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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob ekstrakcji metabolitow roslinnych oraz zastosowanie natu-
ralnych lotnych, gteboko eutektycznych mieszanin w ekstrakcji metabolitéw z materiatu roslinnego.

Metabolity roslinne wykorzystuje sie w wielu gateziach przemystu, jako dodatki do zywnosci, pre-
paratéw kosmetycznych, substancje lecznicze czy srodki ochrony roslin. Bardzo wazng grupe roslin-
nych zwigzkéw stanowig alkaloidy. Zwigzki te cechuje wybitna aktywno$¢ farmakologiczna i wiele z nich
stosowanych jest w lecznictwie w postaci standaryzowanych ekstraktéw roslinnych oraz czystych, wyi-
zolowanych zwigzkéw.

Dotychczas w ekstrakcji metabolitow roslinnych stosowane sg naturalne, gteboko eutektyczne
mieszaniny (NADES), ktére skiadajg sie z naturalnych, nietoksycznych zwigzkéw chemicznych takich
jak: cukry, kwas mlekowy, cytrynowy czy chlorek choliny (patent EP3485874A1 ,Method of preparing
a natural deep eutectic solvent (nades)-active ingredient system; a NADES-, and preferably a polymeric
precipitation inhibitor containing nades-, based drug formulation technology and development method”).
Takie podejscie jest niezwykle istotne z punktu widzenia tzw. ,zielonej chemii” i stoi w opozycji do tra-
dycyjnie stosowanych syntetycznych i czesto toksycznych ekstrahentéw. Jednak stosowanie NADES
stwarza pewne niedogodnosci w praktyce, gdyz cechujg sie one niskg preznoscig par i wysokg lepko-
$cig. W efekcie pozbycie sie ekstrahentu i uzyskanie suchej pozostatosci ekstraktu jest niemozliwe na
drodze destylac;ji lub liofilizacji. Jest to najwieksza bariera, utrudniajgca przemystowe zastosowanie NA-
DES. Ponadto wysoka lepko$¢ dotychczas stosowanych NADES stwarza problemy technologiczne,
utrudniajac ich wymieszanie z ekstrahowanym materiatem (Dai Y., van Spronsen J., Witkamp G-J.,
Verpoorte R., Choi Y.H. Natural deep eutectic solvents as new potential media for green technology.
Analytica Chimica Acta 2013.766:61-68).

Wynalazek rozwigzuje zagadnienie otrzymywania metabolitéw roslinnych zwlaszcza alkaloidéw
izochinolinowych przy uzyciu naturalnych uktadéw mieszanin o niskiej lepkosci oraz o poszukiwanej
lotno$ci.

Nieoczekiwanie okazato sig, ze zastosowanie naturalnych mieszanin w okreslonym uktadzie i sto-
sunku wzgledem siebie pozwala na efektywne przeprowadzenie procesu ekstrakcji o duzej wydajnosci
pozyskiwanych zwigzkéw.

Istota wynalazku polega na tym, ze w procesie ekstrakcji alkaloidéw z materiatu roslinnego sto-
suje sie gteboko eutektyczng mieszanine sktadajgca z naturalnych zwigzkéw: tymolu i mentolu lub ty-
molu i kamfory, przy czym sktadniki wystepujg wzgledem siebie w nastepujgcym stosunku masowym:

Tymol : mentolod1:1do1:1,5

Tymol : kamforaod1:15do1,5:1

Korzystnie gdy stosuje sie na 1 cze$¢ wagowag materiatu roslinnego od 20 do 100 czesci wag.
naturalnej eutektycznej mieszaniny.

Ponadto korzystnie jest, gdy proces ekstrakcji prowadzi sie z wykorzystaniem energii ultradzwie-
kowej.

Korzystnie jest, gdy proces ekstrakcji prowadzi sie w temperaturze pokojowe;j.

Korzystnie jest, gdy proces ekstrakcji prowadzi sie w temperaturze od 15 do 35°C.

Korzystnie proces ekstrakcji powtarza sie co najmniej dwukrotnie.

Korzystnie, gdy otrzymane ciekte ekstrakty odparowuje sie pod zmniejszonym cisnieniem ko-
rzystnie w wyparce rotacyjnej.

Korzystnie, gdy otrzymane zamrozone ekstrakty uzyskane odparowuje sie przez liofilizacje.

Przedmiotem wynalazku jest takze zastosowanie eutektycznych lotnych mieszanin sktadajgcych
sie z naturalnych zwigzkéw: tymolu i mentolu lub tymolu i kamfory do ekstrakcji metabolitéw z materiatu
roslinnego, przy czym korzystnie gdy skfadniki mieszanin wystepujg wzgledem siebie odpowiednio
w nastepujgcych proporcjach masowychod1:1do1:1,50raz1:1,5do 1,5: 1.

Dzieki zastosowaniu naturalnej, lotnej, gteboko eutektycznej mieszaniny do ekstrakcji alkaloidow
mozliwe jest w szybkim czasie uzyskanie ekstraktéw o wysokiej zawartosci tych zwigzkéw w sposdb
ekologiczny bez uzycia syntetycznych rozpuszczalnikéw organicznych charakteryzujgcych sie wysokag
toksycznoscig dla ludzi i zwierzat. Ponadto zastosowanie naturalnej, lotnej gteboko eutektycznej mie-
szaniny ma tg przewage nad dotychczas stosowanymi NADES, Ze istnieje mozliwos¢ usuniecia ekstra-
hentu (mieszaniny bedgcej przedmiotem wynalazku) za pomocg destylacji lub liofilizacji. Ponadto mie-
szaniny bedgce przedmiotem wynalazku charakteryzujg sie znacznie mniejszg lepkoscig w poréwnaniu
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do dotychczas stosowanych NADES co znaczaco ufatwia proces technologiczny uzyskiwania ekstrak-
téw roslinnych. Dodatkowg zaletg wynalazku jest fatwos$¢ przygotowania. Skfadniki mieszaniny, ktore
w warunkach normalnych sg ciatami statymi, wystarczy potgczy¢ ze sobg w temperaturze pokojowej by
uzyskac ciekly ekstrahent. Stanowi to znaczne utatwienie w stosunku do dotychczas stosowanych NA-
DES, ktorych wykonanie wymaga najczesciej dostarczenia energii cieplne;j.

