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ANTIHERPESVIRAL ACTIVITY AND REDOX MODULATING
CAPACITY OF WASTE WATER FROM DISTILLATION OF

BULGARIAN OILBEARING ROSES

ALMIRA GEORGIEVA1,2, NELI VILHELMOVA1, ANA DOBREVA3, MILKA MILEVA1

1The Stephan Angeloff Institute of Microbiology, Bulgarian Academy of Sciences, 26 Acad. G.
Bonchev Str, 1113 Sofia, Bulgaria

2 Institute of Neurobiology, Bulgarian Academy of Sciences, 23, Acad. G. Bonchev, str., 1113
Sofia, Bulgaria

3 Institute for Roses and Aromatic Plants, Kazanlak 6100, 49 Osvobojdenie Blvd, Bulgaria

The aqueous fractions obtained after steam distillation of rose oil are treated as waste
products and there is no practice to seek its useful application. However, these waters are rich in
water-soluble non-volatile components, mainly polyphenols, and are considered bio-pollutants
because they are discharged directly into the soil, drainage system or rivers.

The aim of the present study was to determine the total polyphenol content, redox-
modulating capacity and antiviral activity in vitro against the replication of herpes simplex virus
type-1 in wastewater obtained by distillation of essential oil from the Bulgarian Rosa alba L., Rosa
damascena Mill., Rosa gallica L. and Rosa scentifolia L.

Results: Determination of the total content of polyphenols (galic acid equivalents) by Folin-
Ciocalteu method showed that wastewater from Rosa centifolia L. is richest in polyphenols,
followed by Rosa gallica L. and Rosa alba L. As DPPH radical scavengers are the most effective
wastewater from Rosa damascena Mill. at a concentration of 0.01%, the acceptance of DPPH is
maximum - 96%. The remaining products showed similar antiradical activity at the tested
concentrations. The redox-modulating capacity of the samples (TPTZ test) is as follows: Rosa alba
L. and Rosa centifolia L.> Rosa gallica L.> Rosa damascena Mill.

The four products tested showed low and relatively close cytotoxicity to MDBK cell
cultures. The lowest cytotoxicity is wastewater from Rosa alba L., and the highest - those of Rosa
centifolia L. The maximum tolerance concentration (MTC) of all four products is the same (0.1%).
All of them inhibited the replication of the herpes simplex virus type 1 (Viktoria strain HSV -1) -
most significantly Rosa galica L. (SI = 12.5), Rosa centifolia L. (SI = 9.3) and least Rosa
damascena Mill.

In conclusion, we would summarize that the wastewater studied by us can serve as a
promising resource - a source of polyphenol antioxidants and candidates for possible adjuvants in
the prevention and treatment of herpes infection.

Agnowelegment: The team expresses heartfelt thanks to the financial support of Project of Bulgarian National
Sciences Fund КП-06 Н36/17 (granted to Assoc. prof. M. Mileva, PhD)
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АНТИХЕРПЕСВИРУСНА АКТИВНОСТ И РЕДОКС-
МОДУЛИРАЩ КАПАЦИТЕТ НА ОТПАДЪЧНИ ВОДИ,
ПОЛУЧЕНИ ПРИ ДЕСТИЛАЦИЯТА НА БЪЛГАРСКИ

МАСЛОДАЙНИ РОЗИ

АЛМИРА ГЕОРГИЕВА1,2, НЕЛИ ВИЛХЕЛМОВА1, АНА ДОБРЕВА3, МИЛКА
МИЛЕВА1

1Институт по микробиология “Стефан Ангелов” БАН, “Акад. Г. Бончев”26, София,
България

2 Институт по невробилогия, БАН, “Акад. Г. Бончев”23, 1113 София, България
3 Институт по розата и етеричн-маслените култури, Казаанлък, 6100, бул.

“Освобождение” 49, Bulgaria

Водната фракция, получена след водно-парна дестилацията на розовото масло, се
третира като отпадъчен продукт и няма практика да и се търси полезно приложение. Тези
води обаче са богати на водоразтворими нелетливи компоненти, основно полифеноли,
считат се за био замърсител, защото се изхвърлят директно в почвата, в дренажната система
или реките.

Цел на настоящото изследване беше да се определи общото полифенолно
съдържание, редокс-модулиращия капацитет и антивирусната активност in vitro срещу
репликацията на вируса херпес симплекс тип-1 на отпадъчни води, получени при дестилация
на етерично масло от българските Rosa alba L., Rosa damascena Mill., Rosa gallica L. и Rosa
scentifolia L.

