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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania frakcji ekstraktu z korzenia Dziewieésitu bez-
todygowego Carlina acaulis L. o aktywno$ci bakteriobdjczej wobec laseczki woskowej (Bacillus cereus)
i pateczki Salmonella oraz zastosowanie tej frakcji do leczenia zakazenh laseczkg woskowa (Bacillus
cereus) i pateczkg Salmonella.

Infekcje bakteriami laseczki woskowej (Bacillus cereus) oraz pateczki Salmonella sa czestg przy-
czyna zakazen zotadkowo-jelitowych i ogdlnoustrojowych (Sanchez-Vargas F., Abu-El-Haija M. i in.
2011. Salmonella infections: An update on epidemiology, management, and prevention. Travel Med.
Infecti. Di. 9(6), 263—277, Kotiranta A., Lounatmaa K. i in. 2000. Epidemiology and pathogenesis of Ba-
cillus cereus infections. Microbes and Infect. 2, 189-198). W ich leczeniu stosuje sie antybiotyki m.in.
wankomycyne (lkeda M., Yagihara Y. i in. 2015. Clinical characteristics and antimicrobial susceptibility
of Bacillus cereus blood stream infections. Ann. Clin. Microbiol. Antimicrob. 14, 43). oraz chemiotera-
peutyki takie jak ciprofloksacyne (Liberti A., Loiacono L. 2000. Ciprofloxacin versus chloramphenicol in
the treatment of Salmonella infection. Int. J. Antimicrob. Agents. 16(3), 347-348). Jednakze takie lecze-
nie nie zawsze jest pozadane, gdyz w przypadku salmonellozy zotadkowo-jelitowej zastosowanie anty-
biotykoterapii bywa przyczyna wystepowania nosicielstwa pateczek Salmonella (Sanchez-Vargas F.,
Abu-El-Haija M. i in. 2011. Salmonella infections: An update on epidemiology, management, and pre-
vention. Travel Med. Infecti. Di. 9(6), 263-277), a czeste stosowanie antybiotykéw prowadzi do rozwoju
antybiotykoodpornos$ci (Lee Ventola C. 2015. The antibiotic resistance crisis. Pharm. Therap. 40(4),
277-283; Fiedler G., Schneider C. iin. 2019. Antibiotics resistance and toxin profiles of Bacillus cereus-
group isolates from fresh vegetables from German retail markets. BMC Microbiology. 19, 250) oraz
negatywnie wptywa na mikrobiom jelitowy i odporno$é organizmu (Zhang S., Chen De-Ch. 2019. Facing
a new challenge: the adverse effects of antibiotics on gut microbiota and host immunity. Chin. Med. J.
132(10), 1135-1138). Niekorzystne skutki stosowania antybiotykdw zmuszajg do poszukiwania howych
substancji o dziataniu bakteriobdjczym, a jednym z obiecujacych zrédet tych substancji sa rosliny lecz-
nicze (Setzer M., Sharifi-Rad J. i in. 2016. The search for herbal antibiotics: An in-silico investigation of
antibacterial phytochemicals. Antibiotics. 5(3), 30).

