invencion, se puede usar cualquier alcohol polihidrico que se usa
habitualmente para preparaciones externas (tales como cosméticos, cuasi-farmacos, o farmacos externos). Entre
los alcoholes polihidroxilados, los alcoholes monohidroxilados o alcoholes dihidroxilados son preferidos. Mas
especificamente, resulta preferido el glicol o la glicerina. Sus ejemplos especificos incluyen 1,3-butilenglicol,
propilenglicol, pentilenglicol (1,2-pentanodiol), glicerol, dipropilenglicol, 1,3-propanodiol, isoprenoglicol
(isopentildiol), y similares. Entre estos, son preferibles 1,3-butilenglicol, propilenglicol, pentilenglicol, e
isoprenoglicol, y es particularmente preferible 1,3-butilenglicol. Estos alcoholes polihidroxilados se pueden usar
de forma individual, o en una combinacién de dos o mas.

Mezcla que comprende un extracto de etanol concentrado de hojas de planta de indigo y un alcohol polihidrico

La mezcla que comprende un extracto de etanol concentrado de hojas de planta de indigo y un alcohol
polihidrico para uso en la presente invencién se puede obtener, por ejemplo, mezclando un extracto de etanol
concentrado de hojas de planta de indigo y un alcohol polihidrico como se describe anteriormente. La relacion de
mezclamiento del extracto de etanol concentrado al alcohol polihidrico no esta particularmente limitada, y se
puede seleccionar de forma adecuada. Por ejemplo, la relaciéon masica de extracto de etanol concentrado:alcohol
polihidroxilado esta preferentemente en el intervalo de 1:16 a 2:1, mas preferentemente 1:13 a 1:1, e incluso mas
preferentemente 1:10 a 1:5.

Cuando se usa un extracto de etanol concentrado preparado concentrando un extracto de etanol, y se afiade una
cantidad relativamente pequefia de un alcohol polihidrico, la cantidad de filtrado obtenida por la etapa de
filtracion descrita a continuacion se puede reducir, proporcionando asi una disolucién mas concentrada de un
extracto de hojas de planta de indigo que contiene triptantrina. Esto puede incrementar o ajustar la concentracion
de triptantrina en el extracto de hojas de planta de indigo en forma de una disolucién, y de ese modo mejorar la
eficiencia de la extraccion.

La mezcla que comprende un extracto de etanol concentrado de hojas de planta de indigo y un alcohol
polihidrico puede contener ademas agua. La mezcla se puede preparar mezclando un extracto de etanol
concentrado de hojas de planta de indigo y un alcohol polihidrico, y afiadiendo posteriormente agua. Como
alternativa, la mezcla también se puede preparar mezclando un extracto de etanol concentrado de hojas de
planta de indigo y un alcohol polihidrico hidratado (una mezcla de agua y un alcohol polihidrico). En cualquiera
de los casos, la relacién de mezclamiento de agua al alcohol polihidrico no esta particularmente limitada, y se
puede seleccionar de forma adecuada. La relacion masica de agua al alcohol polihidrico esta preferentemente en
el intervalo de 25:75 a 75:25, mas preferentemente 40:60 a 60:40, e incluso mas preferentemente 45:55 a 55:45.
Cuando se usa un alcohol polihidrico hidratado, la relacion de mezclamiento de agua al alcohol polihidrico en el
alcohol polihidrico hidratado es preferentemente la relacién masica descrita anteriormente. Después de que se
mezcla un alcohol polihidrico hidratado, se puede afiadir agua y/o un alcohol polihidrico o etanol.

Como se describe anteriormente, el procedimiento para producir el extracto segin la presente invenciéon puede
comprender las siguientes cuatro etapas:

(i) extraer hojas de planta de indigo con etanol,
(i) concentrar el extracto de etanol de hojas de planta de indigo,

(iii) mezclar el extracto de etanol concentrado de hojas de planta de indigo con un alcohol polihidrico o con un
alcohol polihidrico hidratado (y opcionalmente mezclar ademas agua con él), y

(iv) filtrar la mezcla del extracto de etanol concentrado de hojas de planta de indigo y el alcohol polihidrico, y
recoger el filtrado.

Filtracién

En el procedimiento para producir el extracto segun la presente invencion, la mezcla se filtra, y el filtrado se
recoge. El procedimiento para filtrar la mezcla no esta particularmente limitado, y se puede seleccionar
adecuadamente de procedimientos conocidos. Por ejemplo, se pueden usar los siguientes, de forma individual o
en combinacion: filtros, filtros a presién, prensas de filtro, filtros de enfriamiento, filtros de succién, y filtros
similares que usan papel de filtro, tela de filtro, un tamiz de alambre trapezoidal, un tamiz de uretano, un filtro de
membrana, un filtro de vidrio, etc. Por ejemplo, un procedimiento preferible comprende obtener un filtrado
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haciendo pasar la mezcla a través de un filtro con tela de filtro (por ejemplo, Leaf Filter o Fundabac Filter), y filtrar
posteriormente el filtrado usando un filtro de membrana o un filtro de vidrio. Otro procedimiento preferible puede
ser un procedimiento que puede eliminar particulas con un tamafio de particulas de alrededor de 15 pm o mas
(preferiblemente alrededor de 10 um o mas) mediante filtracién, tal como filtraciéon por succién, usando un papel
de filtro que puede retener particulas con un tamafo de particulas de alrededor de 10 um o mas (por ejemplo,
Qualitative Filter Paper No. 1 producido por Advantech Co., Ltd.).

El filtrado obtenido por filtracion se puede usar como un extracto de hojas de indigo que contiene triptantrina, sin
someter el filtrado a ninglin cambio. Como alternativa, el filtrado obtenido se puede secar (por ejemplo, secado a
presion reducida o liofilizado) hasta un sélido (por ejemplo, un polvo), y el solido resultante se puede usar como
un extracto de hojas de planta de indigo que contiene triptantrina. El alcance de la presente invencion también
incluye tales extractos de hojas de planta de indigo que contienen triptantrina.

