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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest ekstrakt sporzadzony przy pomocy gorgcej wody przed wrzeniem,
z korzeni, fodyg czy lisci roslin nalezagcych do rodzaju Cannabis, takich jak np. Cannabis sativa, Can-
nabis indica i Cannabis ruderalis, uodparniajgcy pszczoty miodne przed szkodliwym dziataniem insek-
tycyddw z grupy neonikotynoidéw, najczesciej stosowanych — imidaclopridem oraz acetamipridem,
a takze wykazujgcy aktywnos$¢ w zwalczaniu nosemozy wywotanej zakazeniem zarodnikami grzyba
Nosema spp.

Dotychczas, w leczeniu nosemozy u pszczoét stosuje sie powszechnie leki na bazie fumagiliny.
Jest to substancja wyizolowana z grzyba Aspergillus fumigatus, ktorej dziatanie polega jedynie
na hamowaniu aktywnosci enzymu aminopeptydazy metioninowej MetAP-2, bez niszczenia zarodni-
kéw Nosema spp., co w konsekwencji prowadzi do stopniowego rozwoju opornosci grzyba na ten
antybiotyk. Ponadto, fumagilina dodana do syropu cukrowego, ktéry podaje sie pszczotom, trudno
rozpuszcza sie w wodzie. Konieczne jest wiec stosowanie réznych dodatkéw chemicznych zwieksza-
jacych rozpuszczalnos¢ antybiotyku w roztworach wodnych. Niestety, takie postepowanie grozi mozli-
woscig przenikania do miodu samej fumagiliny lub produktéw jej metabolizmu. Alternatywe dla anty-
biotykdéw na bazie fumagiliny, w leczeniu nosemozy pszczoty kartowatej (Apis florea), zaproponowat
Suwannapong i in. w publikacji zamieszczonej w Journal of Asia-Pacific Entomology, nr 21, 2018 r.
437-444, uzywajgc ekstraktéw etanolowych, przygotowanych na bazie propolisu.

Inny, znany z opisu patentowego MX 2011011839, sposéb zapobiegania i zwalczania hosemo-
Zy u pszczot, polega na wyciszaniu wybranych genéw Nosema spp. W tym celu stosuje sie odpowied-
nie konstrukty genetyczne lub czgsteczki kwaséw nukleinowych (np. siRNAs, miRNAs and shRNAS),
ktére sg funkcjonalnie zwigzane z biatkami penetrujgcymi komoérke. Niestety, metoda ta réwniez nie
gwarantuje dostatecznej skutecznosci zwalczania nosemozy u pszczét. Dodatkowo, wigze sie ona
z koniecznoscig uzycia drogich technik otrzymywania i oczyszczania genéw, a sama idea aplikowania
pszczotom preparatéw na bazie modyfikowanych genetycznie zwigzkow jest dyskusyjna i trudno jg
powszechnie zaakceptowac.

Z opisu patentowego PL 232685, znany jest preparat podnoszacy odpornos¢ pszczot, jednak
nie wykazano jego dziatania dotyczacego zwiekszenia przezywalnosci pszczot poddanych dziataniu
neonikotynoiddw.

Z opisu patentowego PL 231692, znany jest rowniez preparat do zwalczania mikrosporydioz,
a zwlaszcza nosemozy u pszczot, zawierajgcy jedng z rozprowadzonych homogenicznie, amidowych
pochodnych protoporfiryny. Z uwagi na fakt, iz miéd oraz inne produkty pszczele wykorzystywane sg
jako pokarm, suplementy diety itp., preparaty przeznaczone dla pszczét powinny bazowac¢ na dobrze
poznanych, najlepiej naturalnych substancjach, bezpiecznych zaréwno dla pszczét jak i dla ludzi, tatwo
degradowalnych i niepowodujgcych zmian genetycznych w organizmach tych pozytecznych owadow.