Резултати: Определянето на общото съдържание на полифеноли (еквиваленити
галова киселина) чрез Folin-Ciocalteu метод показа, че отпадъчните води от Rosa centifolia L.
са най-богати на полифеноли, последвани от Rosa gallica L. и Rosa alba L. Като скевинджери
на DPPH радикали най-ефективни са отпадъчните води от Rosa damascena Mill. При
концентрация от 0,01% акцептирането на DPPH е максимално - 96%. Останалите продукти
показаха близка антирадикална активност при тестваните концентрации. Редокс-
модулиращият капацитет на пробите (TPTZ тест) е както следва: Rosa alba L. и Rosa
centifolia L.> Rosa gallica L.> Rosa damascena Mill.

Четирите тествани продукта показаха ниска и сравнително близка цитотоксичност
към MDBK клетъчни култури. С най-ниската цитотоксичност са отпадъчнате вода от Rosa
аlba L., а с най-висока – тези на Rosa centifolia L. Максималната толерантна концентрация
(МТЦ) и на четирите продукта е еднаква (0.1%). Всички те инхибират репликацията на
вируса на херпес симплекс тип 1 (Viktoria strain HSV -1) - най-значимо Rosa galica L.  (SI
=12.5), Rosa centifolia L. (SI =9.3) и най-слабо Rosa damascena Mill.

В заключение можем да обобщим, че изследваните от нас отпадъчни води могат да
послужат като обещаващ ресурс - източник на полифенолни антиоксидантни и кандидати за
евентуални адюванти при профилактиката и терапията на херпесната инфекция.

Благодарности: Екипът изказва сърдечни благодарности за финансовата помощ на Фонд за Научни
Изследвания по Проект КП-06 Н 36/17 (р-л доц. д-р М. Милева)
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ANTIHERPESVIRAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS OF
ROSA ALBA L. AND ROSA DAMASCENA MILL. IN VITRO

MILKA MILEVA1, ALMIRA GEORGIEVA1,2, NELI VILHELMOVA1, LUCHIA MUKOVA1,
ANNA DOBREVA3

1The Stephan Angeloff Institute of Microbiology, Bulgarian Academy of Sciences, 26 Acad. G. Bonchev Str, 1113
Sofia, Bulgaria

2 Institute of Neurobiology, Bulgarian Academy of Sciences, 23, Acad. G. Bonchev, str., 1113 Sofia, Bulgaria
3 Institute for Roses and Aromatic Plants, Kazanlak 6100, 49 Osvobojdenie Blvd, Bulgaria

Rosa alba L., rose with white flowers, belongs to the Rosaceae family, and is commonly
known as Bulgarian white rose. Rosa damascena Mill. has a long history in Bulgarian folk
medicine, folklore, holy beliefs, wedding rituals, and religious traditions. For hundreds of years,
both of the roses were grown and processed jointly in the Roses Valley in Bulgaria. Rose oil
contains several classes of compounds with different biological activities.

The aim of our study was to determine the redox-modulating capacity and antiviral
activity against herpes simplex virus type -1 of Rosa alba L. and Rosa damascena Mill. oils in
infected MDBK cells.

Our results showed that the oils of Rosa alba L. and Rosa damascena Mill. have good
antioxidant activity in a chemical model system: they are good superoxide radical scavenger;
they have good reduction capacity with respect to DPPH with a slight predominance of Rosa
damascena Mill oil; the iron chelation capacity of Rosa alba L. oil is close to that of Rosa
damascena Mill. Rosa alba L. oil has a lower toxicity than Rosa damascena Mill oil relative to
MDBK cells. Pre-treatment of MDBK cells with essential oils protects cells against HSV-1
injuries. Rosa alba L. oil shows a significantly stronger effect than Rosa damascena Mill oil.
Both oils have a positive effect on the state of oxidative stress induced by HSV-1 in MDBK
cells. The results were demonstrated by the degree of normalization of lipid peroxidation (TBA
test), total glutathione levels, and catalase activity to values close to those of control-uninfected
cells after 60 minutes of preincubation.

The results of this pilot study give us reason to assume that the oils of Rosa alba L. and
Rosa damascena Mill. may find application as antioxidant supplements in the comedication of
HSV-1 infection, showing good potential for reducing oxidative damage to infected cells.