Extracto de hojas de indigo que contiene triptantrina

El extracto de hojas de planta de indigo que contiene triptantrina de la presente invencion exhibe una estabilidad
elevada a la luz en forma de disolucion, y provoca poca irritacién a la piel (en particular, sensibilizacién de la
piel); por lo tanto, el extracto es adecuado para la aplicacion a la piel. En particular, cuando el filtrado obtenido
mediante la filtraciéon anterior se usa en su estado actual como extracto de hojas de planta de indigo que
contiene triptantrina, la concentracién casi no tiene ningin cambio, incluso después de la exposicion a luz blanca
durante 2 semanas. Mas especificamente, es preferible que se mantenga después de la irradiacion por lo menos
80% (mas preferentemente 90% o mas) del contenido de triptantrina antes de la irradiacién con luz blanca. La
irradiacion con luz blanca se refiere en la presente memoria a irradiacién con luz blanca de alrededor de 10.000
lux. La irradiacion se puede llevar a cabo usando lamparas fluorescentes blancas habituales.

Ademas, cuando una pasta, un sélido (por ejemplo, un polvo), etc., obtenido concentrando o secando el filtrado,
se disuelve nuevamente en un disolvente adecuado, se puede proporcionar el mismo efecto como se describe
anteriormente. Como disolvente adecuado, se puede usar, por ejemplo, por lo menos un disolvente seleccionado
del grupo que consiste en agua, etanol, y alcoholes polihidroxilados mencionados anteriormente.

Cuando el extracto se usa en forma de una disolucion, el filtrado se puede usar como tal. Como alternativa, un
filtrado secado (por ejemplo, liofilizado) o procesado de otro modo en un sélido (por ejemplo, un polvo) se puede
disolver en un disolvente adecuado, y se puede usar.

El extracto provoca irritacion de la piel (en particular, sensibilizacion de la piel) tanto si el extracto es un extracto
de etanol de hojas de planta de indigo o un extracto de alcohol polihidrico de hojas de planta de indigo. Sin
embargo, el extracto de hojas de planta de indigo obtenido mediante el procedimiento de produccion de la
presente invencién provoca mucha menos irritacion (en particular, sensibilizacién de la piel). Aunque no se desea
una interpretacion restrictiva, este efecto se logra presumiblemente por la siguiente razon: aunque las hojas de
planta de indigo contienen diversos irritantes de la piel, algunos de los cuales se disuelven en etanol, y otros de
los cuales se disuelven en un alcohol polihidrico, las hojas de planta de indigo no contienen irritantes de la piel
gue se disuelven tanto en etanol como en alcoholes polihidroxilados. En base a esta suposicion, para uso como
extracto de etanol concentrado, se considera preferible eliminar el etanol del extracto de etanol tanto como sea
posible. Ademas, se piensa que un extracto de hojas de planta de indigo que proporciona efectos similares
también se puede producir mezclando un extracto de alcohol polihidrico concentrado de hojas de planta de
indigo y etanol, filtrando la mezcla, y recogiendo el filtrado.

Composicién para aplicacion externa a la piel, que comprende un extracto de hojas de indigo que contiene
triptantrina

La presente invencion incluye ademas una composicion cosmética adecuada para la aplicacion externa a la piel,
gue comprende un extracto de hojas de planta de indigo que contiene triptantrina. El extracto de hojas de planta
de indigo que contiene triptantrina de la presente invencién tiene una excelente estabilidad a la luz (estabilidad a
la luz) y estabilidad a la temperatura, provoca poca irritacién a la piel, y es adecuado para la aplicacién a la piel.
Por lo tanto, con el uso de la composicion para la aplicacién externa a la piel segun la presente invencioén, se
puede disfrutar preferentemente el efecto de la triptantrina. Especificamente, el contenido de triptantrina de la
composicion para aplicacion externa a la piel segun la presente invencién no tiene casi ninguna reduccién debido
a la temperatura o a la luz, incluso después del almacenamiento a largo plazo, y la composicién provoca poca
irritacion a la piel y puede exhibir preferentemente los efectos de triptantrina, tales como efectos antiinflamatorios
y efectos antialérgicos.

La composicién cosmética adecuada para aplicacion externa a la piel segun la presente invencion puede ser un
extracto de hojas de planta de indigo que contiene triptantrina (incluyendo una forma de disoluciéon del mismo)
solo, o puede comprender, ademas del extracto de hojas de planta de indigo que contiene triptantrina,
ingredientes opcionales que se sabe que se usan para aplicacién externa a la piel, en tanto que no se perjudique
el efecto de la presente invencion. La cantidad de ingredientes opcionales se puede seleccionar adecuadamente,
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en tanto que no se perjudique el efecto de la presente invencion. Por ejemplo, los ingredientes opcionales se
pueden usar en una cantidad de 0,1 a 99%, basada en el peso total de la composicion para aplicacion externa a
la piel. Los ejemplos de ingredientes opcionales incluyen tensioactivos conocidos, polimeros solubles en agua,
colorantes, antioxidantes, agentes secuestrantes, conservantes, ajustadores del pH, agentes de enfriamiento,
agentes saborizantes, hidratantes, absorbentes de la radiacion UV, dispersores de la radiacion UV, agentes
antioxidantes, aceites de ésteres, aceites animales y vegetales, y similares. Ademas, también se pueden
incorporar otros ingredientes activos usados para aplicacién externa a la piel, en tanto que se puedan
proporcionar los efectos de la presente invencién. Los ejemplos de tal ingrediente activo incluyen agentes
blanqueantes conocidos, agentes antiinflamatorios, agentes antiarrugas, agentes lipoliticos, agentes de
crecimiento del cabello, y similares.