W literaturze istniejg doniesienia o stosowaniu produktéw leczniczych w pszczelarstwie, zawie-
rajgcych ekstrakty z substancji naturalnego pochodzenia. Jednym z takich jest tymol i resweratrol,
substancje wyekstrahowane z ziela tymianku (Thymus spp.) i uzywane w walce z warrozg. Jednakze,
jak wynika z eksperymentu przeprowadzonego przez Maistrello i in., opublikowanego w czasopismie
Apidologie, nr 41, 2008, 141-150, tymol i resweratrol, bedgce naturalnymi zwigzkami fenolowymi,
w wyzszych stezeniach, wykazujg toksycznos¢ wobec organizmow pszczoét. Z kolei Bravo i in. w arty-
kule opublikowanym na tamach Journal of Invertebrate Pathology, nr 149, 2017 r., 141-147, w bada-
niach in vivo wykazali zaréwno aktywnos$¢ ekstraktu uzyskanego z lisci Cryptocarya alba wobec mi-
krosporydidow Nosema spp., ktérymi zakazono pszczoty, jak i brak jego toksycznosci w pierwszych
8 dniach badania, a wiec w stosunkowo krétkim czasie, co nie daje pewnosci braku toksycznego dzia-
tania ekstraktu w dtuzszym czasie jego podawania pszczotom.

Znane ze stanu techniki, naturalne substancje do zwalczania choréb grzybowych, wystepuja-
cych w pszczelarstwie, wymagajg uzycia stosunkowo duzych dawek, co niekiedy wywotuje skutki
uboczne dla samych pszczét czy tez wytwarzanych przez nie produktow. Wszystkie produkty leczni-
cze stosowane dotychczas w walce z grozng chorobg pszczét jakg jest nosemoza, wykazujg w roz-
nym stopniu dziatania jedynie ograniczajace infekcje spowodowang Nosema spp., a zatem niezbedne
sg dalsze badania w tym zakresie.

Waznym powodem corocznego giniecia znacznej liczby rodzin pszczelich, jest nie tylko nose-
moza czy warroza powodowana nadmiernym namnazaniem sie pasozyta V. destructor, réwnie duzy
niepokdj wyrazajg upadki rodzin pszczelich poza ulem. Udowodniono, ze za masowym wymieraniem
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pszczét stojg srodki uzywane do zwalczania szkodnikéw w uprawach rolnych i lasach, owadobéjcze
— neonikotynoidy — neuroaktywne substancje z grupy pestycydéw znaczgco zaburzajgce orientacje
pszczét i ich komunikacje, moggce by¢ powodem masowego wymierania catych rodzin. Spryskiwanie
nasion nikotynoidami powoduje przenikanie takich zwigzkéw do catej rosliny, w tym do kwiatow i pyt-
ku. Pszczoly, zbierajagc pytek i zanoszac go do ula, w zasadzie transportujg trucizne, ktéra wptywa nie
tylko na pszczoty pracujgce poza ulem, ale takze na te, ktére go nie opuszczajg, w tym na krélowa.
Dotychczas, w zabezpieczaniu pszczét przed niekorzystnym dziataniem insektycydéw z grupy neoni-
kotynoidéw nie sg znane zadne preparaty, totez podjeto badania w kierunku opracowania takich pre-
paratéw naturalnego pochodzenia. Jak podajg Krause i in. oraz Siudem i in. w artykutach zamiesz-
czonych w czasopismie Farmacja Wspoéfczesna nr 9 z 2016 oraz nr 8 z 2015 r., konopie z rodzaju
Cannabis zawierajg okoto 500 réznych zwigzkéw, z czego ponad 80 stanowig kannabinoidy. To wia-
$nie dzieki nim konopie znajdujg zastosowanie w lecznictwie, zaréwno jako substancje powodujgce
odurzenia narkotyczne jak A9-tetrahydrokannabinol A9 — THC, jak i substancje niepowodujgce odu-
rzenia narkotycznego, takie jak, kannabinol CBN, kannabidiol CBD i inne.