Agnowelegment: The team expresses heartfelt thanks to the financial support of Project of Bulgarian National
Sciences Fund КП-06 -Н 36/17 (granted to Assoc. prof. M. Mileva, PhD)
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АНТИХЕРПЕСВИРУСНА АКТИВНОСТ НА
ЕТЕРИЧНИТЕ МАСЛА ОТ ROSA ALBA L. и ROSA

DAMASCENA MILL. IN VITRO

МИЛКА МИЛЕВА1, АЛМИРА ГЕОРГИЕВА1,2, НЕЛИ ВИЛХЕЛМОВА1, ЛУЧИЯ
МУКОВА1, АННА ДОБРЕВА3

1Институт по микробиология “Стефан Ангелов” БАН, “Акад. Г. Бончев”26, София, България
2 Институт по невробилогия, БАН, “Акад. Г. Бончев”23, 1113 София, България

3 Институт по розата и етеричномаслените култури, Казаанлък, 6100, бул. “Освобождение” 49,
България

Rosa alba L., розата с бели цветове принадлежи към семейство Rosaceae и е
известна като българска бяла роза. Rosa damascena Mill. има дълга история в българската
народна медицина, фолклор, вярвания, сватбени ритуали и религиозни традиции. В
продължение на стотици години двете рози се отглеждат и обработват съвместно в
Розовата долина в България. Розовото масло съдържа няколко класа съединения с
различна биологична активност.

Целта на нашето проучване беше да се определи редокс-модулиращия капацитет и
антивирусната активност срещу вируса на херпес симплекс тип -1 (HSV-1) на маслата от
Rosa alba L. и Rosa damascena Mill. в заразени с вирус MDBK клетки.

Нашите резултати показаха, че маслата от Rosa alba L. и Rosa damascena Mill. имат
добра антиоксидантна активност в химически моделни систем: те са добър акцептор на
супероксидни радикали, имат добър редуциращ капацитет по отношение на DPPH с лек
превес на маслото от Rosa damascena Mill; капацитетът за хелиране на Fe (II) на маслото
от Rosa alba L. е близък до този на Rosa damascena Mill. Маслото от Rosa alba L. има по-
ниска токсичност от маслото на Rosa damascena Mill спрямо MDBK клетките.
Предварителната обработка на MDBK клетки с етерични масла ги предпазва от
цитопатичните увреждания, причинени от HSV-1. Маслото от Rosa alba L. показва
значително по-силен антивирусен ефект от маслото на Rosa damascena Mill. И двете масла
овладяват съизмеримо състоянието на оксидативен стрес, индуциран от HSV-1 в MDBK
клетки. Резултатите са измерени чрез определяне повлияването на липидната
пероксидация (МДА тест), общите нива на глутатион и каталазната активност.
Получените стойности след 60 минутна преинкубация са близки до тези на контролните
незаразени клетки.

Резултатите от това пилотно изследване ни дават основание да предположим, че
маслата от Rosa alba L. и Rosa damascena Mill. биха могли да намерят приложение като
антиоксидантни добавки или в комедикация на херпесна вирусна инфекция, показващи
добър потенциал за намаляване на оксидативните щети върху заразените клетки.
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ЦИТОТОКСИЧНОСТ И АНТИМИКРОБНО ДЕЙСТВИЕ
НА ОТПАДНИ ВОДИ, ПОЛУЧЕНИ ОТ ДЕСТИЛАЦИЯ НА

БЪЛГАРСКИ МАСЛОДАЙНИ РОЗИ

ЯНА ИЛИЕВА1, ЛЮДМИЛА ДИМИТРОВА1, АНА ДОБРЕВА2, МАЯ
ЗАХАРИЕВА1, ХРИСТО НАЙДЕНСКИ1, МИЛКА МИЛЕВА1
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2Институт по розата и етеричнoмаслените култури, Казанлък, 6100, бул. “Освобождение” 49,