La composicién para la aplicacién externa a la piel de la presente invencidon se puede usar, por ejemplo, como
una preparacion externa para la piel (farmaco o cuasi-farmaco), o como un cosmético. La preparacion externa
para la piel se puede usar en una forma de dosificacion adecuada para la aplicacién a la piel, tales como geles,
cremas, unglentos, linimentos, lociones, emulsiones, polvos, agentes de suspension, aerosoles, apésitos,
cataplasmas, cintas, apésitos, y similares. Resultan preferidos los geles, las cremas, y las emulsiones. El
cosmeético se puede usar como un cosmético para la piel, tales como lociones, emulsiones, cremas, sueros,
paquetes, lociones de base de maquillaje, cremas de base de maquillaje, bases de maquillaje, colores de ojos,
colores de mejillas, lapices labiales, y protectores solares; limpiadores de la piel, tales como lociones limpiadoras,
cremas limpiadoras, espumas limpiadoras, jabones faciales, lavados faciales, y champus corporales; cosméticos
para el cabello, tales como champus para el cabello, enjuagues para el cabello, y tratamientos para el cabello;
sales de bafo; o similares. Son preferibles las cremas, sueros, y protectores solares. Estos productos se pueden
producir mediante procedimientos conocidos usando el extracto de hojas de planta de indigo que contiene
triptantrina, opcionalmente con los ingredientes opcionales y los ingredientes activos anteriores.

Ejemplos

La presente invencion se explica de forma mas especifica a continuacion. Sin embargo, la presente invencién no
esta limitada al siguiente ejemplo.

Preparacion de un extracto de hojas de planta de ind  igo que contiene triptantrina
Ejemplo de produccién: Un resumen de los procedimientos de produccién como se muestran en la figura 1.

Se afiadieron 50 g de hojas secadas al sol de Polygonum tinctorium (hojas recogidas después de que toda la
planta se secé al sol) a 800 ml (740 g) de etanol al 99,5%, y se extrajeron con etanol a reflujo durante 2 horas.
Tras la extraccion, el extracto se dejo enfriar hasta la temperatura ambiente y se filtr6 a través de un filtro de
acero inoxidable de malla 300, para eliminar las hojas. El filtrado obtenido (extracto etandlico de hojas de planta
de indigo) también se denomina en lo sucesivo como “extracto de Et de planta de indigo”.

Se destilaron a presion reducida usando un evaporador giratorio alrededor de 530 g del extracto de Et de planta
de indigo, y se concentraron hasta que el peso total se redujo a 7,9 g o menos. El concentrado obtenido se
denomina en la presente memoria algunas veces en lo sucesivo como “extracto de Et de planta de indigo
concentrado”.

Después, se afadieron 80 ml de 1,3-butilenglicol que contiene agua al 50% (p/p) a alrededor de 5 g del extracto
de Et de planta de indigo concentrado, para disolver el extracto. La disolucion obtenida del extracto de Et de
planta de indigo concentrado se filtro, y el filtrado se recogid. La filtracion se llevo a cabo mediante filtracion por
succién usando un papel de filtro que puede retener particulas con un tamafio de particulas de alrededor de
10 pm o mas (Qualitative Filter Paper No.1 producido por Advantech Co., Ltd.). El procedimiento para obtener el
filtrado se repitid 22 veces. El peso medio de cada filtrado obtenido fue alrededor de 74 g. El filtrado se denomina
en la presente memoria como “extracto de Et-BG de planta de indigo”. El extracto de Et-BG de planta de indigo
es un ejemplo de una realizacion preferida del extracto de hojas de planta de indigo que contiene triptantrina de
la presente invencion.

Ejemplo de producciéon comparativo: Un resumen de los procedimientos de produccién como se muestra en
la figura 2.

Se sumergieron cincuenta gramos de hojas secadas al sol de Polygonum tinctorium (hojas recogidas después de
que toda la planta se sec6 al sol) en 1,3-butilenglicol que contiene agua al 50% (p/p), y se dejaron reposar a
55°C durante 5 horas. El producto resultante se filtr6 mediante filtracién por succién (usando Qualitative Filter
Paper No.1 producido por Advantech Co., Ltd.). El filtrado se denomina en la presente memoria en lo sucesivo
como “extracto de BG de planta de indigo”.

Examen de la estabilidad de triptantrina contenida e  n extractos de planta de indigo
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El extracto de Et-BG de planta de indigo y el extracto de BG de planta de indigo se almacenaron en las cuatro
condiciones (1) a (4), y el contenido de triptantrina de cada extracto se midi6 1 mes, 2 meses, y 3 meses
después del comienzo del almacenamiento. Adicionalmente, el extracto de Et-BG de planta de indigo se midi6 2
semanas después del comienzo del almacenamiento. Para la irradiacién con lamparas fluorescentes blancas,
cada extracto se irradié con luz blanca de alrededor de 10.000 lux. Mas especificamente, se colocaron en
paralelo (distancia entre las lamparas: alrededor de 30 cm) dos lamparas fluorescentes blancas (FL40SS-EX-
D/37 (forma larga) producida por Panasonic Corporation, longitud: 1198 mm, diametro del tubo de vidrio: 28 mm),
y cada extracto se colocd en posicion entre las lamparas (es decir, la distancia desde cada una de las lamparas
fluorescentes blancas al extracto fue alrededor de 15 cm).

Condicién (1): Almacenado a temperatura ambiente en un sitio oscuro.
Condicién (2): Almacenado a 40°C en un sitio oscuro.
Condicién (3): Almacenado a -5°C en un sitio oscuro.

