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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest weterynaryjna kompozycja do leczenia i/lub zapobiegania choréb
wywotywanych przez pierwotniaki z rodzaju Eimeria u zwierzat zawierajaca jako substancje czynnag
glaucyne albo alkaloidowy wyciag z ziela Siwca (Glaucium sp.) oraz sposob jej wytwarzania.

Literatura przedmiotu wskazuje, ze niektére metabolity wtérne roslin, takie jak fitoncydy oraz fito-
aleksyny posiadaja potencjalne wtasciwosci bdjcze i statyczne wobec pierwotniakow, bakterii, wiruséw
i grzybow.

Fitoncydy (gr. fiton — roslina; cyd — sylaba oznaczajaca wtasciwosci bojcze) po raz pierwszy
zostaty wykryte przez radzieckich badaczy w latach 1928-1930. Najwieksze osiagniecia nad bada-
niem fitoncydéw maja: G.I. Nitow, B.P. Tokin (1900-1984), A. Fitatow i I. Toropcew. Termin i defi-
nicje fitoncyd zostaty wprowadzone przez B.P. Tokina. Fitoncydy to substancje wydzielane i wyda-
lane przez rosliny wyzsze (Cormophyta) o dziataniu antybakteryjnym, pierwotniakobdjczym i grzy-
bobdjczym. Fitoncydy sa odpowiednikiem antybiotykéw, wytwarzanych przez bakterie, grzyby i po-
rosty (Tarig, S., S. Wani, W. Rasool, K. Shafi, M. A. Bhat, A. Prabhakar, A. H. Shalla and M. A.
Rather (2019). "A comprehensive review of the antibacterial, antifungal and antiviral potential of
essential oils and their chemical constituents against drug-resistant microbial pathogens." Microbial
Pathogenesis 134: 103580).

Pod wzgledem chemicznym sa bardzo zréznicowane. Fitoncydy sa w postaci gazowej, krysta-
licznej i ciektej. Sporo z nich ulega sublimacji i wrze w niskich temperaturach, rzedu 30°C. Wedtug B.M.
Kozo-Polianskiego lotne frakcje fitoncyddw sa pierwsza linia obrony rosliny, druga linia obrony sa nie-
lotne fitoncydy tkankowe. W literaturze istnieje zamieszanie w terminologii zwiazkéw chemicznych
uczestniczacych w procesach odpornosci roélin na choroby. Z zagadnieniem fitoncydéw zwiazane jest
pojecie fitoaleksyn, prohibityny, inhibityny i postinhibityny. W 1960 r. Cruickshank i Perrin po raz pierw-
szy wyizolowali z Pisum sativum (grochu) i zidentyfikowali fitoaleksyne — pizatyne (pisatin). J. L. Ingham
w 1973 r. opublikowat ciekawy podziat czynnikdw odpornoéci roslin wyzszych na infekcje (J.L. Ingham
J. L., Disease resistance in higher plants. The concept of pre-infectional and post-infectional resistance,
‘Phytopath. Z.” 1973, 78, s. 314-335):

Prohibityny to metabolity ograniczajace lub catkowicie hamujace rozwdj mikroorganizméw. Ist-
nieja stale w tkankach roslinnych w niezmiennym stezeniu, np. berberyna (alkaloid), izoflawony, kate-
chiny.

Inhibityny sg metabolitami, ktoérych zawarto$¢ w komdrkach wzrasta po infekcji, np. kwas chlo-
rogenowy, kumaryny.