Celem wynalazku byto opracowanie skutecznego, o szerokim spektrum dziatania i niepowodu-
jacego skutkéw ubocznych, preparatu roslinnego skutecznie zabezpieczajgcego pszczoty przed nieko-
rzystnym dziataniem insektycydow jak i zwalczajgcego mikrosporydiozy.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze wyekstrahowane gorgcag wodg ekstrakty z korzeni, lisci lub to-
dyg roslin nalezacych do rodzaju Cannabis zaréwno przediuzajg zycie pszczét narazonych na pesty-
cydy z grupy najczesciej wystepujgcych nikotynoidéw, takich jak, imidacloprid oraz acetamiprid, jak
i powodujg spadek ilosci zarodnikdw chorobotwdérczych grzyba Nosema spp., co znacznie ogranicza
rozwdéj nosemozy u pszczoty miodnej.

Istotg wynalazku jest wiec ekstrakt z korzeni, lisci lub todyg roslin nalezgcych do rodzaju Can-
nabis, takich jak, Cannabis sativa, Cannabis indica i Cannabis ruderalis, sporzadzony przy pomocy
goracej wody o temperaturze utrzymujgcej sie w zakresie od 98 do 99°C, przez co najmniej 10 minut,
przydatny do zastosowania w preparatach zabezpieczajgcych pszczoty przed szkodliwym dziataniem
insektycyddw z grupy neonikotynoidéw i zwalczajgcych nosemoze.

Wynalazek i jego skutecznosc¢ dziatania przedstawiono w ponizszych przyktadach wykonania.

Przyktad 1

Poszczegodlne czesci roslin jak, korzenie, liscie i todygi roslin Cannabis sativa L., Cannabis indi-
ca i Cannabis ruderalis przechowywane w suchym, zacienionym miejscu, zmielono, przesiano przez
sita (5,6 mm), po czym odwazono po 50 g, umieszczono w kolbach miarowych i zalewano 500 ml
wody o temperaturze utrzymujacej sie w granicach od 98 do 99°C przez co najmniej 10 minut.
Po kilkunastu minutach ekstrakty przesaczano, zamrazano i poddawano liofilizacji.

Przyktad 2. Dziatanie ekstraktow wedtug wynalazku na przedtuzanie zycia pszczét podda-
nych dziataniu insektycyddw.

Liofilizaty z poszczegodlnych czesci roslin Cannabis, otrzymanych jak opisano w przyktadzie 1,
dodawano do pokarméw pszczelich sporzgdzajgc mieszanki w postaci:
e Po 500 mg liofilizatu z korzeni Cannabis sativa L., Cannabis indica i Cannabis ruderalis,
zmieszano z 250 g hydrolizatu skrobiowego rozpuszczonego w 250 mg przegotowanej wody.
e Po 100 g liofilizatu z lisci Cannabis sativa L., Cannabis indica i Cannabis ruderalis rozpusz-
czono w 1 litrze ddH20, po czym 100 ml tego roztworu dodano do 500 g cukru spozywcze-
go rozpuszczonego w 500 g wody.
e Po 500 mg liofilizatu z todyg Cannabis sativa L., Cannabis indica i Cannabis ruderalis, row-
nomiernie wymieszano z 1,0 kg cukru pudru i 0,25 kg miodu ogrzanego do temp. 50°C.
Tak przygotowane pokarmy uzywano w temperaturze pokojowej do karmienia pszczét umiesz-
czonych po 40 osobnikéw w 30 standardowych klatkach, w czasie 8-dniowego eksperymentu.
Grupy badawcze to:
1. Imid — 3 klatki ze zdrowymi pszczotami dokarmianymi przez caty czas eksperymentu tylko czy-
stym pokarmem, skazonymi 7. dnia imidaclopridem dodanym do pokarmu w ilosci 2,5 mg na 100 ml.
2. Acet — 3 klatki ze zdrowymi pszczotami dokarmianymi przez caty czas eksperymentu tylko czy-
stym pokarmem, skazonymi acetamipridem dodanym do pokarmu 7. dnia w ilosci 2,5 mg na 100 ml.
3. ImidEx1 — 3 klatki ze zdrowymi pszczotami dokarmianymi przez 6 dni pokarmem z ekstrak-
tem z korzeni Cannabis sativa L., w 7. dniu skazone imidaclopridem w dawce jak wyzej i przez dalsze
dwa dni karmione pokarmem z ekstraktem z korzeni Cannabis sativa L.
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4. Imidex2 — 3 klatki ze zdrowymi pszczotami dokarmianymi przez 6 dni pokarmem z ekstrak-
tem z korzeni Cannabis indica, w 7. dniu skazone imidaclopridem w dawce jak wyzej i przez dalsze
dwa dni karmione pokarmem z ekstraktem z korzeni Cannabis indica.