Condicién (4): Almacenado a temperatura ambiente bajo irradiacién constante con las lamparas fluorescentes
blancas.

El contenido de triptantrina se midié usando HPLC mediante comparacién con una muestra de referencia en las
siguientes condiciones:

Condiciones de HPLC
Columna: Cosmosil 5C18 MS-I1l 4,6 x 150 mm (5 pm)
Eluyente: agua/metanol = 50/50
Caudal: 1 ml/min.
Temperatura de la columna: 40°C
Longitud de onda de deteccion: 254 nm
Volumen de inyeccién: 20 pl

La figura 3 representa los resultados del extracto de Et-BG de planta de indigo. La figura 4 muestra los
resultados del extracto de BG de planta de indigo. A partir de las Figs. 3 y 4, se confirmé que el extracto de Et-
BG de planta de indigo exhibe una excelente estabilidad a la luz (estable durante por lo menos 1 mes, incluso
bajo irradiacion con luz), mientras que la triptantrina se descompone por la luz en el extracto de BG de planta de
indigo y se reduce el contenido de triptantrina. Los resultados también mostraron que ambos extractos tienen
una excelente estabilidad a la temperatura. Ademas, comparado con el extracto de BG de planta de indigo, el
extracto de Et-BG de planta de indigo tiene una concentracién extraordinariamente elevada de triptantrina. Esto
indica que el extracto de Et-BG de planta de indigo es un extracto enriquecido en triptantrina. Se supone que la
condicion (4) anterior de irradiacion durante un mes con luz corresponderia a alrededor de 1 afio de irradiacion
luminica del extracto si el extracto estuviera presente en el expositor como producto en una tienda. De este
modo, se piensa que el extracto exhibiria una estabilidad suficiente a la luz si se comercializa.

Examen de la irritacion de la piel (sensibilizacién) del extracto de hojas de planta de indigo que cont  iene
triptantrina

Ejemplo 1 de Ensayo: Sensibilizacion de la piel del extracto de BG de planta de indigo

La sensibilizacién de la piel del extracto de BG de planta de indigo se ensay6 usando cobayas (5 cobayas en un
grupo de sensibilizaciéon, y 3 cobayas en un grupo de control; adquiridos de Japan SLC, Inc.) mediante el
procedimiento de ensayo de maximizacion en cobayas (método de GPMT). El extracto de BG de planta de indigo
usado en este ensayo tuvo una concentracion de triptantrina de 20,4 pg/ml. El adyuvante completo de Freund
(FCA) usado en el ensayo se adquirio de Difco Laboratories, Inc.

La sensibilizacion intradérmica se llevé a cabo de la manera descrita con detalle como se expone a continuacion.
Especificamente, en el primer dia de sensibilizacion, al grupo de sensibilizacion se le administré las siguientes
sustancias (a), (b), y (c), en este orden, y al grupo de control se le administré las siguientes sustancias (a), (d), y
(a), en este orden, a los lados derecho e izquierdo, es decir, dos localizaciones, de la piel del cuello de cada
cobaya, en porciones de 0,1 ml, de tal manera que cada posicién de administracion estaba ligeramente
escalonada. En otras palabras, a cada cobaya se le administré intradérmicamente en tres sitios en el lado
derecho de la piel del cuello, y en tres sitios en el lado izquierdo de la misma. En el grupo de sensibilizacion, el
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intervalo de administracion entre (a) y (b) se ajusto para que fuese mas corto que el intervalo de administracion
entre (b) y (c). En el grupo de control, el intervalo de administracion entre (a) y (d) se ajust6 para que fuese mas
corto que el intervalo de administracion entre (d) y (a). Ademas, el intervalo de administracion entre (a) y (b) en el
grupo de sensibilizacion, y el intervalo de administracién entre (a) y (d) en el grupo de control, se ajustaron para
gue fuesen casi iguales entre si. El intervalo de administracion entre (b) y (c) en el grupo de sensibilizacion, y el
intervalo de administracion entre (d) y (a) en el grupo de control, se ajustaron para que fuesen casi iguales entre
sfi.

(a): Emulsion que contiene cantidades iguales de adyuvante completo de Freund (FCA) y disolucion salina
fisiolégica

(b): Disolucién al 30% p/p de extracto de BG de planta de indigo (disolvente: disolucion salina fisiol6gica),

(c): Emulsién que contiene cantidades iguales de disolucién al 60% p/p de extracto de BG de planta de indigo
(disolvente: disolucion salina fisiolégica) y FCA

(d): Disolucién salina fisiol6gica
La sensibilizacién por contacto se llevo a cabo como sigue. En el dia 7 desde la sensibilizacion intradérmica (Dia
0), se impregnd una tela de linter de 2 x 4 cm con 0,2 ml de extracto de Et de planta de indigo, y se aplico de
forma oclusiva al sitio de la administracion intradérmica durante 48 horas.
La exposicion se realiz6 como se expone a continuacion. En el dia 21 desde la sensibilizacién, se impregné la
parte de tela de una tira de tejido para prueba epicutanea con 0,1 ml de una disolucién al 50% p/p del extracto de
BG de planta de indigo (disolvente: agua para inyeccion), y el parche resultante se aplicé de forma oclusiva al
lado ventral de cada cobaya durante 24 horas. La observacion de la reaccién de la piel se llevé a cabo 24 horas y
48 horas después de retirar el parche de la exposicion. En la figura 5 y a continuacion, se muestra un resumen
del examen.