Postinhibityny sa substancjami powstatymi z istniejacych, ale nieaktywnych fitoncydowo zwigz-
kéw, np. wskutek hydrolizy, utlenienia. Naleza tutaj glikozydy cyjanogenne (np. prunazyna w czerem-
chach, sambunigryna w bzie czarnym), tulipozydy, glukozynolaty czosnku i cebuli. Koncepcja Inghama
definicji fitoaleksyn nie jest do korica stuszna. Dla przyktadu kwas benzoesowy, alkohol koniferylowy,
skopoletyna, resweratrol, safinol zaliczane sa do typowych fitoaleksyn. Zgodnie z hipoteza Inghama
substancje te powstaja de novo, po zetknieciu sie z patogenem. Tymczasem wiele roslin posiada te
zwiazki stale w swoim sktadzie chemicznym, bez wzgledu na to, czy sa zainfekowane, czy tez nie, np.
Myroxylon balsamum (L.) Harm. Prohibityny, inhibityny i postinhibityny sa obecne zaréwno w roslinach
zdrowych jak i zaatakowanych przez mikroorganizmy chorobotwdércze, dzieki czemu mozliwe jest wy-
odrebnienie tych sktadnikéw z surowcow roslinnych i wprowadzenie ich do preparatéw dla zwierzat oraz
ludzi. Koncepcje fitoaleksyn opracowali w 1941 r. K.O. Muller i H. Bérger. Wg niej fitoaleksyna jest
zwigzek, ktéry hamuje rozwdj patogenu (Guest, D. I. (2017). Phytoalexins, Natural Plant Protection.
Encyclopedia of Applied Plant Sciences (Second Edition). B. Thomas, B. G. Murray and D. J. Murphy.
Oxford, Academic Press: 124—128).

Czynnik hamujacy jest odosobnionym zwigzkiem chemicznym, produktem komoérki gospoda-
rza. Fitoaleksyna jest zwiazkiem niespecyficznym w swoim toksycznym oddziatywaniu na patogen,
jednakze organizmy chorobotwércze moga wykazywacé zréznicowana wrazliwos¢ na ten zwiazek.
Do fitoaleksyn naleza substancje o réznorodnej budowie chemicznej, np. resweratrol (stylben), sul-
fotlenek cyklobrassyniny, momilakton A (diterpen), safinol (poliacetylen), skopoletyna (kumaryna),
7-hydroksykalamenen (seskwiterpen). Nie kazdy fitoncyd jest jednoczesnie fitoaleksyna (nie spet-
nia regut Mullera i Bérgera), jednakze kazda fitoaleksyna jest fitoncydem. Obecnie zwrécono uwage
na fitoaleksyny ze wzgledu na ich silne wtasciwos$ci przeciwnowotworowe, np. brassynina, resvera-
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trol. Najprostsza fitoaleksyna jest kwas benzoesowy, wytwarzany przez wiele roslin w obliczu wtar-
gniecia patogendéw do tkanek. Fitoaleksyny, prohibityny i inhibityny petnia role obronna u roslin
przed patogenami, podobnie jak przeciwciata i interferon u ludzi i zwierzat. Gdy odkryto fitoncydy,
a potem fitoaleksyny, od razu rozpoczeto prace zmierzajace do ich wyodrebnienia, stabilizacji
i zastosowania w lecznictwie. W duzej mierze przeszkodzity temu intensywnie rozwijane badania
nad antybiotykami i sulfonamidami. Hodowle bakterii i grzybéw wytwarzajacych antybiotyki oraz
synteza sulfonamidéw byly niewatpliwie prostsze i tansze oraz bardziej dostepne technologicznie
od fitoncydow oraz fitoaleksyn. Z uwagi jednak na coraz wiekszy problem z narastajaca opornoscia
bakterii i pierwotniakéw na powszechnie uzywane chemioterapeutyki, obecnie w niektérych krajach
(Szwajcaria, Niemcy, USA, Francja) ponownie wrécono do koncepcji wykorzystania fitoncydow
w medycynie. Przy okazji poznano nowe wiasciwosci lecznicze tych zwiazkdéw, np. przeciwmiaz-
dzycowe, hipotensyjne, hipoglikemiczne, onkostatyczne i estrogenne. Juz w latach 50. i 60. XX
wieku w wielu badaniach stwierdzono, ze fitoncydy siarkowe dziataja silniej i szybciej przeciwbak-
teryjnie na bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne niz niektére znane antybiotyki (np. bacytracyna,
neomycyna). Dodatkowo fitoncydy siarkowe i izosiarkocyjanowe dziataja rozkurczowo, 2dtcioped-
nie, zotciotwdreczo i hipotensyjnie (obnizaja podwyzszone cisnienie krwi). Wzmagaja przenikanie
sktadnikéw pokarmowych z jelit do krwi. Hamuja rozwdj bakterii gnilnych i grzybéw chorobotwaér-
czych. Wywieraja wptyw pierwotniakobdjczy. Pobudzaja wydzielanie sokéw trawiennych, wzmagaja
apetyt, obnizaja stezenie cholesterolu i glukozy we krwi. Ajoeny (olejki czosnkowe) hamuja agre-
gacje krwinek, zapobiegajac zakrzepicy. Lotny fitoncyd kopytnika, omanu, aksamitki, glistnika,
czosnku lub nasturcji zabija pratki gruzlicze w ciagu 3 minut, czyli szybciej niz kwas karbolowy
(fenol). Fitoncyd stylbenowy resweratrol wywiera wptyw przeciwnowotworowy, zmniejsza ryzyko
zawatu miesnia sercowego, poprawia krazenie wiencowe i hamuje agregacje krwinek oraz tworze-
nie ptytek miazdzycowych. Dodatkowo hamuje rozwdj bakterii i grzybdéw oraz obniza podwyzszony
poziom glukozy we krwi (H. Rézanski, J. Kilar, M. Ruda, Wpfyw roslin fitoncydowych na utrzymanie
zdrowotno$ci zwierzagt jeleniowatych w ekologicznej hodowli fermowej. LXXV Zajazd Naukowy Pol-
skiego Towarzystwa Zootechnicznego. Materialy konferencyjne, Poznan 2011, s. 209, E. Strzelec,
R. Niznikowski, H. Rézanski, M. Klockiewicz, K. Gtowacz, G. Czub, A. Darkowska, K. Szymanski,
A. Pokrop, Effect of use of herbal feed additive on coccidian invasion level and performance traits
in goats, ,Annals of Warsaw University of Life Sciences — SGGW Animal Science” 2011, nr 49,
s. 11-20).