5. ImidEx3 — 3 klatki ze zdrowymi pszczotami dokarmianymi przez 6 dni pokarmem z ekstrak-
tem z korzeni Cannabis ruderalis, w 7. dniu skazone imidaclopridem w dawce jak wyzej i przez dalsze
dwa dni karmione pokarmem z ekstraktem z korzeni Cannabis ruderalis.

6. AcetEx4 — 3 klatki ze zdrowymi pszczotami dokarmianymi przez 6 dni pokarmem z ekstrak-
tem z lisci Cannabis ruderalis, w 7. dniu skazone acetamipridem w dawce jak wyzej i przez dwa dni
karmione pokarmem z ekstraktem z lisci Cannabis ruderalis.

7. ImidEX5 — 3 klatki ze zdrowymi pszczotami dokarmianymi przez 6 dni pokarmem z ekstrak-
tem z lisci Cannabis indica, w 7. dniu skazone imidaclopridem w dawce jak wyzej i przez dwa dni dalej
karmione pokarmem z ekstraktem z lisci Cannabis indica.

8. AcetEx6 — 3 klatki ze zdrowymi pszczotami dokarmianymi przez 6 dni pokarmem z ekstrak-
tem z todyg Cannabis indica, w 7. dniu skazone acetamipridem w dawce jak wyzej i przez dwa dni
dalej karmione pokarmem z ekstraktem z todyg Cannabis indica.

9. AcetEx7 — 3 klatki ze zdrowymi pszczotami dokarmianymi przez 6 dni pokarmem z ekstrak-
tem z todyg Cannabis sativa L., w 7. dniu skazone acetamipridem w dawce jak wyzej i przez dwa dni
dalej karmione pokarmem z ekstraktem z todyg Cannabis sativa L.

10. AcetEx8 — 3 klatki ze zdrowymi pszczotami dokarmianymi przez 6 dni pokarmem z ekstrak-
tem z lisci Cannabis sativa L., w 7. dniu skazone acetamipridem w dawce jak wyzej i przez dwa dni
dalej karmione pokarmem z ekstraktem z lisci Cannabis sativa L.

Przezywalnosé pszczot w poszczegodinych klatkach w poréwnaniu do kontroli, przedstawiono
w postaci tabeli 1. Najwiecej martwych pszczoét notowano z grup Imid i Acet. Srednie arytmetyczne
wyliczone z trzech klatek na koniec doswiadczenia, wynosity odpowiednio 4 oraz 8 zywych pszczét,
natomiast najmniej martwych pszczét zanotowano dla grupy AcetEx8, gdzie liczba zywych pszczot
na koniec doswiadczenia wynosita 16.

Majgc na wzgledzie naturalng umieralnos¢ pszczét, nalezy stwierdzi¢, iz ekstrakty wedtug wyna-
lazku to substancje przedtuzajgce zycie pszczét poddanych dziataniu nikotynoidow w postaci aceta-
mipridu i imidaclopridu.

Przyktad 3. Dziatanie preparatow wedtug wynalazku na zwalczanie nosemozy.

Otrzymane w przykfadzie 2, ptynne i state pokarmy zawierajgce wyekstrahowane wyciagi z réz-
nych czesci roslin z rodzaju Cannabis, uzywano w temperaturze pokojowej do karmienia pszczot
sztucznie zakazonych Nosema spp. W 30 standardowych klatkach umieszczono po 40 pszczot
sztucznie zakazonych Nosema spp., ktére dokarmiano przez okres 6 dni tworzgc nastepujgce grupy
badawcze:

Zakazone — kontrola — 3 klatki pszczoty zakazone zarodnikami Nosema spp., karmione czystym
syropem cukrowym.