Método de ensayo: procedimiento de ensayo de maximizacién en cobayas (método de GPMT)

Animal usado: Cobayas blancos (5 cobayas para el grupo de sensibilizacion, y 3 cobayas para los grupos de
control)

Muestra: Extracto de BG de planta de indigo

Método: Dia 0: Se administraron intracutdneamente FCA, la muestra (30%), y una combinacién de FCA y la
muestra (60%) al lado dorsal del cuello. (Sensibilizacion)

Dia 7: La muestra (100%) se aplico de forma oclusiva durante 48 horas. (Sensibilizacion)
Dia 21: La muestra (50%) se aplico de forma oclusiva al lado ventral. (Exposicion)
Dias 22 a 23: La observacion se realiz6 24 horas y 48 horas después de la sensibilizacion.
No hubo ninguna anormalidad observada en la condicion general de los sujetos durante el periodo de ensayo, y

el peso corporal de cada sujeto también aument6 de forma ininterrumpida. Los resultados de las observaciones
de la piel (48 horas después de la retirada del parche) se muestran en la tabla 1.

Tabla 1
Grupo de sensibilizacion Grupo de control
Muestra de — — - — — -
L - Tasa positiva (%) Puntuacibn media | Tasa positiva (%) Puntuacién media
administracion . -
de la evaluacion de la evaluacion

Extracto de BG de

planta de indigo al 50% 100 4.2 0 0

Los procedimientos para calcular la tasa positiva y la puntuacion media de la evaluacion en la tabla 1, etc., se
muestran en la figura 6 y en la presente memoria a continuacion.

Evaluacion: Criterios de reaccion de la piel (método de Draize)
Eritema y formacion de costra 0 a 4 + formacién de edema 0 a 4 = total de 0 a 8 (puntuacion)

Eritema y formacion de costra
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0: Sin eritema

1: Eritema muy leve (apenas perceptible)

2: Eritema bien definido

3: Eritema moderado a grave

4: Eritema grave (rojo carmesi) a formaciones leves de costra (lesiones profundas)
Formacion de edema

0: Sin edema

1: Edema muy ligero (apenas perceptible)

2: Edema ligero (bordes del area bien definidos por elevacion evidente)

3: Edema moderado (elevado aproximadamente 1 milimetro)

4: Edema grave (elevado mas de 1 milimetro y que se extiende mas alla del area de exposicion)
En cada juicio, una puntuacion total igual o mayor que 1 para “Eritema y Formacién de Costra” y “Edema” se
juzg6 como positiva, y se obtuvo una tasa positiva a partir de la siguiente férmula. Como tasa de sensibilizacion,
se uso una diferencia entre la tasa positiva del grupo de sensibilizacién y la tasa positiva del grupo de control, y
se llevé a cabo la clasificacion de la evaluacion de la sensibilizacién segun los criterios anteriores. Sin embargo,
la sensibilizacion de 0% se defini6 como sin sensibilizacién. La puntuacion media de la evaluacion también se
calculd a partir de la siguiente formula. La tasa de sensibilizacién se calculé a partir de la siguiente formula.
Tasa positiva (%) = (Nimero de animales positivos/NUumero total de animales) x 100
Puntuacién media de la evaluacién = (Puntuacion total de eritema y edema)/Nimero de animales

Tasa de sensibilizacion (%) = Tasa positiva de grupo de sensibilizacion — Tasa positiva de grupo de control

A partir de la tasa de sensibilizaciéon obtenida, la clasificacion de la evaluacion de sensibilizacién se puede
determinar como se expone a continuacion.

Tasa de Sensibilizacién (%) Grado Clasificacion
0a8 | Débil
9a?28 Il Leve
29a64 Il Moderada
65 a 80 [\ Fuerte
81 a 100 \' Extrema

Como se muestra anteriormente, el extracto de BG de planta de indigo exhibié efectos de sensibilizacion de la
piel. La clasificacion de la evaluacién de la sensibilizacion del extracto de BG de planta de indigo a la
concentracion de exposicion de 50% p/p fue Grado V (extrema).

Ejemplo 2 de Ensayo: Sensibilizacién de la piel de extracto de Et de planta de indigo y extracto de Et-BG de
planta de indigo

La sensibilizacién de la piel del extracto de Et de planta de indigo y del extracto de Et-BG de planta de indigo se
examin6 mediante el procedimiento de adyuvante y de prueba epicutanea usando cobayas (5 cobayas en un
grupo de sensibilizacion, y 3 cobayas en un grupo de control; adquiridos de Japan SLC, Inc.). La concentracion
de triptantrina en el extracto de Et de planta de indigo usada en este ensayo fue 17,0 ug/ml, y la concentracion
de triptantrina en el extracto de Et-BG de planta de indigo usada en el ensayo fue 17,2 ug/ml. Adicionalmente, el
adyuvante completo de Freund (FCA) usado en el ensayo se adquirié de Difco Laboratories.

La sensibilizacion para el grupo de sensibilizacién se llevo a cabo como se expone a continuacion. En el dia 0 de
la sensibilizacién, se administré intradérmicamente una emulsién que contiene cantidades iguales de adyuvante
completo de Freund (FCA) y disolucién salina fisiologica en las cuatro esquinas de un sitio de administracion (piel
del cuello), y los puntos administrados se marcaron raspando el simbolo de almohadilla (#) sobre ellos con una
aguja hipodérmica. Después, usando una tela de linter de 2 x 4 cm impregnada con 0,1 ml del extracto de Et de
planta de indigo, se aplicd un parche oclusivo durante 24 horas, de manera que todos los arafiazos de los cuatro
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signos de almohadilla se cubrieron. En el dia 1 y en el dia 2, se realizaron los mismos procedimientos, excepto
para la administracion intradérmica. En el dia 7, se aplicé al mismo sitio durante 48 horas un parche oclusivo de
una tela de linter de 2 x 4 cm impregnada con 0,2 ml del extracto de Et de planta de indigo. Para el grupo de
control, se llevé a cabo un tratamiento similar usando agua para inyeccion en lugar de los extractos.

