PK/2959/RW 1

Kompozycja farmaceutyczna do stosowania w leczeniu lub profilaktyce ryb

Wynalazek dotyczy preparatu immunostymulujacego przeznaczonego dla ryb,
zwlaszcza do podawania drogg immersji. Podstawowa zaleta wynalazku jest to, iz preparat
podawany jest droga immersyjng rownoczesnie nie wptywajac na chemizm wody. Jego sktad
jest catkowicie nietoksyczny (w zakresie proponowanych dawek) i moze by¢ stosowany
zaréwno u ryb ozdobnych jak i przeznaczonych do konsumpcji bez okresu karencji.

Wstepne badania prowadzone w minionym dziesiecioleciu potwierdzily mozliwos¢
wykorzystania ziotowych ekstraktow roslinnych w profilaktyce zdrowotnej i terapii chorob
szeregu gatunkow zwierzat wodnych. W obecnym czasie ziota i produkty ziotowe odgrywaja
coraz wazniejsza role w akwakulturze. W akwarystyce nagminnie , profilaktycznie”
stosowane sg antybiotyki, czego efektem jest narastajgca antybiotykoopornos¢ (Musa N et al.
2008). Preparaty immunostymulujace w okre§lonych sytuacjach mogg zastgpowal
antybiotyki np. u sumowatych (Bich Hang BT et al. 2014). Nie ma w chwili obecnej
alternatywy dla stopniowo wycofywanych z rynku zoologicznego preparatow leczniczych
opartych na kancerogennej zieleni malachitowej, biekicie metylenowym czy formalinie.
Produkty zawierajace wyzej wymienione substancje, pomimo, iz sa niebezpieczne dla
srodowiska, sa bardzo czesto stosowane bez przeprowadzenia rozeznania, co do przyczyny
problemow obserwowanych u zwierzat wodnych. W tym konteks$cie szczegolnie wazna jest
mozliwo$¢ ograniczania stosowania chemioterapeutykow poprzez wprowadzanie preparatow
immunostymulujacych.

Wplyw réznego rodzaju mieszanek ziotowych na procesy fizjologiczne ryb oraz ich
dziatanie przeciwbakteryjne 1 przeciwwirusowe u organizmdéw wodnych sa obiektem badan
zespotéw naukowych na calym swiecie (Digenci SK et al. 2003; Muniruzzaman M &
Chowdhury MBR, 2008). Jak wskazuja doniesienia naukowe, wyciagi wielu gatunkéw roslin
moga wykazywa¢ wlasciwosci immunostymulujace (Govind et al. 2012). Substancje aktywne
zawarte w ekstraktach moga by¢ stosowane u ryb w réznych stadiach rozwojowych, w tym u
wylegu (Bricknell I &. Dalmo RA, 2005). Musza jednak by¢ w odpowiednim stopniu
wyksztalcone organy odpowiedzialne za procesy immunologiczne. W przypadku wyciggdéw
podawanych z karmg skuteczno$¢ dziatania ekstraktow roslinnych na uktad odpornosciowy
ryb w znacznej mierze zalezy od efektywnos$ci zerowania ryb. W tym wypadku na zwierzeta
niepobierajace paszy dodatki immunostymulujace nie dziataja. Szereg wyciagow roslinnych,
w tym ekstrakt z jezowki, pozyskiwanych do produkeji preparatow immunostymulujacych
dla ludzi 1 zwierzat gospodarskich posiada swoisty gorzki lub cierpki smak. Smak ten

pochodzacy m.in. od saponin, flawonoidow i1 zwigzkow fenolowych moze ograniczac
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akceptowalnos¢ karmy (Popek at al. 2010). Przewaga preparatu podawanego do wody jest
mozliwo$¢ stymulowania mechanizmow odpornosciowych niezaleznie od ilosci i
czestotliwosci pobieranego przez ryby pokarmu.

W ostatnich latach nastapit znaczny postep w zakresie uprawy zidt, pozyskiwania i
produkcji ekstraktow roslinnych. Obecnie szczegdlny nacisk ktadzie sie na standaryzacje
surowca przeznaczonego do produkcji lekow, immunokosmetykow, suplementow diety czy
dodatkow paszowych (Kotodziej et al. 2010). Szczegélne znaczenie odgrywa jakosc,
trwalos¢ 1 dostepnos¢ otrzymywanego z roslin ekstraktu. Dostepne na rynku wysokiej jakosci
ekstrakty roslinne umozliwiajg przygotowanie preparatu dla ryb o $cisle okreslonym stezeniu
substancji aktywnych. Zastrzegane rozwigzanie, w odroznieniu od cytowanych powyze]
doniesien naukowych, bazuje na standaryzowanym produkcie o oznaczonej trwatosci.
Aktualnie jest kilka preparatow komercyjnych dostgpnych na rynku zoologicznym o
podobnym dziataniu, jednak sposéb ich stosowania oraz sktad jest rézny od proponowanego
wynalazku.