Ex1l — 3 klatki pszczoly zakazone zarodnikami Nosema spp., karmione syropem cukrowym
z dodatkiem ekstraktu z korzeni Cannabis sativa L. w dawce 1x10 j.w. ekstraktu w 1000 j.w. pokarmu.

Ex2 — 3 klatki pszczoly zakazone zarodnikami Nosema spp., karmione syropem cukrowym
z dodatkiem ekstraktu z lisci Cannabis sativa L. w dawce 4x10 j.w. ekstraktu w 1000 j.w. pokarmu.

Ex3 — 3 klatki pszczoly zakazone zarodnikami Nosema spp., karmione syropem cukrowym
z dodatkiem ekstraktu z todyg Cannabis sativa L. w dawce 6x10 j.w. ekstraktu w 1000 j.w. pokarmu.

Ex4 — 3 klatki pszczoty zakazone zarodnikami Nosema spp., karmione ciastem cukrowym z do-
datkiem ekstraktu z fodyg Cannabis ruderalis w dawce 3x10 j.w. ekstraktu w 1000 j.w. pokarmu.

Ex5 — 3 klatki pszczoty zakazone zarodnikami Nosema spp., karmione ciastem cukrowym z do-
datkiem ekstraktu z lisci Cannabis ruderalis w dawce 5x10? j.w. ekstraktu na 1000 j.w. pokarmu.

Ex6 — 3 klatki pszczoty zakazone zarodnikami Nosema spp., karmione ciastem cukrowym z do-
datkiem ekstraktu z korzenia Cannabis ruderalis w dawce 5x107 j.w. ekstraktu na 1000 j.w. pokarmu.

Ex7 — 3 klatki pszczoly zakazone zarodnikami Nosema spp., karmione syropem cukrowym
z dodatkiem ekstraktu z todyg Cannabis indica w dawce 3x10 j.w. ekstraktu w 1000 j.w. pokarmu.

Ex8 — 3 klatki pszczoty zakazone zarodnikami Nosema spp., karmione syropem cukrowym
z dodatkiem ekstraktu z lisci Cannabis indica w dawce 2x10 j.w. ekstraktu w 1000 j.w. pokarmu.

Ex9 — 3 klatki pszczoty zakazone zarodnikami Nosema spp., karmione ciastem cukrowym z do-
datkiem ekstraktu z korzeni Cannabis indica w dawce 5x10 j.w. ekstraktu w 1000 j.w. pokarmu.
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W koncowej fazie, z pszczét poddawanych eksperymentom, wykonywano standardowe rozciery
do sporzgdzenia preparatow mikroskopowych. Zarodniki liczono w komorze Birkera obserwowanej
w mikroskopie optycznym Olympus BX61 i poréwnywano z preparatem sporzgdzonym z rozcieru
Z pszczot zakazonych, nieleczonych ekstraktami wedtug wynalazku.

W obrazach mikroskopowych zaobserwowano zmniejszong ilos¢ zarodnikéw Nosema spp.
wsrod pszczot leczonych ekstraktami wedtug wynalazku w stosunku do kontroli. Podczas gdy w grupie
pszczot kontrolnych, nieleczonych, zakazenie rozwineto sie do poziomu 750 000 zarodnikdéw Nosema
spp./pszczote, to w grupie pszczot, ktorym podawano pokarm z ekstraktami z roslin z rodzaju Canna-
bis, liczba zarodnikéw zmalata do granic do 59 000 zarodnikéw/pszczote.

Wyniki eksperymentu przedstawiono na wykresie jako fig. 1 oraz w tabeli 2.

Wyniki jednoznacznie wskazujg na duzg skutecznos¢ ekstraktu wedtug wynalazku.

Przyktad 4.Badanie toksyczno$ci ekstraktow wedtug wynalazku na organizmy pszczot.

W 10 klatkach umieszczono po 40 zdrowych pszczét i karmiono je pokarmami zawierajgcymi
ekstrakty wedtug wynalazku, odpowiednio:

Ex1 — syrop cukrowy z dodatkiem ekstraktu z korzeni Cannabis sativa L.

Ex2 — syrop cukrowy z dodatkiem ekstraktu z lisci Cannabis sativa L.