Przyktad 1

50 mg drobno zmielonego korzenia glistnika jaskoétcze ziele (Chelidonium majus) zalano 2 ml
mieszaniny skfadajgcej sie z tymolu i mentolu potgczonych w stosunku masowo-masowym 1 : 1, wy-
mieszano poprzez energiczne wstrzgsanie i umieszczone w tazni ultradzwiekowej. Ekstrakcje wspoma-
gang energig ultradzwiekowg prowadzono w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Po tym czasie
mieszanine wirowano i oddzielono uzyskany supernatant od osadu. Osad ponownie zalano $wiezg por-
Cjg mieszaniny i powtorzono proces ekstrakcji i wirowania mieszaniny. Uzyskane supernatanty pota-
czono w kolbce miarowej o pojemnosci 5 ml i uzupetniono mieszaning ekstrakcyjng do kreski. Tak spo-
rzadzony ekstrakt poddano analizie chromatograficznej. Analiza wykazata, ze tak sporzgdzony ekstrakt
zawierat: 0,03 mg protopiny, 0,18 mg chelidoniny, 0,14 mg koptyzyny, 0,02 mg berberyny, 0,08 mg
sangwinaryny oraz 0,12 mg chelerytryny. Przyktadowy chromatogram badanego ekstraktu przedstawia
rysunek 1.

Przyktad 2

100 mg drobno zmielonej kory berberysu zwyczajnego (Berberis vulgaris) zalano 4 ml mieszaniny
skfadajgcej sie z tymolu i kamfory potgczonych w stosunku masowo-masowym 1,5 : 1, wymieszano
poprzez energiczne wstrzgsanie i umieszczone w tazni ultradzwiekowej. Ekstrakcje wspomagang ener-
gig ultradzwiekowg prowadzono w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Po tym czasie mieszanine
wirowano i oddzielono uzyskany supernatant od osadu. Osad ponownie zalano $wiezg porcjg miesza-
niny i powtorzono proces ekstrakcji i wirowania mieszaniny. Uzyskane supernatanty potgczono w kolbce
miarowej o pojemnosci 10 ml i uzupetniono mieszaning ekstrakcyjng do kreski. Tak sporzgdzony eks-
trakt poddano analizie chromatograficznej. Analiza wykazata, ze tak sporzgdzony ekstrakt zawierat
1,25 mg berberyny.

Ekstrakt uzyskany przez ekstrakcje materiatu roslinnego cieczami bedacymi przedmiotem wyna-
lazku zamrozono w temp. -80°C i poddano procesowi liofilizacji uzyskujgc suchg pozostatosc.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb ekstrakcji metabolitéw z materiatu roslinnego z uzyciem eutektycznych mieszanin,
znamienny tym, ze w procesie ekstrakcji alkaloidéw stosuje sie naturalng lotng eutektyczng
mieszanine skfadajgcg sie z tymolu i mentolu lub tymolu i kamfory, przy czym skfadniki mie-
szaniny wystepujg wzgledem siebie odpowiednio w nastepujgcych proporcjach masowych od
1:1dol1:150raz1:15do1,5:1.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze na 1 cze$¢ wagowg materiatu roslinnego ko-
rzystnie rozdrobnionego stosuje sie od 20 do 100 czesci wag. naturalnej eutektycznej miesza-
niny.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze ekstrakty otrzymuje sie w postaci ciektej lub
zamrozone;.

4. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces ekstrakcji prowadzi sie z wykorzysta-
niem energii ultradzwiekowe;j.

5. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces ekstrakcji prowadzi sie w temperaturze
pokojowe;.

6. Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces ekstrakcji prowadzi sie w temperaturze
od 15 do 35°C.

7. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces ekstrakcji powtarza sie co najmniej dwu-
krotnie.

8. Sposdb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze otrzymane ciekte ekstrakty odparowuje sie pod
zmniejszonym cisnieniem korzystnie w wyparce rotacyjne;j.

9. Sposéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze zamrozone ekstrakty uzyskane odparowuje sie
przez liofilizacje.



PL 239 450 B1

10. Zastosowanie naturalnych lotnych eutektycznych mieszanin sktadajgcych sie z tymolu i men-
tolu lub tymolu i kamfory do ekstrakcji metabolitdbw z materiatu roslinnego, korzystnie gdy
sktadniki mieszanin wystepujg wzgledem siebie odpowiednio w nastepujgcych proporcjach
masowychod1l:1dol1:1,50razl1:15do1l5:10razod1,5:1do2,3:1.

Rysunek

& mAU

20

L ! JU\ A lti._

0 2 4 6 8 10 12

14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 48 48 50 52 54
Minutes

Rys. 1. Przyktadowy chromatogram ekstraktu z korzenia glistnika wykonanego 2 uiyciem cieczy

stanowigcej przedmiot wynalazku. 1 — protopina, 2 — chelidonina, 3 —koptyzyna, 4- sangwinaryna, 5 -
berberyna, 6 — chelerytryna.
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