Firma Mosura produkuje roslinny preparat w postaci Toniku PRO poprawiajacy odpornosé
krewetek 1 ryb. Jest to suplement diety (karma) przeznaczony gléwnie dla krewetek (ale
zgodnie z instrukcja producenta rowniez moze by¢ stosowany w przypadku hodowli ryb).
Preparat wzmacnia system odpornosciowy przez sktadniki odzywcze 1 immunostymulanty.
Produkt ten zawiera blizej nieokreslone stezenie substancji aktywnych. Producent nie
przedstawit danych wskazujacych na skutecznos¢ dziatania produktu 1 uzyskiwany efekt.
Firma Ecological Labolatories INC znana pod marka MICROBE-LIFT produkuje ziotowy
preparat poprawiajacy odpornos¢ ryb. Jest to produkt leczniczy, skuteczny w leczeniu stanow
zapalnych o podtozu bakteryjnym 1 grzybiczym, wrzodow 1 wybroczyn, zmetnienia skory,
wrzoddéw otworu gebowego, martwicy ptetw. Wzmacnia system immunologiczny bez ryzyka
nabycia odpornosci przez szczep bakteryjny, jak ma to miejsce w przypadku stosowania
antybiotykéw. Ulatwia usuwanie mikroorganizméw chorobotworczych z zakazonego
miejsca, przez co — pozbawione zywiciela - szybko ging. Produkt ten jest jednak wytgcznie
do uzytku akwarystycznego, nie mozna go stosowa¢ do leczenia ryb przeznaczonych do
spozycia. Produkt ten zawiera blizej nieokreslone stezenie substancji aktywnych. Producent
nie przedstawit danych wskazujacych na skuteczno$¢ dziatania produktu i uzyskiwany efekt.
W zgloszeniu patentowym KR101107034 (B1) opisano z kolei dodatek do paszy dla ryb
sktadajacy si¢ z materialéw ro$linnych. Ekstrakt ten zgodnie z opublikowanym opisem

zgloszenia wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne oraz przeciw-
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pasozytnicze. Jednak jego sktad i sposob podawania jest zupetnie rozny od proponowanego
wynalazku.

W  zgloszeniu patentowym CN102091242 (A) opisano mieszanke w odpowiednich
proporcjach tradycyjnych ziot chinskich stosowana do leczenia réznych choréb u ryb. Jednak
jego sktad jest zupelnie rozny od proponowanego wynalazku. Mieszanka opiera si¢ na
naturalnych niestandaryzowanych wyciagach roslinnych, stad skutecznos¢ dziatania produktu
moze si¢ zmienia¢ w zaleznosci od partii wykorzystanych do produkcji sktadnikéw.

W zgloszeniu patentowym CN101507744 (A) opisano kompozycje ziol oraz sposob jej
przygotowania. Preparat jest przeznaczony do uzytku akwarystycznego. Jego sktad i sposob
podawania sa zupelnie rozne od proponowanego wynalazku. Preparat opiera si¢ na
naturalnych niestandaryzowanych wyciagach roslinnych.

W zgloszeniu patentowym RU2011128157 (A) opisano metode¢ produkcji biologicznie
czynnego dodatku do pasz dla zwierzat hodowlanych, ptakéw i ryb. Sklada si¢ on z
probiotykow oraz ziot leczniczych (m.in. z jezéwki purpurowej). Jednak catkowity sklad, z
uwagi na rodzaj uzytych substancji oraz ich stezenia, jest rézny od proponowanego
wynalazku. Roznice wystepujg réwniez w sposobie podawania jak 1 w opisanym sposobie
dziatania opisanego w zgloszeniu patentowym preparatu. Nie podano stezenia substancji
aktywnych wnoszonych do produktu w ekstraktach ziotowych.

Naturalne srodki immunostymulujace stanowia liczng grupe preparatow
pozyskiwanych z bakterii, grzybow oraz niektorych roslin. R6znorodne kierunki ich dziatania
powoduja, ze nie ma jednej wlasciwe] nazwy, w ktore] mozna by uja¢ wszystkie wlasciwosci.
W literaturze okres$lane s3, jako naturalne immunostymulatory, immunomodulatory,
immunoaugmentory badz modyfikatory odpowiedzi biologiczne; (ang. BRM, biological
response modifiers). Immunostymulujacy efekt dziatania jezéwki purpurowej (Echinacea
purpurea) jest powszechnie znany u ludzi 1 zwierzat, réwniez u ryb. Jej dziatanie na system
immunologiczny, przy podawaniu drogg pokarmowa, zostal opisany u tilapii nilowej (Aly
SM & Mohammed MF, 2009; Aly SM et al. 2008), karpia (RenYongLin, 2008) oraz gupika
(Guz L etal. 2011). W powyzszych cytowanych pracach naukowych wykazano, iz substancje
aktywne tej rosliny, takie jak flawonoidy, posiadaja whasciwosci immunostymulujace oraz
wspomagaja wzrost odpornosci na infekcje bakteryjne.