Wraz z rozwojem chemii analitycznej i fitochemii w XIX i w XX wieku odkrywano nowe zwiazki
naturalne o dziataniu przeciwpasozytniczym, w tym pierwotniakobdjczym. Wprowadzono wéwczas do
lecznictwa chinine, berberyne, pelletieryne, alantolakton, askaridol, santonine i inne, najczesciej w po-
staci soli z kwasami nieorganicznymi (Skowronski W., Farmakologja. Nakfadem Polskiego Towarzystwa
LBratnia pomoc” Studentéw Akadenr.ji Medycyny Weterynaryjnej, Lwoéw 1932, s. 183—1917).

W Il potowie XX wieku zaczeto wykorzystywacé sulfonamidy w leczeniu choréb pierwotniakowych.
Niestety wraz z coraz czestszym stosowaniem lekéw chemicznych, szczegdinie syntetycznych obser-
wowano narastanie opornosci pasozytéw na podawane leki. Fitoncydy i fitoaleksyny moga stanowié
petnowarto$ciowa alternatywe dla antybiotykéw i sulfonamidéw. Beda wiec tutaj naleze¢ prohibityny,
inhibityny, postinhibityny i wiasciwe fitoaleksyny, ponadto metabolity wtérne roslin, ktére wywieraja dzia-
tanie przeciwdrobnoustrojowe, odkazajace, antyseptyczne in vivo i in vitro, w tym réwniez zwiazki nie
zaliczane (na obecnym etapie badan) do czynnikéw odpornosci typu fitoaleksyn. Poczatkowo fitoncydy
okreslano jako antybiotyki wytwarzane przez rosliny wyzsze (B. Czerwiecki, Lexicon specificorm,
FIWNIA Warszawa 1950, s. 320-323).

Silne fitoncydy wytwarzaja m.in. krwidciag — Sanguisorba, piotun — Artemisia Absinthium L., po-
krzywa — Urtica, burak — Beta, cebula — Allium cepa L., kukurydza — Zea, czosnek — Allium sativum
L. lub Allium ursinum L., gorczyca — Sinapis, barszcz — Heracleum, pieprz turecki — Capsicum annuum
L., czeremcha — Prunus padus L., grab — Carpinus, topola — Populus, dab — Quereus, jaémin — Jasmi-
nus, dereh — Cornus, cis — Taxus, rzodkiew — Raphanus, brzoza — Betula, chrzan — Cochlearia armora-
cia L., jatowiec — Juniperus communis L. Lotny fitoncyd czosnku zabija pratki gruzlicy w ciagu 3—5 minut,
zatem szybciej niz kwas karbolowy. Fitoncydy stanowia potezny czynnik zmieniajacy sktad mikroflor
w atmosferze i glebie. Wedtug B.P. Tokina i G.I. Nilowa 1 hektar jalowca wydziela w ciagu doby 3 kg
lotnych fitoncyddw; ilo$¢ ta wystarcza na wyjatowienie obszaru duzego miasta (A. Danysz, Farmakolo-
gia i receptura, Ministerstwo Obrony Narodowej, Warszawa 1955, s. 41-46). Rozwdj badan biologéw
radzieckich nad fitoncydami datuje sie od 1928 r. Najwiecej badan nad fitoncydami przeprowadzit Borys
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Tokin, profesor biologii, autor wydanej w 1942 roku pracy pt. ,Baktericydy rastitielnowo proischozdenia
(fitoncydy)” oraz opublikowanej w 1948 r. pracy ,Fitoncydy”, a takze ,Lecznicze $rodki roslinne (fiton-
cydy)” w 1949 r.