Carlina acaulis L. (Dziewieésit beztodygowy) jest rodling wystepujaca w wielu krajach Europy,
w tym w Polsce. Jak wykazat Strzemski i wsp. (Strzemski M., Dzida K. i in. 2021. Nitrogen fertilisation
decreases the yield of bioactive compounds in Carlina acaulis L. grown in the field. Ind Crop Prod. 170,
113698) rosline te mozna z powodzeniem uprawia¢ w Polsce uzyskujac znaczne plony biomasy i cen-
nych metabolitéw o aktywnosci biologicznej. Korzen dziewieésitu byt powszechnie stosowany w etno-
medycynie do zwalczania pasozytéw ze wzgledu na obecnos$¢ poliacetylenu tlenku carlina. Zwiazek ten
wykazuje silne wtaséciwosci przeciwpasozytnicze i przeciwbakteryjne (Stojanovi¢-Radi¢ Z., Comié L.
i in., 2012. Commercial Carlinae radix herbal drug: botanical identity, chemical composition and antimi-
crobial properties. Pharm. Biol. 50, 933—-940; Pordevi¢ S., Petrovi¢ S. i in. 2007. Antimicrobial, anti-
infammatory, anti-ulcer and antioxidant activities of Carlina acanthifolia root essential oil. J. Ethnophar-
macol. 109, 458-463; Wajciak-Kosior M., Bogucka-Kocka A. i in. 2020. Zastosowanie olejku eterycznego
izolowanego z korzenia dziewiecsitu beztodygowego (Carlina acaulis L.) do zwalczania pasozytniczych
nicieni, PL 235 095 B1). Wykazano jednak, ze tlenek carlina cechuje sie wysoka toksycznoscia wzgledem
ludzkich komoérek (in vitro) oraz kregowcow (in vivo) (Wnorowski A., Wnorowska S. i in. 2020. Toxicity
of carlina oxide — A natural polyacetylene from the Carlina acaulis roots — in vitro and in vivo study.
Toxins. 12, 239). Najczes$ciej stosowane w etnomedycynie ekstrakty przygotowywane sa na bazie eta-
nolu lub wody. W przypadku zastosowania etanolu ekstrahowany jest m.in. tlenek carlina, w przypadku
zastosowania wody tlenek carlina wystepuje w znikomych ilosciach, ale nie sa rowniez ekstrahowane
inne zwiazki o niepolarnym charakterze lub o umiarkowanej polarnosci, ktére czesto wykazuja silng
aktywno$¢ biologiczna. Ekstrakty wodne i alkoholowe sa natomiast bogate we frakcje cukrowcow, ktéra
stanowi doskonatla pozywke dla mikroorganizmow, co w znacznym stopniu ogranicza ich zastosowanie
ze wzgledu na mata trwato$¢ i niedostateczna aktywnos$¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza.
Herrmann i wsp. (Herrmann F., Hamoud R. i in. 2011. Carlina oxide — a natural polyacetylene from
Carlina acaulis (Asteraceae) with potent antitrypanosomal and antimicrobial properties. Planta Med. 77,
1905-1911) wykazali, ze pozbawiony tlenku carlina ekstrakt heksanowy z korzenia wykazuje silne wta-
Sciwosci przeciwbakteryjne, jednakze z naszych badanh wynika, Ze heksan, podobnie jak heptan, eks-
trahuje gtéwnie tlenek carlina, a masa ekstraktu pozostata po usunieciu tlenku carlina jest znikoma
i limituje, jesli nie uniemozliwia przemystowe otrzymywanie takiego ekstraktu.
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Dotychczas nie poznano wtasciwosci przeciwbakteryjnych wobec Bacillus cereus i Salmonella
frakcji zwiazkéw o umiarkowanej polarnosci wystepujacych w korzeniu Carlina acaulis L. oraz frakcji
tych zwiazkéw pozbawionych tlenku carlina i cukrowcow.

Cel wynalazku:
Wynalazek rozwiazuje zagadnienie otrzymania frakcji ekstraktu z korzenia Dziewieésitu beztody-

gowego (Carlina acaulis L.) o aktywnosci przeciwbakteryjnej oraz jej zastosowania do zwalczania za-
kazeh wywotanych przez Bacillus cereus i Salmonella przy uzyciu odpowiednich rozpuszczalnikéw i ich
ilosci, ktére wptywaja na wydajnos¢ ekstrakcji i mozliwos¢ pozyskiwania aktywnej frakcji na skale prze-
mystowa. Wynalazek w postaci frakcji octanowej z ekstraktu metanolowego stanowi skuteczna alterna-
tywe dla antybiotykéw, co prowadzi¢ moze do ograniczenia antybiotykoopornosci.

Istota:

Istotg sposobu otrzymywania frakcji ekstraktu z korzenia Dziewie¢situ beztodygowego (Carlina
acaulis L.) o dziataniu bakteriobdjczym w szczegdlnosci wobec laseczki woskowej Bacillus cereus i pa-
teczki Salmonella wedtug wynalazku jest to, ze wysuszony, zmielony korzenh (Carlina acaulis L.) ekstra-
huje sie metanolem w stosunku masowo-objetosciowym 1:9 — 1:11, korzystnie z zastosowaniem ener-
gii ultradzwiekowej, a nastepnie ekstrakt zateza sie do 7-9% pierwotnej objetosci przez odparowanie
metanolu pod zmniejszonym cisnieniem (korzystnie 0,01-0,02 MPa w temperaturze 40-50°C). Zate-
zony ekstrakt miesza sie z woda oczyszczona w stosunku objetosciowo-objetosciowym 1 :1. Wytracony
podczas mieszania biaty osad odsacza sie, a pozostaty ekstrakt ptynny ekstrahuje sie (ekstrakcja ciecz-
ciecz) heptanem, a nastepnie octanem etylu. Na kazde 2 litry ekstraktu stosuje sie od 5 do 7 porcji
kazdego z ekstrahentéw (po 100 ml kazda porcja). Uzyskane ekstrakty octanowe taczy sie i usuwa
octan etylu przez odparowanie w wyparce rotacyjnej (0,01-0,02 MPa w temperaturze 40-50°C) uzy-
skujac aktywna frakcje (rys. 1).