Do wzbogacania wody lub pokarmu w witaminy stuza w akwarystyce specjalne suplementy
multiwitaminowe. Preparaty te maja posta¢ ptynow, ktore wlewa sie bezposrednio do
akwarium 1/lub skrapiania nimi pokarm tuz przed podaniem go rybom. Na rynku znajdziemy

obecnie kilka suplementow witaminowych dla ryb oferowanych przez najwigkszych



PK/2959/RW 4

producentéw preparatow akwarystycznych. Maja one charakter uniwersalny, czyli mogg by¢
stosowane w przypadku ogromnej wiekszosci ryb ozdobnych. W ich sktad wchodza
zazwyczaj wszystkie potrzebne witaminy w proporcjach dobranych przez danego producenta
(pod tym wzgledem nieznacznie roznig sie¢ od siebie) np. DENNERLE V-Maxx preparat
witaminowy dla ryb w kroplach. Nie sa one jednak opracowane i podawane w celu
wzmocnienia odpornosci.

Celem wynalazku jest dostarczenie opartego o naturalne ekstrakty 1 witaminy
produktu  wykazujacego  wysoka  skuteczno$¢  dziatania = immunostymulujgcego,
przeznaczonego dla wszystkich gatunkow ryb, nadajacego si¢ do stosowania w
wielogatunkowych obsadach w gospodarce rybackiej i akwarystyce. Szczegdlnie pozadane
jest dostarczenie preparatu podawanego do wody i1 nadajacego sie¢ do stosowania droga
immersji oraz posiadajacego standaryzowany sktad.

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna do stosowania w leczeniu
lub profilaktyce ryb, zwlaszcza jako preparat immunostymulujacy, sktadajaca sie z trzech
czesci A, B 1 C, korzystnie w proporcjach wagowych A:B:C jak 1000:2:2, przy czym czes¢ A
stanowi standaryzowany ekstrakt z jezowki purpurowej w rozpuszczalniku wybranym z
grupy obejmujacej: wode lub roztwor wodny glikolu propylenowego lub gliceryny,
zwlaszcza o stezeniu 70%, przy czym stosunek surowca do ekstraktu (DER) wynosi 1:10,
czes¢ B stanowi tiamina, zwlaszcza w postaci chlorowodorku tiaminy lub monoazotanu
tiaminy, natomiast czgs¢ C stanowi kwas askorbinowy lub jego sol, zwlaszcza w postaci
kwasu askorbinowego o czystosci 90-99% lub fosforan kwasu askorbinowego.

Korzystnie, kompozycja wedtug wynalazku jest przeznaczona do podawania droga
immersji.

Korzystnie, kompozycja wedlug wynalazku jest przeznaczona do podawania w
uktadzie semistatycznym, z cotygodniowa podmiang 50% wody na $wieza przed aplikacja
preparatu.

Korzystnie, kompozycja wedtug wynalazku jest przeznaczona do podawania droga
immersji w 2-6 powtorzeniach, co siedem dni.

Korzystnie, kompozycja wedtug wynalazku jest przeznaczona do podawania droga

immersji w rozcienczeniu 1:1000.



PK/2959/RW 5

Preparat wedlug wynalazku, przy opracowanym stezeniu wykazuje dziatanie
immunostymulujace, ktore jest obserwowane przy podawaniu drogg immersji, co jest
catkowicie nowym sposobem podawania tego typu preparatu.

Kompozycja wedlug wynalazku sktada si¢ z wyciagu z jezdéwki purpurowej
(Echinacea purpurea), tiaminy (witaminy B;) oraz kwasu askorbinowego (witaminy C).
Produkt jest nietoksyczny w stezeniu powyzej 10g/dm’ dla zwierzat wodnych i w krotkim
czasie w pelni biodegradowalny. Ze wzgledu na sktad preparat moze by¢ stosowany u ryb
przeznaczonych do konsumpcji bez okresu karencji oraz ryb ozdobnych. Co istotne, w
przeciwienstwie do szeregu chemioterapeutykéw, produkt spetnia wymogi bezpieczenstwa
dla cztowieka 1 zwierzat. W badanych ilosciach kompozycja nie wykazuje wiasciwosci
kancerogennych czy mutagennych i moze by¢ stosowany w wielogatunkowych obsadach ryb.