La exposicion se llevd a cabo como se expone a continuacion. En el dia 21 desde la sensibilizacion, la parte de
tela de cada tira de tejido para la prueba epicutanea se impregné con 0,1 ml de una disolucién al 50% p/p del
extracto de Et de planta de indigo o una disolucién al 50% p/p del extracto de Et-BG de planta de indigo (usando
en ambos casos agua para inyeccion como disolvente), y los parches oclusivos se aplicaron a las partes
ventrales derecha e izquierda de cobayas durante 24 horas. La observacién de la reaccion de la piel se realizo
24 horas y 48 horas después de retirar el parche de la exposicion. En la figura 7 y a continuacién se muestra un
resumen del examen.

Método de ensayo: Ensayo de adyuvante y prueba epicutanea

Animal usado: Cobayas blancos (5 cobayas para el grupo de tratamiento, y 3 cobayas para el grupo de
control)

Método: Dia 0: Administracion intradérmica de FCA al lado dorsal del cuello. (En la figura 7, las posiciones
administradas se muestran mediante simbolos de almohadilla en las cuatro esquinas en el nimero 1 (cuello)
en el dibujo de un cobaya).

Método: Dia 0: Se administré intradérmicamente FCA al sitio dorsal del cuello. (En la figura 7, las posiciones
administradas se muestran mediante simbolos de almohadilla en las cuatro esquinas en el nimero 1 (cuello)
en el dibujo de un cobaya).

Dias 0 a 2: Se aplicé de forma oclusiva un parche de la muestra (100%) durante 24 horas x 3 dias (extracto
de Et de planta de indigo).

Dias 7 a 9: Se aplicé de forma oclusiva un parche de la muestra (100%) durante 48 horas en una parte
ventral (extracto de Et de planta de indigo)

Dias 21 a 22: Se aplic6 de forma oclusiva un parche de la muestra (50%) en una parte ventral (extracto de Et
de planta de indigo, extracto de Et-BG de planta de indigo)

Dias 23 a 24: El parche se retird, y después se realiz6 la observacion 24 y 48 horas mas tarde.

El dibujo de un cobaya en la figura 7 representa un resumen de los arafiazos (4 localizaciones) que presentan
una forma de un simbolo de almohadilla, un sitio de parche oclusivo usado para la sensibilizacion, y un sitio de
parche oclusivo usado para la exposicion.

No hubo anomalias observadas en el estado general de los sujetos durante el periodo de ensayo, y el peso
corporal de cada sujeto también se incrementé constantemente. En la tabla 2 se muestran los resultados de las
observaciones de la piel (48 horas tras la retirada del parche) cuando la exposicién se llevé a cabo usando una
disolucién al 50% p/p. Los procedimientos de calculo, etc., para “tasa positiva” y “puntuacion media de la
evaluacion” en la tabla 2 son similares a aquellos en el ejemplo 1 de Ensayo (representado anteriormente o en
la figura 6).

Tabla 2
Muestra de Grupo de sensibilizacién Grupo de control
administracion Tasa positiva (%) Puntuacion media Tasa positiva (%) Puntuacion media
de la evaluacion de la evaluacién

Extracto de Et de planta

de indigo al 50% 40 04 0 0

Extracto de Et-BG de

planta de indigo al 50% 0 0 0 0

Como se muestra anteriormente, aunque se observé sensibilizacion de la piel con el extracto de Et de planta de
indigo, no se observo sensibilizacion de la piel con el extracto de Et-BG de planta de indigo. La clasificacion de la
evaluacion de la sensibilizacién del extracto de Et de planta de indigo a la concentracion de exposicion de 50%
p/p fue de Grado Il (moderada).

A partir de los resultados anteriores, se confirmé que el extracto de BG de planta de indigo y el extracto de Et de

planta de indigo tienen el potencial para provocar sensibilizacion de la piel, y que el extracto de Et-BG de planta
de indigo no tiene ningun potencial para provocar la sensibilizacion de la piel, y por lo tanto resulta preferido para
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la aplicacion a la piel.
Examen de diversas hojas de planta de indigo secada

Se examino si la cantidad de triptantrina contenida en un extracto de hojas de planta de indigo obtenido cambia
dependiendo del estado de la hoja de planta de indigo usada.

Se cosechd una planta completa de Polygonum tinctorium (parte por encima de la tierra), se transportd
refrigerada mientras se insertaba en una esponja que suministra agua, y se secdé como se describe a
continuacion.

1) Hojas recientes (no secadas).

2) Las hojas se recolectaron de toda la planta y después se liofilizaron (12 horas).

3) Las hojas se recolectaron de toda la planta y después se secaron por calor (80°C, 24 horas).

4) Las hojas se recolectaron de toda la planta y después se secaron al sol (2 dias; antes de la floracion).

5) Las hojas se recolectaron de toda la planta y después se secaron al sol (2 dias; después de la floracion).
6) Toda la planta se secé al sol (7 dias), y después se recolectaron las hojas.

En todos los procedimientos, se usaron 40 g de hojas recientes de una planta de indigo chino. Después del
secado, en todos los casos se obtuvieron alrededor de 7,5 g de hojas secadas.

A continuacion, usando hojas recientes u hojas secadas descritas anteriormente en los apartados 1) a 6), y hojas
de planta de indigo secadas comercialmente disponibles, se produjeron extractos de Et de planta de indigo de
manera similar al procedimiento descrito en el ejemplo 1 de Producciéon anterior. Después, la cantidad de
triptantrina contenida en cada extracto se midi6 usando las condiciones de HPLC descritas anteriormente.

Los resultados se representan en la figura 8. A partir de los resultados, se reveld que se puede obtener un
extracto que contiene una mayor cantidad de triptantrina usando hojas secadas en lugar de hojas recientes, se
puede obtener un extracto que contiene una cantidad significativamente mayor de triptantrina usando hojas
secadas al sol, y que la cantidad de triptantrina contenida en hojas de planta de indigo se puede mejorar
secando las hojas de planta de indigo a la luz del sol.