W ostatnich latach poszukiwanie nowych substancji przeciw drobnoustrojowych doprowadzito
do znaczacego wzrostu zainteresowania zwiazkami pochodzenia roslinnego. Przegladowe opraco-
wania dotyczace zastosowania fitoncydoéw w ostatnich latach zostaty przedstawione w pracach:
Degtyarik i in., Duka i Ardelean, Ahuja i in. (Degtyarik S. M., Slobodnitskaya, G. V., Grebneva, E. |,
Benetskaya, N. A., Macksimyuk, E. V, & Bespalyi, A. V. (2017). Effect of phytoncides of plants on
viability and virulence of etiologic agents of bacterial infections in fish. Becyi HaybisiHansHU akad3mii
Hasyk benapyci. Cepblx spapHblx Habyk; Duka, R., & Ardelean, D. (2010). Phytoncides and phytoa-
lexins—vegetal antibiotics. Jurnal Medical Aradean (AradMedical Journai), 13(3), 19-25; Ahuja, I., R.
Kissen and A. M. Bones (2012). "Phytoalexins in defense against pathogens." Trends in Plant Science
17(2): 73-90).

Zaobserwowaé mozna réwniez znaczny wzrost prac przegladowych i badawczych dotyczacych
zastosowania olejkéw eterycznych. Dotycza one wielokierunkowego ich zastosowania, poczawszy od
praktyki weterynaryjnej i wykorzystaniu w poprawie zdrowia zwierzat oraz zwalczaniu chordb bakte-
ryinych i pasozytniczych, przez zabezpieczanie zywnosci, a skonczywszy na wykorzystaniu ich wia-
$ciwosci leczniczych i bakteriobdjczych (Aleksic Sabo, V. and P. Knezevic (2019). "Antimicrobial ac-
tivity of Eucalyptus camaldulensis Dehn, plant extracts and essential oils: A review. "Industrial Crops
and Products 132: 413—-429; Vergis, J., G. Palanisamy, R. Agarwal and A. Kumar (2013). "Essential
Oils as Natural Food Antimicrobial Agents: A Review. "Critical reviews in food science and nutrition
55; Singh, A., A. K. Dwivedy, V. K. Singh, N. Upadhyay, A. K. Chaudhari, S. Das and N. K. Dubey
(2019). "Essential oils basedformulations as safe preservatives for stored plant masticatories against
fungal and mycotoxin contamination: A review. "Biocatalysis and Agricultural Biotechnology 17: 313—
317; Pateiro, M., F. J. Barba, R. Dominguez, A. S. Sant’Ana, A. Mousavi Khaneghah, M. Gavahian,
B. Gémez and J. M. Lorenzo (2018). "Essential oils as natural additives to prevent oxidation reactions
in meat and meat products: A review. "Food Research International 113: 156—166; Raut, J. S. and
S. M. Karuppayil (2014). "A status review on the medicinal properties of essential oils." Industrial
Crops and Products 62: 250—-264; Nerio, L. S., J. Oliver o-Verbel and E. Stashenko (2010). "Repellent
activity of essential oils: A review." Bioresource Technology 101(1): 372-378; Deyno, S., A. G. Mtewa,
A. Abebe, A. Hymete, E. Makonnen, J. Bazira and P. E. Alele (2019). "Essential oils as topical anti-
infective agents: A systematic review and meta-analysis." Complementary Therapies in Medicine 47:
102224).