Opracowany preparat jest tatwy technologicznie do wykonania i prosty w uzyciu.
Substancje, ktore wchodza w jego sktad, sa tatwo dostepne w handlu i zachowuja minimalna
wymagang dla preparatéw 12-18 miesieczng trwatos¢. Kompozycja jest nietrwata w wodzie i
ulega szybkiej biodegradacji, co jest jego znaczng zaleta. Produkt nie powoduje
bezposrednich zmian w chemizmie wody. Po jego zastosowaniu nie zaobserwowano
dtugotrwatych (ponizej 7 dni) zmian w stezeniu zwigzkow fenolowych, ktore sa jednym z
gléwnych substancji aktywnych ekstraktu z jezéwki, oraz aktywnosci antyoksydacyjne;.

Kompozycja wedlug wynalazku moze znalez¢ szerokie zastosowanie zarowno w
rybactwie jak 1 w akwarystyce. Jej podawanie powoduje poprawe jakosci chowu 1 hodowli
poprzez dzialanie na poprawe parametréw odpornosciowych ryb. Preparat w wiekszosci
przypadkéw moze pomoc w ograniczeniu strat w trakcie transportu 1 kwarantanny zwierzat,
dzieki czemu moze przyczynic si¢ do zwigkszenia rentownosci chowu ryb, a w szczegdlnie
narybku. Preparat moze by¢ stosowany u ryb przeznaczonych do konsumpcji bez okresu
karencji oraz ryb ozdobnych. W rybactwie zastosowanie medykamentéw moze skutkowac,
okresowym wylaczeniem ze sprzedazy leczonej partii ryb. Zastosowanie wynalazku daje
mozliwo$¢ szybszego powrotu do zdrowia ryb, przez co moze wplyna¢ na skrocenie ich
okresu rekonwalescencji.

Opracowany preparat jest przeznaczony takze do kwarantanny zwierzat. Co istotne, w
przeciwienstwie do szeregu chemioterapeutykdéw, produkt spelnia stawiana tego typu
preparatom wymogi bezpieczenstwa dla cztowieka 1 zwierzat. Preparat w rekomendowanych
do zastosowania ilosciach nie jest toksyczny i moze by¢ stosowany w wielogatunkowych
obsadach ryb. Przy stosowaniu preparatu nie sa konieczne szczeg6lne srodki ostroznosci.

Preparat nie niszczy sprzetu rybackiego 1 nie pozostawia trudno zmywalnych lub trwalych
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przebarwien na zbiornikach hodowlanych, co jest czestym zjawiskiem w przypadku
chemioterapeutykdéw opartych na barwnikach takich jak: zielen malachitowa 1 blekit
metylenowy. Niepozostawienie niezmywalnych osadow na akwariach ma duze znaczenie w
przypadku akwarystyki, w ktorej zwraca si¢ szczeg6lng uwage na estetyke.

Opracowany preparat jest tatwy technologicznie w wykonaniu i prosty w uzyciu.
zachowuje minimalng wymagang dla preparatow 12-18 miesigczng trwatos¢. W przypadku
wprowadzenia produktu na rynek zoologiczny i1 akwakultury konieczne jest zachowanie
dtugiej trwatosci, gdyz zanim trafi on do hodowcy minie kilka lub kilkanascie miesigecy, w
czasie ktorych preparat przejdzie przez hurtownie 1 sklepy. Produkt nie wymaga
szczegOlnego sposobu przechowywania, co jest konieczne w przypadku niektérych srodkow
leczniczych 1 probiotykéw. Jak wyzej wspomniano, preparat jest nietrwaty w wodzie 1 ulega
biodegradacji, co jest jego znaczng zaleta dla produktu z przeznaczeniem do akwakultury.
Nie powoduje zmian parametréw chemicznych wody.

Powstaly produkt moze znalez¢ szerokie zastosowanie zaréwno w rybactwie jak 1 w
akwarystyce. Na rynku zoologicznym poglebia si¢ nisza zwigzana z dostgpnoscia preparatéw
stuzacych pielegnacji i rekonwalescencji ryb o wykazanej skutecznosci dziatania. Jak szacuje
si¢ okoto 90% ryb ozdobnych dostepnych w sklepach zoologicznych pochodzi z importu z
Azji. Zwierzeta te po przebytej dtugotrwate) podrézy sa najczesciej bardzo zestresowane 1 w
ztej kondycji fizycznej. Skutkiem tego sa straty pojawiajace sie¢ w okresie aklimatyzacji i
kwarantanny. W czasie kwarantanny pojawiaja si¢ takze problemy zdrowotne zwigzane z
infekcjami o podlozu bakteryjnym i1 grzybicznym. Aby temu skutecznie zapobiega¢ niezbedne
jest uprzednie wzmocnienie odpornosci ryb. Kompozycja wedlug wynalazku utatwia rybom
odbudowywanie utraconej] w wyniku stresu czy zmiany warunkéw odpornosci 1 tagodzié¢
skutki infekcji bakteryjno-grzybiczych.