Examen de la actividad antibacteriana del extracto d e hojas de planta de indigo

Se examinaron las potencias de las actividades antibacterianas de diversos extractos de hojas de planta de
indigo como se describe a continuacion. El medio liquido SCD y el medio de agar SCDLP usados en el examen
se adquirieron de Merck Ltd. Especificamente, como el medio liquido SCD, se usé “Soybean Casein Digest”
(producido por la compafiia Merck Ltd.), y como el medio de agar SCDLP, se us6 “Soybean Casein Digest Agar
with Lecithin and Polysorbate 80" (producido por la compafia Merck Ltd.). Ademas, el “extracto acuoso de planta
de indigo” usado en el examen es un extracto de hojas de planta de indigo obtenido usando agua en lugar de
1,3-butilenglicol mezclado con agua al 50% (p/p) usando en el procedimiento para producir el extracto de BG de
planta de indigo (es decir, el procedimiento expuesto en el ejemplo de produccion comparativo anterior).

Se suspendio Staphylococcus aureus (NBRC 13276) en 5 ml de medio liquido SCD, y se cultiv toda la noche a
30°C mediante agitacion. Este cultivo se diluyé usando medio liquido SCD, de manera que tuvo 0,5 McFarland
(equivalente a una concentracién de recuento de células viables de aproximadamente 1,5 x 10° CFU/mI). La
dilucién obtenida se diluy6 adicionalmente 100 veces usando medio liquido SCD, para obtener un liquido de la
suspension bacteriana.

Se afiadieron 150 pl del extracto de Et-BG de planta de indigo, del extracto de BG de planta de indigo, del
extracto acuoso de planta de indigo, o de agua a 4,5 ml de medio liquido SCD dispensado en un tubo de ensayo,
y se le afiadi6é adicionalmente medio liquido SCD para obtener un volumen total de 5 ml. Se afiadieron 50 ul de
liquido de suspension bacteriana al medio obtenido que contiene extracto, y la mezcla se agité a conciencia, y se
cultivé durante 24 horas a 30°C mediante agitacién. El medio de cultivo liquido obtenido de esta manera se us6
como un liquido de bacterias cultivadas. El liquido de bacterias cultivadas se diluyé en serie 10 veces por dilucion
usando una disolucién de cloruro sédico al 0,85%, y se sembraron 100 pl de cada dilucion diluida en serie sobre
medio de agar SCDLP, y se cultivaron durante 1 dia a 30°C. Especificamente, el liquido de bacterias cultivadas
que contiene el extracto de Et-BG de planta de indigo se diluy6 10* veces 0 10° veces, y cada una de las
disoluciones asi obtenidas se sembro en placa y se cultivé en dos placas con medio de agar (total de 4 placas).
El cultivo de los liquidos de bacterias cultivadas que contienen otros extractos o agua se condujo de forma
similar, excepto que los liquidos se diluyeron 10° veces o 10° veces. Se conto el nimero de colonias generadas
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sobre la superficie del medio, y se obtuvo un recuento de células viables (CFU/ml) contenido en 1 ml de un
liquido de bacterias cultivadas, basandose en el recuento de colonias medidas. La figura 9 es una grafica que
muestra las relaciones relativas de los recuentos de células viables obtenidos usando cada uno de los extractos
de hojas de planta de indigo, con el recuento de célula viable obtenido usando agua en lugar de los extractos de
hojas de planta de indigo, que se define como 1. En la figura 9, un Unico asterisco (*) indica p < 0,05, y dos
asteriscos (**) indica p < 0,005. No se observaron diferencias significativas entre cuando el cultivo se realiza
afiadiendo el extracto de BG de planta de indigo o el extracto acuoso de planta de indigo al medio, y cuando el
cultivo se realiza afiadiendo agua al medio.

A partir de los resultados anteriores, se reveld que el extracto de Et-BG de planta de indigo tiene una actividad
antibacteriana extremadamente superior.

A continuaciéon se muestran ejemplos de Formulacion de la composicién para aplicacion externa a la piel de la
presente invencion. Cada uno de los ejemplos de Formulacién se preparé segin un procedimiento usado
normalmente en la técnica. En los ejemplos de formulacion, “extracto de planta de indigo” se refiere al extracto
de Et-BG de planta de indigo; y % representa % en masa.

Tabla 3
Ejemplo 1 de Formulacién: Lociéon de belleza
Ingrediente Cantidad de mezcla (%)
Extracto de planta de indigo 10
Glicerina concentrada 1
Escualano 2
Aceite de oliva 2
Aceite de jojoba 1,8
Tetraoctanoato de pentaeritritilo 1
Polioxietilen oleil éter 0,8
Metilpolisiloxano 0,5
Parahidroxibenzoato de metilo 0,1
Polimero carboxivinilico 0,2
Goma de xantana 0,05
Hidroxido de potasio Cantidad adecuada (ajustado a pH de 7,5)
Agua purificada Porcién restante
Total 100
Tabla 4
Ejemplo 2 de Formulacién: Locién facial
Ingrediente Cantidad de mezcla (%)
Extracto de planta de indigo 1
Etanol 5
Glicerina concentrada 10
1,3-Butilenglicol 5
Hialuronato sédico 0,2
Aceite de ricino hidrogenado polioxietilenado (60 EO) 0,6
Parahidroxibenzoato de metilo 0,1
Acido citrico 0,06
Citrato de sodio 0,08
Agua purificada Porcién restante
Total 100
Tabla 5
Ejemplo 3 de Formulacién: Crema para la piel
Ingrediente Cantidad de mezcla (%)
Extracto de planta de indigo 5
Glicerina concentrada 10