W rozporzadzeniu (WE) nr 1831/2003 utrzymano kokcydiostatyki i wprowadzono histomono-
statyki jako nowa kategorie dodatkéw paszowych, przy jednoczesnym ustanowieniu wycofania istnie-
jacych antybiotykéw ze stosowania (i wprowadzania do obrotu) jako dodatki paszowe od dnia 1 stycz-
nia 2006 r., biorac pod uwage, ze stosowanie srodkéw przeciwdrobnoustrojowych jako stymulatoréw
wzrostu wiaze sie z ryzykiem selekcji szczepdw bakteryjnych opornych na leki stosowane w leczeniu
ludzi lub zwierzat. Ta kwestia byta $cisle zwigzana z Narodowym Programem Ochrony Antybiotykéw
w Polsce na lata 2006-2010, nadzorowany przez Ministerstwo Zdrowia. Zgodnie z wytycznymi Pro-
gramu, aby chroni¢ skutecznos¢ terapeutyczna antybiotykdw, nalezy réwniez szczegdlna kontrola
obja¢ antybiotykoterapie weterynaryjna, ktérej stosowanie powinno by¢ poddane regulacjom analo-
gicznym do wprowadzanych w medycynie. Antybiotyki stosowane w hodowli zwierzat sprzyjaja po-
wstawaniu selekcji i rozprzestrzenianiu sie opornoséci wérod drobnoustrojéw tam bytujacych.

Lekooporne szczepy moga przemieszczacé sie droga tancucha zywieniowego i zasiedlaé przewdd
pokarmowy cztowieka, tworzac rezerwuary potencjalnych patogendw, w tym réwniez gendw opornosci,
np. Salmonella sp., Campylobacter sp., Enterococcus sp., ktére nastepnie moga by¢ przekazywane
czynnikom etiologicznym zakazen u ludzi (H. Rézariski, W. Drymel, Preparaty ziolowe w profilaktyce
zespotu zaburzonego wchfaniania i marskosci watroby u zwierzat. Polskie Drobiarstwo, cz. | 6/2010,
S. 44-46, cz. 11 7/2010, s. 28-30; cz. Il 8/2010, s. 43—44).

Niektore oficjalne kokcydiostatyki maja réwniez charakter antybiotyku o dziataniu przeciwbakte-
ryjnym, np. lasalocid jest polieterem jonoforowym o dziataniu antykokcydiowym i antybakteryjnym, wyi-
zolowanym z Streptomyces lasaliensis w 1951 r. Réwniez monenzyna (antybiotyk jonoforowy) wyod-
rebniona w 1967 r. z Streptomyces cinnamonensis posiada wtasciwosci kokcydiostatyczne oraz anty-
bakteryjne. Maduramycyna wytwarzana przez Actinomadura rubra, hamuje dodatkowo rozwdj bakterii
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gram dodatnich. Antybiotyki te, pomimo, ze byly uzyskiwane z my$la o zastosowaniu w medycynie ludz-
kiej, nie znalazty w niej zastosowania z uwagi na toksycznos¢ i dziatania uboczne, przewyzszajace
wartos¢ terapeutyczna. Pomimo ich wiadomej toksycznos$ci i mozliwosci tworzenia opornosci krzyzowe;j
z innymi antybiotykami oraz kumulacji w produktach pochodzenia zwierzecego w razie niewlasciwego
uzycia, EFSA nie zebrata do tej pory dostatecznych dowoddéw pozwalajacych na wycofanie ich z pro-
dukcji zwierzecej. Nie mniej jednak dyskusje na ten temat trwaja i sa co pewien czas podsycane przez
protesty rozmaitych organizacji konsumenckich i ekologicznych (Rézariski H., Drymel W.: Adicox jako
2rédfo titoaleksyn i fitoncydéw. Polskie Drobiarstwo. 12/2010, s. 17-20).