Wynalazek obejmuje rowniez zastosowanie ekstraktu w postaci frakcji octanowej z korzenia Dzie-
wiecsitu (Carlina acaulis L.), ktory otrzymywany sposobem wedtug wynalazku, w leczeniu zakazen wy-
wotanych przez laseczke woskowa Bacillus cereus i pateczke Salmonella.

Zaleta wynalazku:

Wynalazek umozliwia uzyskanie frakcji o aktywnosci przeciwbakteryjnej o wydajnosci umozliwia-
jacej przemystowe jej stosowanie, dzieki kilkakrotnemu prowadzeniu ekstrakcji za pomoca odpowiednio
dobranych rozpuszczalnikéw jak metanol, heptan i octan etylu. Ponadto zastosowanie frakcji metano-
lowego ekstraktu z Dziewiecsitu beztodygowego (Carlina acaulis L.) w leczeniu zakazer wywotanych
przez Bacillus cereus oraz Salmonella umozliwi skuteczniejsze leczenie tych zakazenh oraz ograniczy
koniecznos¢ stosowania antybiotykoterapii. W efekcie stosowanie wynalazku moze przeciwdziata¢ roz-
wojowi antybiotykoodpornosci. Zastosowanie naturalnego surowca oraz prostej technologii otrzymywa-
nia wynalazku znaczaco zmniejszy koszty terapii zakazen Bacillus cereus oraz Salmonella.

Przyktad:

Ekstrakt z korzenia Dziewiecsitu beztodygowego (Carlina acaulis L.) o dziataniu bakteriobsdjczym,
wediug wynalazku otrzymano w nastepujacy sposéb. Najpierw prowadzono proces maceracji zmielonej
substancji korzenia roslinny Carlina acaulis L. rozpuszczalnikiem. Uzyto 300 graméw zmielonego korze-
nia Carlina acaulis L. i prowadzono czterokrotnie proces ekstrakcji za pomocg metanolu w ilosci 4 x 3 litry
MeOH w tazni ultradzwiekowej w czasie 4 x 30 min. Otrzymany ekstrakt zatezono do 8% poczatkowe;j
objetosci pod zmniejszonym cidnieniem 15 000 Pa, a nastepnie dwukrotnie rozciericzono woda (1 :1).
Po oddzieleniu wytraconego osadu, prowadzono ekstrakcje pozostatego ekstraktu cieklego w szklanym
rozdzielaczu szesciokrotnie najpierw za pomoca heptanu, a nastepnie szesciokrotnie za pomoca octanu
etylu, przy czym na 2 | rozciehczonego woda ekstraktu uzyto 100 ml ekstrahenta; ekstrakcje powtarzano
za kazdym razem $wieza porcja ekstrahenta. Kolejne ekstrakty octanowe potaczono i odparowano
w wyparce rotacyjnej do catkowitego usuniecia ekstrahentu. Uzyskano ekstrakt w postaci potstatej ciem-
nobrazowej masy w ilosci 5,76 g (rys. 1).

Okazato sie, ze frakcja octanowa charakteryzuje sie wysoka aktywnoscia bakteriobdjcza w sto-
sunku do Bacillus cereus ATCC 10876 (MIC = 0,16 mg/ml; MBC = 0,16 mg/ml; MBC/MIC = 1) oraz
Salmonella typhimurium ATCC 14028 (MIC = 10 mg/ml; MBC = 20 mg/ml; MBC/MIC = 2). Uzyskana
frakcja posiada zblizong aktywno$¢ do ciprofloksacyny, dla ktorej wartosci MBC/MIC wynosity 1 (za-
réwno dla Bacillus cereus jak i Salmonella typhimurium), poniewaz przyjmuje sie, ze substancje prze-
ciwdrobnoustrojowe sg uwazane za bakteriobdjcze, jesli stosunek MBC/MIC wynosi <4 (Pankey G.A.
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i Sabath L.D. 2004. Clinical relevance of bacteriostatic versus bactericidal mechanisms of action in the
treatment of gram-positive bacterial infections. Clin. Infect. Dis. 38, 864—870).