Escualano

Aceite de oliva

Aceite de nueces de macadamia

Acido estearico

Cetanol

WWW|h~|~[©

Monoestearato de glicerilo lipofilo
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Ejemplo 3 de Formulacién: Crema para la piel

Ingrediente

Cantidad de mezcla (%)

Monoestearato de poliglicerilo

2

Parahidroxibenzoato de metilo

0,2

Hidréxido de potasio

Cantidad adecuada (ajustado a pH de 6,5)

Agua purificada

Porcién restante

Total

100

Tabla 6

Ejemplo 4 de Formulacién: Crema contra la radiacion UV

Ingrediente

Cantidad de mezcla (%)

Silicona ciclica (n = 5) 15
Particula fina de 6xido de cinc 10
Particula fina de 6xido de titanio 5
Escualano 3
Aceite de avellana 2
Aceite de oliva 1
Alcohol behenilico 2
Diisoestearato de poliglicerilo 2
Extracto de planta de indigo 1
Cloruro sédico 0,5
1,3-butilenglicol 5
Parahidroxibenzoato de metilo 0,1
Agua purificada Porcién restante
Total 100

Tabla 7

Ejemplo 5 de Formulacion: Lavado de cara

Ingrediente

Cantidad de mezcla (%)

Extracto de planta de indigo 0,5
Laurato de potasio 5
Miristato de potasio 15
Palmitato de potasio 10
Estearato de potasio 10
Polietilenglicol 5
Dietanolamida de acido graso de aceite de palma 2
Glicerilo de acido graso de aceite de palma polioxietilenado 1
Glicerina concentrada 10
Parahidroxibenzoato de metilo 0,1
Agua purificada Porcion restante
Total 100

Tabla 8

Ejemplo 6 de Formulacion: Agente de limpieza

Ingrediente

Cantidad de mezcla (%)

Extracto de planta de indigo 1
Sal Mg de acido laurilsulfosuccinico POE (3EO) 2
Sorbitol de acido tetraoleico POE (40) 1
Monoestearato de glicerilo autoemulsionable 2
Acido esteérico 4
Cetanol 2
Palmitato de cetilo 2
Parafina (135°F) 2
Parafina liquida 30
Palmitato de isopropilo 10
Etilhexanoato de tri-2-glicerilo 10
Parahidroxibenzoato de metilo 0,1
1,3-Butilenglicol 5
Perfume 0,1
Acido citrico Cantidad adecuada (ajustado a pH de 5,0)
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Ejemplo 6 de Formulacion: Agente de limpieza

Ingrediente Cantidad de mezcla (%)
Agua purificada Porcidn restante
Total 100
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir un extracto de hojas de planta de indigo que contiene ftriptantrina, que
comprende las etapas siguientes:

(i) extraer hojas de planta de indigo con etanal,
(i) concentrar el extracto de etanol de hojas de planta de indigo,

(iii) mezclar el extracto de etanol concentrado de hojas de planta de indigo con un alcohol polihidrico o con un
alcohol polihidrico hidratado, y

(iv) filtrar la mezcla del extracto de etanol concentrado de hojas de planta de indigo y el alcohol polihidrico, y
recoger el filtrado.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la mezcla comprende ademas agua.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el alcohol polihidrico es por lo menos un glicol
seleccionado de entre el grupo que consiste en 1,3-butilenglicol, propilenglicol, isoprenglicol, y pentilenglicol.

4. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende mezclar el extracto de etanol
concentrado de hojas de planta de indigo con un alcohol polihidrico hidratado, filtrar la mezcla resultante que
comprende el extracto de etanol concentrado de hojas de planta de indigo y el alcohol polihidrico hidratado, y
recoger el filtrado.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que las hojas de planta de indigo son
hojas secadas.

6. Procedimiento segln la reivindicacion 5, en el que las hojas de planta de indigo son hojas secadas al sol.

7. Extracto de hojas de planta de indigo que contiene triptantrina, que se obtiene mediante el procedimiento
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Composicién cosmética adecuada para la aplicacion externa a la piel, que comprende el extracto de hojas de
planta de indigo que contiene triptantrina segun la reivindicacion 7.
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Fig. 1

50 g de hojas secas de
planta de indigo chino

¢ Extraccion (reflujo durante 2 horas)
800 ml de etanol al 99%

¢ Se enfrian hasta la temperatura ambiente y
después se filtran

Extracto de Et de
planta de indigo

44— Se concenta mediante destilacién a vacio

A J

Extracto de Et de planta de
indigo concentrado

Se disuelve hasta disolucién de 1,3-BG
¢ al 50% (P/P) y después se filtra

v

Extracto de Et-BG de
planta de indigo

Nota: La concentracién se define por el
volumen de la disolucién de disolvente
afiadida al producto de la concentracién.
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Fig. 2
{;0 g de hojas secas ]
(_ . .z \
Se sumergen en 800 ml de disolucién de
"] 1,3-BG al 50% (botella de 1 | hermética al aire)
. y,
s a
__| Sesumergen en agua caliente a 55°C
durante 5 horas
§ Y,
s ™
--1 Se filtra por succién y se extrae con una gasa
\ )
Y
Extracto
(extracto de BG de planta de indigo)
Fig. 3

Estabilidad del extracto de BG de planta de indigo

~-gm Temperatura ambiente
|~ 40°C

... Luz fluorescente

Concentracién de triptantrina

inicial

2 1 2
semanas mes meses

Tiempo transcurrido

3
meses
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Concentracion de triptantrina

(ug/m

i

)

Estabilidad del extracto de BG de planta de indigo

25
20 e
: —— Temperatgra ambiente
15 ¢ ey 40°C
10 4 -5C
| @ Luz fluorescente
5
0

<

1 2 3

Tiempo transcurrido (meses)
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