Podstawowym problemem ograniczajacym skutecznos$é antybiotykéw, sulfonamidéw i antybioty-
kowych stymulatoréw wzrostu jest antybiotyko- i sulfonamidoopornos¢, czyli uodpornienie sie drobnou-
strojéw na statyczne lub béjcze dziatanie chemioterapeutykéw. Nabywanie opornosci przez bakterie
(réowniez grzyby i pierwotniaki patogenne) powstaje wskutek selekcji lub adaptacji. Uodpornianie sie
drobnoustrojéw moze polegaé¢ na zmianach ich metabolizmu, w wyniku czego zostaje ominieta ,zablo-
kowana” przez chemioterapeutyk droga przemiany, lub na wytwarzaniu enzymoéw rozktadajacych leki
przeciwdrobnoustrojowe, np. penicylinooporny szczep gronkowca ztocistego wytwarza enzym — peni-
cylinaze, rozktadajaca penicyline. Jest to odporno$¢ chromosomalna. Odporno$é na chemioterapeutyki
(np. fluorochinolony, antybiotyki, sulffonamidy) moze byé wywotana zahamowaniem przenikania leku do
wnetrza komorki patogenu, np. w przypadku tetracyklin. Opornos¢ na ogdlnie stosowane chemiotera-
peutyki jest rowniez przekazywana miedzy drobnoustrojami na drodze pozachromosomalnej (plazmidy).
Antybiotyko- sulfonamido-, czy fluorochinolonoopornos¢ jest wiasciwoscia drobnoustrojéw, przekazy-
wana nastepnym pokoleniom, przy czym czesto jest to tzw. opornosé krzyzowa, tzn. patogen oporny na
jeden chemioterapeutyk staje sie rbwnoczesnie oporny na wiele innych, najczeéciej o podobnym me-
chanizmie dziatania. Oporno$¢ krzyzowa stwierdza sie np. w stosunku do tetracyklin, czesciowo do
penicylin i cefalosporyn, do antybiotykdw makrolidowych (A. Danysz, W. Buczko, Kompendium farma-
kologii i farmakoterapii, Urban i Partner, Wroctaw-Warszawa 2008).

W zwiazku z wprowadzeniem i niekontrolowanym stosowaniem powszechnie coraz wiekszego
asortymentu i czesto w sposéb nieprawidtowy chemioterapeutykéw narasta niebezpieczenstwo zwia-
zane z zakazeniami grzybiczymi, wirusowymi oraz wywotanymi przez Actinobacter czy Chlamydia. Dru-
gim niebezpieczenstwem chemioterapii sa enzymy inaktywujace leki przeciwdrobnoustrojowe i antypa-
razytyczne. Poza beta-laktamaza i dehydropeptydaza | wykryto enzymy unieczynniajace aminogliko-
zydy. Wiekszos$¢ antybiotykow stosowanych w lecznictwie wywiera niekorzystny (immunosupresyjny)
wptyw na uktad odpornosciowy. W zwiazku z tym powstata idea zastosowania w chemioterapii zakazen
dodatkowo $rodkow immunostymulujacych (A. Danysz, Kompendium farmakologii i farmakoterapii. Vo-
lumed, Wroctaw 1994, s. 110).

Wiele fitoncyddéw posiada rownoczes$nie dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, przeciwpasozytnicze
i immunostymulujace, np. laktony seskwiterpenowe Tanacetum, kapsaicyna, piperyna, czy latreozyd
z Lathraea (H. Rézanski, Dzieje badan i stosowania w medycynie krejowych roélin pasozytniczych
Z rodziny Scrophulariaceae oraz Cuscutaceae, Akademia Medyczna im. K. Marcinkowskiego, Poznan
2004; W. Roeske, Zarys fitoterapii. Farmakologia i receptura ziét leczniczych, PZWL Warszawa 1955,
S. 76-78; D. Korniewicz, H. Rézariski, Effectiveness of active substances of plant origin in pigs feeding,
,Mag. Wet.”, Supl. Swinie, 2006, 22—24).

Swiadcza o tym ostatnie niepokojace doniesienia o szczegéinej zjadliwosci niektérych szczepéw
E. coli oraz Enterococcus faecalis. E. faecalis sa oporne na wankomycyne (VRE), ,antybiotyk ostatniej
szansy”, wytwarzany przez Amycolatopsis orientalis. Enterokokowe geny oporno$ci na antybiotyki tra-
fiaja do innych bakterii, np. gronkowcdw i pateczek okreznicy. W XX wieku odkryto linezolid — synte-
tyczny antybiotyk hamujacy synteze biatka u bakterii. Jednak wéréd wankomycynoopornych szczepéw
VRE juz sie pojawity szczepy oporne na linezolid. Udokumentowano opornos¢ kliniczng na metronidazol
pierwotniakéw, np. rzesistka pochwowego, lamblii, ponadto wielu bakterii beztlenowych. In vitro spo-
strzezono réwniez narastanie opornosci wérdd trofozoitéw petzaka czerwonki wskutek stopniowego
podwyzszania dawek metronidazolu (Brunton L.L., Lazo J., S., Parker K.L., Farmkologia Goodmana
and Gilmana, tom Il. Wydawnictwo Czelej, Lublin 2007, s. 1127—1129).