Po przeprowadzonym zabiegu sortowania i transportu, na skutek ktoérych nastepuje u
ryb spadek odpornosci, zaleca si¢ stosowanie immunostymulatoréw. Problemem, z ktérym
czesto stykaja sie hodowcy ryb, jest czasowe zaprzestanie pobierania pokarmu przez
zwierzeta poddane ekspozycji na mocny stres. Dlatego po transporcie lub sortowaniu czgsto
nie sprawdza si¢ podawanie z pasza lewamizolu, beta-glukanow lub wyciagdéw roslinnych.
Obnizenie odpornosci u ryb stwierdza sie takze po okresie zimowym, gdy ryby nie zerujg, a
dziataja na nie niesprzyjajace czynniki Srodowiskowe (np. niska temperatura wody).
Skuteczna w tym wypadku metoda ochrony ryb jest zastosowanie jesienia podczas transportu
preparatu podawanego drogg immersji, ktorego substancje aktywne beda wchianianie przez

skrzela 1 skore.
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Podawanie ekstraktu z witaminami drogg immersji (do wody) jest nowym
rozwigzaniem na  skale akwakultury. Ten  sposob  zastosowania  preparatu
immunostymulujacego znajdzie zastosowanie w chowie ryb basenowym w obiegach
zamknietych, wylegarnictwie i cate] akwarystyce.

Przyktad 1. Przygotowanie kompozycji wedlug wynalazku
W przykladowej realizacji kompozycja immunostymulujagca ma posta¢ jednego trwatego
plynu, stanowiacego roztwor uzytkowy. Kompozycja sktada si¢ z trzech czesci A, B i C,
gdzie cze$¢ A to standaryzowany ekstrakt z jezo6wki purpurowe] zamiennie na bazie wodnej
(rozpuszczalnik: woda do ekstrakcji) lub glikolowej (rozpuszczalnik: glikol propylenowy i
woda do ekstrakcji w proporcjach 70% do 30%), lub glicerynowej (rozpuszczalnik: gliceryna
1 woda do ekstrakcji w proporcjach 70% do 30%), czes¢ B witamina B, (tiamina w postaci
chlorowodorku tiaminy lub monoazotanu tiaminy o wysokich czystosciach), czes¢ C
witamina C (kwas askorbinowy 90-99% lub fosforan kwasu askorbinowego z
przeznaczeniem paszowym lub spozywczym). W czesci A stosunek surowca do ekstraktu
(DER) wynosi 1:10.
Kompozycja jest przygotowywana w proporcjach A:B:C jak 1000:2:2. Czesci B 1 C
rozpuszcza sie w czesci A w temperaturze pokojowej. Jesli stosowany jest wodny ekstrakt z
jezowki, kompozycja wymaga zakonserwowania sorbinianem potasu wedlug ogolnie
przyjetych zasad konserwacji produktow spozywczych lub paszowych.
Przyktad 2. Stosowanie kompozycji wedtug wynalazku
Ryby umieszcza si¢ w zbiorniku hodowlanym lub kwarantannowym o ustabilizowanych
wlasciwosciach fizycznych 1 parametrach chemicznych wody oraz dziatajacym, stabilnym
systemie filtracji i/lub napowietrzania. Ekspozycja ryb na preparat powinna odbywa¢ sie¢ w
uktadzie semistatycznym tj. z cotygodniowa podmiang 50% wody na swieza przed aplikacja
preparatu. W celu uzyskania efektu immunostymulacyjnego zabieg wykonuje si¢ w 2-6
powtorzeniach, co siedem dni. Z przygotowanego preparatu odmierza si¢ 1 ml na kazdy litr
wody w zbiorniku. Po odmierzeniu preparat rozpuszcza si¢ wstepnie (dokonuje
rozcienczenia) w proporcji 1:5-10 z woda ze zbiornika. Nastepnie przygotowany roztwor
wlewa sie do wody z rybami, na dobe od podania preparatu wylacza si¢ (jesli jest
zamontowany) system filtracji i pozostawia napowietrzanie.
Przyktad 3. Efekty stosowania wynalazku na ryby i srodowisko wodne