Bulgaria

Остатъчните води от дестилацията на маслодайните рози се изхвърлят директно в
почвата, без да се потърси начин за тяхното оползотворяване. Поради богатия им
полифенолен състав, те биха могли да послужат за суровина с ценни биологични
качества.
Цел на настоящото пилотно изследване беше да се получат първоначални данни
относно цитотоксичността върху панел от нетуморогенни и туморни клетъчни
линии, както и антимикробния ефект срещу няколко условно патогенни щама с
кожен колонизиращ потенциал на отпадъчни води от дестилацията на българските
Rosa alba L., Rosa damascena Mill., Rosa gallica L. и Rosa scentifolia L.
Методи и материали: Цитотоксичният потенциал беше изследван срещу три
нетуморогенни [CCL-1 (трансформирани миши фибробласти), HaCaT
(трансформирани кератиноцити), HEK-293 (трансформирани ембрионални бъбречни
клетки)] и три туморни клетъчни линии [HEPG2 (чернодробен карцином първи
стадий), A-375 (злокачествен меланом) и A-431 (немеланомен епидермоиден
сквамозноклетъчен кожен карцином)] съгласно стандарт ISO 10993-5/2009, анекс С.
Определени бяха минималните инхибиторни и бактерицидни концентрации
(МИК/МБК) на отпадъчни води срещу Е. Coli ATCC 35218, P. aeruginosa ATCC
27853, S. aureus ATCC 29213 и C. albicans SAIMC 562, съгласно ISO 20776-1:2006
(E), както и микробната дихателна активност (МТТ тест).
Резултати: Четирите тествани продукта показват цитотоксичност спрямо всички
клетъчни линии, но действието спрямо нетуморогенните линии е по-слабо изразено.
Инхибиторната концентрация 50 (IC50) при туморните линии е 2,94-8,22, а при
нетуморогенните: 5.02-12.85 µg/ml полифеноли. Индексът на селективност (SI,
отношението на средното IC50 при нетуморогенните и средното IC50 при туморните
линии) е 1.46. Отпадната вода от R. centifolia L. оказва най-силен противотуморен
ефект със средно IC50 при туморните линии 3.44 µg/ml полифеноли и SI 1,9.
Най-висок антистафилококов ефект прояви отпадната вода от R. centifolia (МИК =
1,95 mg/ml полифеноли), която обаче намалява дехидрогеназната активност (ДЕХА)
с около 55%. Останалите три проби показват антимикробен ефект с МИК = 3,6 - 3,85
mg/ml полифеноли и намаляване на ДЕХА с около 70%.
Заключение: Получените резултати ни дават основание да концентрираме нашите
усилия към допълнителни проучвания, свързани с по-задълбочено изясняване на
механизмите на цитотоксичността, както и инхибирането на стафилококови
биофилми, при използваните модели на отпадните продукти, като най-перспективна
в двата аспекта се явява Rosa centifolia L.
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CYTOTOXICITY AND ANTIMICROBIAL EFFECT OF
WASTEWATER OBTAINED FROM DISTILLATION OF

BULGARIAN OIL - BEARING ROSES
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ZAHARIEVA1, HRISTO NAJDENSKI1, MILKA MILEVA1

1The Stephan Angeloff Institute of Microbiology, Bulgarian Academy of Sciences, 26 Acad. G. Bonchev Str,
1113 Sofia, Bulgaria

