Zastosowanie ekstraktéw ro$linnych z kory i drewna wierzby wiciowej (Salix
viminalis) pozyskanych metodg ekstrakcji nadkrytycznej do wytwarzania

preparatu w leczeniu parazytoz ludzi i zwierzat.

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie ekstraktow roslinnych z kory i drewna
wierzby wiciowe] (Salix viminalis) pozyskanych metoda ekstrakcji nadkrytycznej
(scCO,+H;0) do wytwarzania preparatu w leczeniu parazytoz ludzi 1 zwierzat.

Choroby pasozytnicze stanowia powazny problem medyczny 1 weterynaryjny na
calym $wiecie. Inwazje pasozytnicze zwierzat sg przyczyna roznego rodzaju strat
gospodarczych i ekonomicznych oraz powoduja znaczne zagrozenie bezpieczenstwa
zywnosciowego. Wspotczesne leczenie parazytoz u ludzi 1 zwierzat polega gtownie na
stosowaniu niewielkiej liczby syntetycznych lekow przeciwpasozytniczych

Ograniczona ilo$¢ dostgpnych chemioterapeutykéw jest przyczyna rosngce]
lekoopornosci pasozytow. Kolejnym powaznym problemem zwigzanym z lekami
syntetycznymi jest ich duza toksyczno$¢. Alternatywa dla tych lekéw moga stac sie
preparaty pochodzenia roslinnego. Przeciwpasozytnicze dziatanie ekstraktow
ros§linnych przypisywane jest wtornym metabolitom roslinnym takim jak m.in.
alkaloidy, terpenoidy oraz polifenole (taniny). Ekstrakty roslinne moga stac sie
skutecznymi, mniej toksycznymi lekami przeciwpasozytniczymi [3,4,11,12,13].

Zglaszajacy prowadzili badania majace na celu ocen¢ aktywnosci
przeciwpasozytnicze] ekstraktow roslinnych z kory 1 drewna wierzby wiciowej (Salix
viminalis) pozyskanych metodg ekstrakcji nadkrytycznej (scCO,+H,0).
Wierzba (Salix L.) nalezy do rodziny wierzbowatych (Salicaceae). Wyciagi pozyskane

z réznych gatunkéw wierzby wykazuja dziatanie przeciwbdlowe, przeciwzapalne oraz



przeciwgoraczkowe. Surowcem wykorzystywanym w lecznictwie jest najczesciej
kora, gatazki oraz liscie. Wierzba wiciowa (Salix viminalis) naturalnie wystepuje w
Europie 1 wykorzystywana jest gtownie w przemysle [1,6,7,8,10].

W literaturze opisano aktywnos¢ przeciwpasozytnicza ekstraktoéw roslinnych
pozyskanych z wierzby biatej (Salix alba) oraz wierzby babilonskiej (Salix
babylonica) [2,5,9]. Brak jest natomiast doniesien literaturowych, ktére wskazywatyby
na potencjalng aktywnos¢ przeciwpasozytnicza badanych nadkrytycznych ekstraktow
z wierzby wiciowe] (Salix viminalis). Analiza literatury wykazata, ze whasciwosci
przeciwpasozytnicze ekstraktéw roslinnych z kory 1 drewna wierzby wiciowej (Salix
viminalis) pozyskanych metodg ekstrakcji nadkrytycznej (scCO,+H,0) nie byly do tej
pory badane. Zglaszajacy po raz pierwszy wykazali znaczaca aktywnosc
nicieniobdjcza  badanych  nadkrytycznych  ekstraktow  roslinnych ~ wobec
saprofitycznych, wolnozyjacych nicieni z rodzaju Rhabditis sp. nalezacych do rodziny

Rhabditiae.

Wzrastajaca lekoopornos¢ pasozytow na dostepne komercyjnie leki powoduje

koniecznos¢ poszukiwania nowych, skutecznych preparatéw przeciwpasozytniczych.
Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie nadkrytycznych ekstraktow

ro$linnych (scCO,;+H,0) z kory i drewna wierzby wiciowe] (Salix viminalis) do

wytwarzania preparatu w leczeniu parazytoz ludzi i zwierzat.

Zastosowanie wedtug wynalazku polega na tym, ze ekstrakty roslinne z kory i
drewna wierzby wiciowej (Salix viminalis) pozyskane metoda ekstrakeji
nadkrytyczne) (scCO,+H,O) stosuje si¢ do wytwarzania preparatu w postaci

tabletek, granulek, kapsutek, drazetek, lingwetek.

Nadkrytyczne ekstrakty roslinne (scCO,+H;0) z kory 1 drewna wierzby wiciowe]
(Salix viminalis) wykazaly silng aktywno$¢ przeciwpasozytnicza wobec nicieni z
rodzaju Rhabditis sp., co istotne wielokrotnie wyzsza od aktywnosci dostepnego leku
komercyjnego - albendazol. Badane ekstrakty moga znalez¢ zastosowanie do

wytwarzania nowych preparatow w terapii parazytoz ludzi 1 zwierzat.