Celem badan bylo wykazanie wystepowania pomiedzy grupami doswiadczalnymi
istotnych, rozlozonych w czasie réznic w stezeniu w wodzie zwiazkéw fenolowych oraz

aktywnosci antyoksydacyjnej.
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Czterdziestopigciodniowe badania przeprowadzono w okresie od czerwca do polowy
lipca 2014. W tym czasie, co 7 dni do wody podawano ekstrakt z jezowki i witaminy.
Kazdorazowo przed aplikacja wyciagu 1 witamin podmieniano w zbiornikach 50% wody.
Najczesciej przed podaniem ekstraktu i po jego podaniu analizowano sktad chemiczny wody
pod katem obecnosci zwiazkow fenolowych 1 wihasciwosci antyoksydacyjnych. W celu
sprawdzenia dziatania ekstraktow 1 witamin na ryby wykonywano testy szoku osmotycznego.
Testy te wykonano trzykrotnie w dwutygodniowych odstepach czasowych.

Badania przeprowadzono na 8 grupach danio pregowanego. Kazda z grup byla trzech
powtorzeniach doswiadczalnych 1 liczyta po 20 osobnikéw. Pierwsza grupa (kontrolnej) nie
otrzymywata ekstraktu i witamin, drugiej grupie (B+C) podawano tylko witaminy B; 2
mg/dm’ i C 2 mg/ dm’. Kolejne cztery grupy doswiadczalne otrzymywaly ekstrakt z jezowki
w ilosci 10 mg/l, 100 mg/l, 1000 mg/l, 10000 mg/ dm’. W pozostatych dwoch grupach
podawano ekstrakt z jezowki w ilosci 1000 mg/ dm’ i 10000 mg/ dm’ w oraz witaminy B, 2
mg/dm’ i C 2 mg/ dm’. Doswiadczenie wykonano w 3 powtorzeniach.

Granica oznaczalnosci zwiazkéw fenolowych dla uzytej metody wynosita 0,005 [mg-dm™],
granica wykrywalnosci badanych zwiazkow ksztaltowata sie na poziomie 0,002 [mg-dm™].
Badang aktywnos¢ antyoksydacyjng wyrazano w skali procentowej (%).

W ramach przeprowadzonego doswiadczenia probki wody do analizy pobierano w 1, 5, 14,
20, 351 42 dniu doswiadczenia. W dniach 14, 35 1 42 prébki wody do analiz pobierano przed
i po podaniu ekstraktu, a w pozostalych terminach tylko raz przed podaniem ekstraktu.
Zawarto$é¢ zwiazkow fenolowych w wodzie [mg-dm™] przedstawiono na fig. 1 natomiast na
fig. 2 przedstawiono wartos$¢ aktywnosci antyoksydacyjnej wody.

Zwiazki fenolowe oraz aktywno$¢ antyoksydacyjna sa wskaznikami, ktérymi mozna sie
postugiwa¢ w  badaniach immunologicznych 1 immunogenetycznych. Zwiazki
antyoksydacyjne 1 zwiazki fenolowe (polifenole) likwiduja tlenowe wolne rodniki 1 sa
odpowiedzialne za rozne procesy zachodzace w organizmie. Monitoring powyzszych
parametrow pozwala na sledzenie zmian chemizmu wody oraz tempa rozktadu polifenoli.
Szybkie tempo rozktadu tych zwigzkow w wodzie, przy zachowaniu skutecznosci dziatania
na ryby moze mie¢ istotne znaczenie z punktu widzenia ekologii 1 ochrony $rodowiska.
Preparaty na bazie wyciagéw roslinnych sa w chwili obecnej jednymi na najbardziej
pozadanych produktéw na rynku. Wyniki badan wiasnych wskazuja, iz dodanie do wody
wyciagu z jezowki w ilosci do 1000 mg wyciagu -dm~ wody, oraz jezoéwki w ilosci do 1000
mg wyciggu -dm”~ wody z witaminami B; i C lub samych witamin B; i C w nie powoduje