2 Institute for Roses and Aromatic Plants, Kazanlak 6100, 49 Osvobojdenie Blvd, Bulgaria

The wastewater from the distillation of oil roses is discharged directly into the soil without
looking for a way to utilize them. Due to their rich polyphenol composition, they could
serve as a raw material with valuable biological properties.
The aim of the present pilot study was to obtain initial data on cytotoxicity on a panel of
non-tumorigenic and tumor cell lines, as well as the antimicrobial effect against several
opportunistic strains with the cutaneous colonizing potential, of wastewater from the
distillation of Bulgarian Rosa alba L., Rosa damascena Mill., Rosa gallica L. и Rosa
scentifolia L.
Materials and methods: The cytotoxic potential was tested against three non-tumorigenic
[CCL-1 (transformed mouse fibroblasts), HaCaT (transformed keratinocytes), HEK-293
(transformed embryonic kidney cells)] and three tumor cell lines [HEPG2 (hepatocellular
carcinoma 1st stage, so it also has properties of a normal cell line), A-375 (malignant
melanoma) and A-431 (non-melanoma epidermoid squamous cell skin carcinoma)]
according to ISO 10993-5/2009, Annex C. The minimal inhibitory and bactericidal
concentrations (MIC/MBC) of wastewater against E. coli ATCC 35218, P. aeruginosa
ATCC 27853, S. aureus ATCC 29213 and C. albicans SAIMC 562 were determined,
according ISO 20776-1:2006(E), including the microbial respiratory activity – by MTT
test.
Results: The four products tested showed cytotoxicity to all cell lines, but the effect on
non-tumorigenic lines was less pronounced. The inhibitory concentration 50 (IC50) in tumor
lines is 2.94-8.22, and in non-tumorigenic lines – 5.02-12.85 µg/ml polyphenols. The
selectivity index (SI, the ratio of the mean IC50 in non-tumorigenic and the mean IC50 in
tumor lines) is 1.46. Wastewater from R. centifolia L. has the strongest antitumor effect
with an average IC50 in tumor lines of 3.44 µg/ml polyphenols and SI 1.9.
The highest antistaphylococcal effect showed the wastewater from R. centifolia (MIC =
1.95 mg/ml phenols), but the dehydrogenase activity (DEHA) was reduced with about 55%.
The other three types of wastewater showed antimicrobial effect at MICs = 3.6 – 3.85
mg/ml phenols and decreased the DEHA with about 70%.
Conclusion: The obtained results give us reason to concentrate our efforts on further
studies related to a more in-depth elucidation of the mechanisms of cytotoxicity, as well as
the inhibition of staphylococcal biofilms in the waste product models used and the most
promising in both aspects is Rosa centifolia L.
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ДОБИВ И СЪСТАВ НА ЕТЕРИЧНО МАСЛО ОТ
МАСЛОДАЙНИ РОЗИ, КУЛТИВИРАНИ В БЪЛГАРИЯ
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1 Институт по розата и етеричномаслените култури, Казаанлък, 6100, бул. “Освобождение”
49, България
2Институт по микробиология “Стефан Ангелов” БАН, “Акад. Г. Бончев”26, София, България

България е известна с маслодайната роза. В страната се култивира основно Rosa
damascena Mill. и Rosa alba L., но последното обследване на промишлените насаждения през
2020 г. разкри, че Rosa centifolia L. и хибриди на Rosa damascena х Rosa gallica L. също са
разпространени в розовата долина. Въпреки, че етеричното им масло не може да се сравнява
по качества с класическото, те са предпочитани от стопаните с високите добиви на цвят и
издръжливост към болести и неприятели.  Използват се за производство на розова вода и
екстракти.

Нашето изследване показа, че добивът на етерично масло от тези рози е в граници 0,015
– 0,048 %. Основна група в химичния състав представляват терпеновите алкохоли, които
варират в граници: гераниол (17,60 – 34,02 %), цитронелол (8,38 – 28,7 %) и нерол (4,8 –
11,90 %), но с различно съотношение. Въгледородите са представени от наситени алифатни
хомолози с нечетен брой на въглеродните атоми, като основни са: нонадекан  (8,10 – 22,67
%), хенейкозан (4,37 – 10,21 %), хептадекан (1,07 – 2,98 %) и трикозан (0,81 – 5,90 %).

Интересно е, че в смесени насаждения с преобладаване на дамасцена над 70 %,
съставът  запазва параметрите на нейното масло и наличието на други генотипове трябва да
се доказва със специални техники за анализ.
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RECENT RESULTS OF THE YIELD AND COMPOSITION OF
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BULGARIA
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Bulgaria is famous for its oil-bearing rose. Rosa damascena Mill and Rosa alba L. are mainly
cultivated in the country, but a recent survey of industrial plantations in 2020 revealed that Rosa
centifolia L. and hybrids of Rosa damascena Mill. x Rosa gallica L. are also common in the rose
valley. Although their essential oil can not be compared in quality with the classic, they are
preferred by farmers with high yields of flowers and resistance to diseases and pests. They are used
to produce rose water and extracts.

Our study showed that the yield of essential oil from these roses is in the range of 0.015 -
0.048%. The main group in the chemical composition are terpene alcohols, which vary in the range:
geraniol (17.60 - 34.02%), citronellol (8.38 - 28.7%) and nerol (4.8 - 11.90%), but with a different
ratio. Hydrocarbons are represented by saturated aliphatic homologues with an odd number of
carbon atoms, the main ones being: nonadecane (8.10 - 22.67%), heneicosane (4.37 - 10.21%),
heptadecane (1.07 - 2, 98%) and tricosane (0.81 - 5.90%).

Interestingly, in mixed plantations with predominance of damascene over 70%, the
composition retains the parameters of its oil and the presence of other genotypes should be proven
by special analysis techniques.
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