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna

W wyniku przeprowadzonych badan, okazato sie , ze aktywna frakcja jest frakcja octanowa. Ak-
tywnosé wobec Bacillus cereus oraz Salmonella typhimurium oceniono mikrometoda seryjnych roz-
cienczen w podtozu ptynnym Muellera-Hinton Broth, zgodnie z aktualnie obowiazujacymi rek-
omendacjami EUCAST (European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing of the European
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID): Determination of minimum inhibitory
concentrations (MICs) of antibacterial agents by broth dilution. EUCAST Discussion Document E. Dis 5.1;
The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing: Clin. Microbiol. Inf. Dis. 2003, 9(8),
1-7). Wykazano, ze frakcja ta charakteryzuje sie wysoka aktywnosécia bakteriobdjcza w stosunku do
Bacillus cereus ATCC 10876 (MIC = 0,16 mg/ml; MBC = 0,16 mg/ml; MBC/MIC = 1) oraz Salmonella
typhimurium ATCC 14028 (MIC = 10 mg/ml; MBC = 20 mg/ml; MBC/MIC = 2). Uzyskana frakcja po-
siada zblizona aktywno$¢ do ciprofloksacyny, dla ktérej wartosci MBC/MIC wynosity 1 (zaréwno dla
Bacillus cereus jak i Salmonella typhimurium), poniewaz przyjmuje sie, ze substancje przeciwdrobno-
ustrojowe sa uwazane za bakteriobdjcze, jesli stosunek MBC/MIC wynosi <4 (Pankey G.A. i Sabath
L.D. 2004. Clinical relevance of bacteriostatic versus bactericidal mechanisms of action in the treat-
ment of gram-positive bacterial infections. Clin. Infect. Dis. 38, 864-870).

Cytotoksycznos¢ otrzymanej frakcji

W celu okreslenia bezpieczehstwa otrzymanej frakcji octanowej okreslono jej cytotoksycznosé
w modelu jelita cienkiego (komérki linii CaCo-2 w hodowli in vitro). Nie zaobserwowano istotnych réznic
w cytotoksycznosci frakcji w poréwnaniu do kontroli negatywnej (rozpuszczalnik, w ktérym rozpuszczono
frakcje). Podobne wyniki uzyskano dla ciprofloksacyny i wankomycyny — lekéw stosowanych w leczeniu
zakazen bakteriami Bacillus cereus i Salmonella. Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 2.

Jak wynika z przeprowadzonych badan frakcja octanowa nie jest toksyczna dla komérek jelita
cienkiego (in vitro) i moze by¢ potencjalnie wykorzystana do leczenia zakazen pokarmowych wywota-
nych przez laseczki Bacillus cereus oraz pateczki Salmonella typhimurium.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb otrzymywania ekstraktu z korzenia Dziewiecsitu beztodygowego (Carlina acaulis L.)
o dziataniu bakteriobdjczym, w szczegdlnosci wobec laseczki woskowej (Bacillus cereus)i pa-
teczki Salmonella, polegajacy na maceracji substancji roslinnej Carlina acaulis L. z uzyciem
rozpuszczalnika, znamienny tym, ze zmielony korzeh Carlina acaulis L. ekstrahuje sie za
pomoca metanolu stosujac sktadniki w iloéci od 1:9 do 1:11 czesci masowo-objetosciowych
w tazni ultradzwiekowej w czasie od 30 do 40 minut , a otrzymany ekstrakt zateza sie do 7-9%
poczatkowej objetosci i rozciericza woda w proporcji 1:1, zas po oddzieleniu wytraconego
osadu proces ekstrakcji prowadzi sie kilkakrotnie za pomoca heptanu, a nastepnie za pomoca
octanu etylu, po czym otrzymany ekstrakt zateza sie i odparowuje do uzyskania postaci su-
chej, przy czym korzystnie jest, jesli proces ekstrakcji zmielonego korzenia C. acaulis meta-
nolem prowadzi sie co najmniej czterokrotnie oraz w proporcji jednej czesci wagowej surowca
do 10 czesci objetosciowych metanolu, natomiast ekstrakt pozostaty po wytraceniu i oddzie-
leniu osadu, ekstrahuje sie 5 do 7 krotnie heptanem i nastepnie 5 do 7 krotnie octanem etylu
porcjami po 90—110 ml, korzystnie porcjami po 100 ml ekstrahenta na kazde 2 litry ekstraktu,
a otrzymany ekstrakt zateza sie 9—-11 krotnie pod zmniejszonym ci$nieniem 0,01-0,02 MPa
w temperaturze 40-50°C.

2. Ekstrakt w postaci frakcji octanowej z korzenia Dziewieésitu beztodygowego (Carlina acaulis L.)
otrzymywany sposobem opisanym w zastrz. 1, do zastosowania w leczeniu zakazen wywota-
nych przez laseczke woskowa Bacillus cereus i pateczke Salmonella.
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Rysunki

300 g korzenia Carlina acaulis L.
+4 x 31 MeOH

12 | ekstraktu

— Metanol

11 ekstraktu

+ 1 |l wody

~

+6x 100 mf heptanu — + 6x 100 mi octanu etylu -

Wytracony osad
(1,48)

Odparowanie
do sucha
Heptan «— | Octanetylu «— | |

Frakcja heptanowa Frakcja

Frakcja octanowa

{ponad 90% tlenku carlina} (5,76 ) z cukrowcami
(6,5 8) /081 (45,51 g)
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