daje istotnych statystycznie zmian stezenia zwigzkow fenolowych 1 aktywnosci
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antyoksydacyjne] w wodzie. Zmiany stezenia badanych zwigzkow stwierdzono w obiektach
z dodatkiem 10000 mg/dm’ oraz 10000 mg/dm’ z dodatkiem witamin B, i C., niemniej
jednak po kilku dniach ich ilosci zmniejszaty sie. Dodatek jezowki w grupach 10000 mg/dm’
oraz 10000 mg/dm’ z dodatkiem witamin B, i C powodowal istotny wzrost stezenia
zwiazkéw fenolowych 1 aktywnosci antyoksydacyjnej. Zmiany te obserwowano miedzy
prébami pobranymi tego samego dnia przed podaniem preparatu oraz po podaniu preparatu, a
takze miedzy probkami po podaniu preparatu oraz w siodmym dniu po podaniu preparatu. W
ostatnim widoczne zaznaczat si¢ spadek stezenia zwigzkow fenolowych oraz aktywnosci
antyoksydacyjnej. Uzyskane wyniki wskazuja, iz kompozycja wedlug wynalazku jest
nietrwata w wodzie 1 ulega szybkiej biodegradacji, co jest jego znaczng zaleta. Druga istotng
obserwacja jest brak zauwazalnych, istotnych zmian stezenia zwigzkow fenolowych oraz
aktywnosci antyoksydacyjnej w grupach 1000 mg/dm’ oraz 1000 mg/dm’ z dodatkiem
witamin B; 1 C. Pomimo, ze zauwazono efekt w postaci wzrostu odpornosci ryb podawanych
dziataniu jezowki 1 witamin to nie obserwowano zmian w chemizmie wody. Powyzsze
wyniki mogg rekomendowac stosowanie wyciaggdéw z jezowki 1 witam w ekologicznych
preparatach immunostymulujacych dla ryb nawet w bardzo wysokich stezeniach do 10000
mg/dm’. Niemniej jednak dalsze prace badawcze w uwagi na uwarunkowania ekonomiczne i
wykazywana skuteczno$é¢ dziatania juz przy 1000 mg/dm’ powinny byé prowadzone ze
szczegolnym uwzglednieniem stezen z przedziatu 1000- 10000 mg/dm’.

Przyktad 4. Dzialanie immunostymulujace kompozycji wedtug wynalazku.

Ryby w §$rodowisku naturalnym sa w sposob staly narazone na dzialanie niekorzystnych
czynnikow srodowiskowych, do ktorych zalicza sie migdzy innymi wykraczajace poza zakres
optymalny dla danego gatunku warunki termiczne wody, natlenienie, zasolenie i odczyn. W
przyrodzie zmiany parametréw wody poddane s3 naturalnym dobowym i1 sezonowym
zmianom. Wahania te majg zazwyczaj charakter stopniowy. Z inng sytuacja mamy do
czynienia, gdy na skutek dziatania hodowcy nastepuja nagte, powodujace szok zmiany sktadu
chemicznego wody oraz je] temperatury. Zdarzenia te wystepuja najczesciej w czasie
transportu, kwarantanny, lub sg wynikiem prowadzonej terapii. W ostatnim czasie, wobec
ograniczonej liczby dostepnych na rynku srodkéw leczniczych akwarysci 1 rybacy coraz
czescie) siegaja po sol kuchennag, jako substancje wykazujaca szerokie dziatanie biobojcze w
tym antypasozytnicze. Wrazliwos¢ ryb na dziatanie rozpuszczonego w wodzie chlorku sodu
jest cecha swoista dla kazdego gatunku. Powszechnie omawianym przypadkiem jest danio
pregowany — popularna ryba laboratoryjna 1 akwariowa wykazujaca wysoka wrazliwos¢ na

substancje chemiczne a szczegolnie sol kuchenng stanowiaca jednoczesnie bardzo skuteczny
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srodek leczniczy. Majac powyzsze na uwadze do okre$lenia efektywnosci dziatania preparatu
immunostymulujacego, podnoszacego odporno$¢ na niekorzystne czynniki Srodowiskowe
wykonywano testy na wysalanie z wykorzystaniem chlorku sodu. W ramach
przeprowadzonych badan wykonano trzy testy szoku osmotycznego z zastosowaniem NaCl,
jako czynnika stresogennego, dajacego rozciagniety w czasie efekt letalny. Do doswiadczen
uzyto narybku w wieku okoto 90 dni o $redniej masie 0,2 g.

Pierwszym celem badan bylo wykazanie wystepowania pomigdzy grupami doswiadczalnymi
istotnych, roztozonych w czasie rdéznic w przezywalnosci ryb poddanych dziataniu czynnika
letalnego. Drugim celem bylo okreslenie tempa wzrostu odpornosci ryb w czasie.
Czterdziestopigciodniowe badania przeprowadzono w okresie od czerwca do potowy lipca
2014. W tym czasie, co siedem dni do wody podawano ekstrakt z jezéwki 1 witaminy B; 1 C.
Kazdorazowo przed aplikacja wyciagu 1 witamin podmieniano w zbiornikach 50% wody.
Przed podaniem ekstraktu i po jego podaniu analizowano sktad chemiczny wody pod katem
wlasciwosci antyoksydacyjnych i obecnosci zwigzkow fenolowych. W celu sprawdzenia
dziatania ekstraktow 1 witamin na ryby wykonywano testy szoku osmotycznego. Testy te
przeprowadzono trzykrotnie w odstepach dwutygodniowych.