Fitoncydy moga pomdc w rozwiazaniu problemu opornosci na chemioterapeutyki nie tylko bakte-
rii, ale réwniez pierwotniakéw.

W produkcji zwierzecej niebezpieczna stata sie chemioprofilaktyka. Przy wtasciwym wskaza-
niu moze by¢ przydatna i warto$ciowa, jednakze w wielu przypadkach jest bezuzyteczna, a nawet
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niebezpieczna (zakazenie bakteriami i pierwotniakami lekoopornymi, zamaskowanie objawéw cho-
robowych). Nie nalezy stosowa¢ chemioprofilaktyki w okoliczno$ciach zaniedban zootechnicznych
i zywieniowych, bowiem niewatpliwie prowadzi to do pograzania chemioterapii weterynaryjnej i ludz-
kiej.

Najwiekszy problem stwarza wyodrebnianie z surowcéw roslinnych fitoncydéw oraz ich identyfi-
kacja i stabilizacja. Do tej pory wykonano niewiele badan nad witasciwosciami przeciwdrobnoustrojo-
wymi czystych form chemicznych fitoncydow. Wtasciwosci przeciwbakteryjne i fungistatyczne fitoncy-
déw utoZzsamiane sa z catymi frakcjami substancji lub ekstraktami z roslin leczniczych, a nie z konkret-
nymi zwiazkami (R. Niznikowski, E. Strzelec, H. Rézariski, M. Klockiewicz, K. Gfowacz, G. Czub,
A. Darkowska, K. Szymariski, A. Pokrop: The effect of addition of phytoncides treatment to concentrate
on growth performance and dairy traits in goats. IDF International Symposium on Sheep, Goat and other
non-Cow Milk, Athens, May 2011, W. Drymel, H. Rézanski, Wykorzystywanie fitoaleksyn w poprawie
zdrowotnosci zwierzgt gospodarskich. The Polish Branch of World’s Poultry Science Associaton. XXII
International Poltry Symposum PB WPSA, ,Science for poultry practice — poultry practice for science”.
Olsztyn 2010, s. 151).

W Dziale Badan i Rozwoju AdiFeed opracowano szereg preparatow opartych na fitoncydach.
Pomimo ich wprowadzenia na rynek caty czas prowadzone sa badania naukowe in vitro i in vivo, po-
nadto testy terenowe na wiekszej populacji zwierzat gospodarskich (dréb, zwierzeta futerkowe, trzoda
chlewna, przezuwacze). Technologia produkcji preparatow fitoncydowych jest skomplikowana, bowiem
sa to zwiazki labilne (nietrwate) i reaktywne (wchodza w reakcje, podlegaja spontanicznym przemia-
nom). Czes¢ z nich jest lipofilna (rozpuszczaja sie dobrze w rozpuszczalnikach organicznych, np. ttusz-
czach, alkoholach), inne z kolei sa hydrofitowe (dobrze rozpuszczalne w wodzie). Dlatego tez wiele
preparatéw fitoncydowych ma charakter dwufazowy i przybiera postaé emulsji.

Fitoncydy naleza do réznorodnych zwiazkéw chemicznych i stad preparaty z nich moga by¢ al-
kaloidowe, polifenolowe, fenolowe, terpenowe, antrachinonowe, irydoidowe, kumarynowe, poliacetyle-
nowe, saponinowe, czy tez fenyloalkiloaminowe. Fitoncydy nalezace do réznych grup chemicznych
moga wzajemnie wzmagac i uzupetniaé swoje dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, albo tez dziata¢ an-
tagonistycznie i znosi¢ swoja aktywnos¢.