Przyktady wykonania wynalazku

W procesie ekstrakcji nadkrytycznej pozyskano ekstrakty roslinne z kory 1 drewna
wierzby wiciowe] (Salix viminalis). Przed ekstrakcja surowce zwilzano woda (do
okoto 40% wagowo) 1 pozostawiano na minimum 5 godzin w zamknigtym naczyniu w

celu wyréwnania wilgotnosci w calej probce. Proces ekstrakcji nadkrytycznej



przeprowadzano z zastosowaniem dwutlenku wegla wykorzystujac ciSnieniowa
instalacj¢ badawcza firmy SITEC. Otrzymane polarne ekstrakty rozpuszczone w
wodzie odbierano w separatorze, odwirowywano 1 liofilizowano. Warunki
przeprowadzane] ekstrakcji: temperatura rowna 40°C, cisnienie: 330 bar, zuzycie
dwutlenku wegla: 100 kg/kg materiatu, wilgotnos¢: zalezna od prébki - od 8% do 10%
wag.

Do oceny wptywu ekstraktéw roslinnych otrzymanych w/w metoda z kory 1 drewna
wierzby wiciowe] (Salix viminalis) na rozw0] 1 zywotnos¢ pasozytow wykorzystano
wolnozyjace nicienie z rodzaju Rhabditis sp.. Hodowle 1 ocene zywotnosci nicieni z
rodzaju Rhabditis sp. przeprowadzono zgodnie z patentem nr 232918. Cate ujawnienie
tego wynalazku winno by¢ potraktowane jako odsylacz literaturowy dla niniejszego
zgloszenia 1 jest wiaczone do opisu przez odniesienie. W 6-dotkowych ptytkach
przeznaczonych do hodowli in vifro na agarowe] pozywce stalej przez 5 dni w
temperaturze pokojowej, w celu uzyskania wszystkich form rozwojowych. Nastepnie
nicienie wymywano z agarowego podloza statego przy pomocy 0,6% NaCl i
nanoszono na nowe sterylne ptytki 24-dotkowe w celu prowadzenia hodowli na
podlozu ptynnym. Do hodowli na podlozu ptynnym dodawano badane ekstrakty
ro§linne w postaci homogenne] zawiesiny uzyskane] z uzyciem homogenizatora
ultradzwiekowego (producent: Hielscher Ultrasound Technology) oraz dostepny

komercyjnie lek - albendazol (kontrola dodatnia).

Przyklad:

Do przygotowanej hodowli na podtozu plynnym prowadzone; w sterylnych 24-
dotkowych plytkach dodawano badane ekstrakty nadkrytyczne (scCO,+H,0)
pozyskane z kory 1 drewna wierzby wiciowej (Salix viminalis). Ekstrakty
przygotowywano z roznych surowcow w nastepujace] konfiguracji: kora, drewno oraz
korat+drewno. Kazdy ekstrakt badano w nastepujacych stezeniach: 0,11 mg/ml; 0,22
mg/ml; 1,11 mg/ml; 3,33 mg/ml oraz 5,56 mg/ml. Podczas eksperymentu prowadzono
takze kontrole negatywna z 0,6% NaCl i z 60% glicerolem oraz kontrol¢ pozytywna -
albendazol. Nicienie poddane dzialaniu badanym ekstraktom obserwowano w
mikroskopie optycznym 1 stereoskopowym pod katem zaburzen ich rozwoju
(zywotnos¢, ruchliwos¢, uszkodzenia, deformacje). W celu okreslenia ilosci
osobnikow zywych 1 martwych hodowle plynng barwiono blekitem metylenowym i

liczono w specjalnych komorach Biirkera.



W tabeli 1 przedstawiono poréwnanie aktywnosci nicieniobodjcze] badanych

ekstraktow roslinnych z wierzby wiciowe] (Salix viminalis) pozyskanych metoda

ekstrakcji nadkrytycznej i dostepnego leku komercyjnego.

Tabela 1

Poréwnanie aktywnosci nicieniobdjczej badanych
ekstraktow nadkrytycznych i dostepnego leku
komercyjnego

Aktywnos¢ nicieniobdjcza
(mg/mL) po 24 godzinnej
ekspozycji - LCso

Ekstrakty nadkrytyczne Surowiec
kora 0,36
drewno 0,92
kora+drewno 1,46
Lek komercyjny (kontrola | Albendazol 19,24
pozytywna)

Na Fot. 1 Przyktadowy obraz hodowli in vifro nicieni z rodzaju Rhabditis sp.

prowadzone] przez 24 godzin na podtozu plynnym po ekspozycji na badany ekstrakt

ro§linny z wierzby wiciowe] (Salix viminalis) pozyskany metoda ekstrakcji

nadkrytycznej.
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