Kazda z grup doswiadczalnych liczyta po 10 osobnikéw. Badania przeprowadzono na o$miu
grupach danio pregowanego. Pierwsza grupa (kontrolna) nie otrzymywata ekstraktu i
witamin, drugiej grupie (B+C) podawano tylko witaminy B; w stezeniu 2 mg/l i C w stezeniu
2 mg/l. Kolejne cztery grupy doswiadczalne otrzymywaly ekstrakt z jezowki w ilosci 10, 100,
1000 1 10000 mg/l. W pozostalych dwoch grupach podawano ekstrakt z jezowki w ilosci
1000 1 10000 mg/l w oraz witaminy B; w stezeniu 2 mg/l 1 C w stezeniu 2 mg/l, Wyniki
testow dla poszczonych grup przedstawiono w wartosciach procentowych.

Na figurach 3 - 15 przedstawiono wyniki trzech testow szoku osmotycznego na danio
pregowanym. W kazdym z testow wybrano trzy punkty czasowe, ktore najlepiej obrazuja
wplyw jezowki 1 witamin na odpornos¢ ryb na czynnik srodowiskowy. Statystycznie istotne
roznigce w procentowej przezywalnosci ryb w pomiedzy grupami zaznaczono w tabelach
kolorem zottym i1 czerwonym.

W pierwszym tescie (fig. 3) wykonanym na czteromiesiecznym narybku istotne roznice
wystapity w 24, 27 1 30 minutach. Po 24 minucie przezywalnos¢ catej grupy obserwowano
tylko dla 1000 mg/l, 10000 mg/1, 1000 mg/l B+C i 10000 mg/l B+C, podczas gdy w grupach
kontrolnej 1 10 mg/l $miertelno$¢ wynosita 30%, a w grupie, gdzie podano tylko witaminy

stwierdzono snigcie catej obsady (fig. 4). W 27 minucie (fig. 5) 1 30 minucie (fig. 6) istotne
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roéznice wystapily pomiedzy grupami: kontrolng, 10 mg/l 1 B+C, a grupami 1000 mg/l, 1000
mg/l B+C 1 10000 mg/l B+C.
W drugim tescie (fig. 7) statystycznie istotne roznice obserwowano w 54 minucie (fig. 8)
pomiedzy grupami 10 mg/l, 100 mg/l 1 B+C, a grupami 1000 mg/l B+C i 10000 mg/l B+C,
57 minucie (fig. 9) pomiedzy grupami kontrolng, 10 mg/l, 100 mg/l 1 B+C, a grupami 1000
mg/l B+C oraz 60 minucie (fig. 10) pomigdzy grupami kontrolng, 10 mg/l, 100 mg/l i B+C a
grupami 10000 mg/l B+C.

W trzecim tescie (Fig. 11) statystycznie istotne réznice obserwowano w 48 minucie
(fig. 12) pomiedzy grupami kontrolng, 10000 mg/l B+C, a grupami 1000 mg/l, 1000 mg/1
B+C 1 10000 mg/l B+C, natomiast w 51 minucie (fig. 13) oraz 54 minucie (fig. 14) pomiedzy
grupami kontrolna, 10 mg/l, 100 mg/l, 10000 mg/l B+C i1 B+C, a grupami 1000 mg/l, 1000
mg/l B+C 1 10000 mg/l B+C.
Wykonane badania prowadza do nastepujacych wnioskow:
L W grupach, gdzie zastosowano dodatek ekstraktu na poziomie 10000 mg/1 uzyskano o
okoto 30% wyzsza $miertelnos¢ ryb w trakcie trwania catego 45 dniowego badania.
IL. W kazdym z trzech testéw byly trzy punkty czasowe (9 minut), w ktorych
obserwowano wysoce istotne roznice w przezywalnosci ryb pomiedzy wieloma grupami.
III. W testach na wysalanie stwierdzono wyzsza przezywalnos¢ ryb w grupach, gdzie
stosowano dodatek ekstraktu z jezéwki na poziomie 1000 1 10000 mg/1.
Iv. Tylko w grupach 1000 mg/l 1 10000 mg/l, gdzie podawano witaminy jednocze$nie z
ekstraktami dodatek witamin wykazywat dodatni wptyw na przezywalnos¢ ryb - sam dodatek
witamin nie dawat takiego efektu.
V. Przy zastosowaniu dodatku jezéwki w stezeniu 10000 mg/l (grupa 10000 mg/l B+C)
ryby uzyskiwaty wyzsza odpornos¢ juz po dwoch aplikacjach ekstraktu — test nr 1.
VL Po czterokrotnym i szesciokrotnym podaniu ekstraktu lepsze wyki uzyskano w
stezeniu 1000 mg/l (grupa 1000mg/l B+C).
VII. Do dalszych prac nad preparatem powinny by¢ wybrane stezenia jezéwki z przedziatu

1000 — 10000 mg/1.