Ex3 — ciasto cukrowe z dodatkiem ekstraktu z fodyg Cannabis sativa L.

Ex4 — syrop cukrowy z dodatkiem ekstraktu z lisci Cannabis ruderalis

EX5 — ciasto z dodatkiem ekstraktu z todyg Cannabis ruderalis

Ex6 — ciasto z dodatkiem ekstraktu z korzeni Cannabis ruderalis

EX7 — syrop cukrowy z dodatkiem ekstraktu z fodyg Cannabis indica

Ex8 — syrop cukrowy z dodatkiem ekstraktu z lisci Cannabis indica

Ex9 — ciasto z dodatkiem ekstraktu z korzeni Cannabis indica

Dla poréwnania analogiczng liczbe pszczét umieszczono w jednej klatce jako kontrole i karmio-
no czystym pokarmem. Po 15. dniach poréwnano liczbe zywych pszczét w poszczegdinych klatkach
z kontrolg. Liczba pszczdét w grupach badawczych wynosita od 12 do 18 sztuk, natomiast liczba zy-
wych pszczot w kontroli wynosita 11 sztuk.

Przezywalnosé pszczot w poszczegodinych klatkach w poréwnaniu do kontroli, przedstawiono
w tabeli 3.

Jak wykazano w przyktadach, majgc na wzgledzie naturalng umieralnos¢ pszczot, ekstrakt we-
dtug wynalazku, to substancja nietoksyczna, przedtuzajgca zycie pszczét narazonych na insektycydy
oraz wykazujgca wysoki poziom terapeutyczny zakazeh pszczét miodnych grzybami Nosema spp.

Zastrzezenia patentowe

1. Wodny ekstrakt z roslin z rodzaju Cannabis, takich jak, Cannabis sativa, Cannabis indica czy
tez Cannabis ruderalis do zastosowania w preparatach zabezpieczajgcych pszczoty przed
szkodliwym dziataniem insektycyddw z grupy neonikotynoidéw i zwalczajgcych nosemoze.

2. Wodny ekstrakt wedlug zastrzezenia 1, znamienny tym, ze sporzgdzany jest z korzeni, fo-
dyg czy tez lisci roslin nalezgcych do rodzaju Cannabis.

3. Wodny ekstrakt wedtug zastrzezenia 1i 2, znamienny tym, ze sporzadzany jest przy pomo-
cy wody o temperaturze utrzymujgcej sie w zakresie od 98 do 99°C, przez co najmniegj
10 minut.
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Rysunki
Tabela 1.
Liczba pszczot
{$rednia z 3 klatek)
Grupa badawcza okreslona w | Na poczatku Zywych
przykt. 2. eksperymentu po zakoficzeniu
podawania pokarmu
z ekstrakiem
Imid - kontrola 40 4
Acet - kontrola 40 8
ImidEx] 40 9
ImidEx2 40 9
AcetEx3 40 10
AcetEx4 40 12
ImidEx5 40 9
40 13
AcetEx6
40 14
AcetEx7
40 16
AcetExS
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Tabela 2.
Liczba pszczot
(srednia z 3 klatek)
Grupa badawcza pszczét Na poczgtku Zywych _
zakazonych Nosema spp. eksperymentu | po zakoﬁf:zemu
okreslona w przykl. 3. podawania pokarmu
z okreslonym
ekstraktem
zakazone - karmione czystym | 40 15
pokarmem
zakEx | 40 17
zakEx2 40 29
2akEX3 40 23
7akExd 40 27
zak EXS 40 25
zakEx6 40 20
zakEx7? 40 23
zak Ex8 40 26
zak EX9 40 19
Tabela 3.
Liczba pszczét
Grupa badawcza pszczot .
zdrowych okreslona w Na poczgtku Zywych po zakonicz.
przykt. 4. eksperymentu podawania pokarmu
z ekstraktern
Kontrola (czysty pokarm) 40 11
Ex1 40 12
Ex2 40 18
Ex3 40 13
| Exd 40 E
Ex5 40 14
Ex6 40 12
Ex7 40 14
Ex8 40 16
40 12
Ex9
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