Dodatek réznych metali, np. Zzelaza, w niskich stezeniach, wzmaga dziatanie antybakteryjne
i antyparazytyczne fitoncydéw. W mechanizmie dziatania antyseptycznego i antyparazytycznego
wykorzystano efekt oligodynamiczny. Zauwazyt on, ze metale moga hamowac rozwéj mikroorgani-
zmow i roslin, jesli sa w odpowiednim stezeniu w srodowisku. W XIX wieku nie potrafiono wyjasni¢
mechanizmu efektu oligodynamicznego. Do takich metali przeciwdrobnoustrojowych, antyseptycz-
nych naleza m.in. miedz, zelazo, srebro, mangan, rteé¢, bizmut, cyna, cynk (Rézarski H. Srodki
antyseptyczne i odkazajgce stosowane w medycynie dawnej i wspotczesnej. Lek w Polsce, vol. 14
nr 304, s. 66-77. Vol 13 (154) nr 10/2003, s. 68-81, vol 13 (155) nr 11/2003, s. 94-110; Penzoldt
F.: Podrecznik farmakologii klinicznej dla uzytku lekarzy i studentéw. Druk Maryi Ziemkiewiczowej,
Warszawa 1891, s. 942).

Wiele z nich znalazio trwate zastosowanie w lecznictwie. Wkrétce zwrécono tez uwage na ,czy-
stos¢” klamek metalowych (np. mosieznych i stalowych) w szpitalach, ktére pomimo, ze sa dotykane
przez licznych chorych pacjentéw, na swojej powierzchni nie zawieraja aktywnych patogennych bakterii,
ktére z kolei wystepuja licznie na przedmiotach drewnianych, podtogach, tworzywach sztucznych, czy
poscieli. Ttumaczy sie to zjawisko wtasnie efektem oligodynamicznym. Réwniez wody, w tym wody
zdrojowe zasobne w rozmaite metale sa bardzo ubogie w bakterie. Zanim w medycynie zaczeto stoso-
wag antybiotyki i sulfonamidy, powszechnie uzywanymi chemioterapeutykami i antyseptykami byty pre-
paraty bizmutu, srebra, rteci, zelaza, miedzi, ztota, platyny, cyny i cynku (Butkiewicz T.: Chirurgia
ogolna. PZWL Warszawa 1954, s. 31-45). W XX wieku nawet taczono antybiotyki (np. bacytracyne
z cynkiem) i sulfonamidy (np. s6l srebrowa sulfadiazyny) z metalami dla uzyskania efektywniejszego
dziatania bakteriostatycznego (Chrusciel T., Gibinski K. (red.): Leksykon lekéw. PZWL Warszawa 1991,
S. 484—485). Podwojny mechanizm dziatania przeciwbakteryjnego soli srebrowej sulfadiazyny utrudnia
powstawanie szczepdw opornych (/bidem, s. 485). Podobng korzy$¢ uzyskuje sie po potaczeniu fiton-
cydoéw z metalami (Drymel W., Rézarniski H.: Wykorzystywanie fitoaleksyn w poprawie zdrowotnosci
zwierzgt gospodarskich. The Polish Branch of World’s Poultry Science Association. XXII International
Poultry Symposium PB WPSA, ,Science for poultry practice — poultry practice for science. Olsztyn 2010,
s. 151; Korniewicz D., Rézanski H., Effectiveness of active substances of plant origin in pigs feeding.
Mag. Wet., Supl.-Swinie., 2006, 22-24).
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Jezeli do wody destylowanej dodaé metalicznego srebra, to nabiera ona wtasciwosci bakteriobgj-
czych, mimo, iz stezenie jondw wynosi w tych warunkach zaledwie 1: 20 000 000. Dziatanie to nosi
nazwe efektu oligodynamicznego, a jego mechanizm nie jest jasny, mimo wielu wysuwanych hipotez
(Kostowski W., Herman Z. (red.): Farmakologia. Podstawy farmakoterapii. PZWL Warszawa 2003; wyd.
Il; Tom ll, s. 271; Kostowski W., Kubikowski P.: Farmakologia. Podstawy farmakoterapii i farmakologii
klinicznej. Wyd. lll. PZWL Warszawa 1991, s. 740-741). Jedna z hipotez upatruje efekt oligodynamiczny
w zaktdcaniu rozmieszczenia tadunkéw jonowych w obrebie bton komérkowych, zakitdcanie biegunowo-
Sci komarki. Wiele metali destabilizuje (poprzez przytaczanie sie) réwniez strukture kluczowych biatek
(enzymédw, biatek kanatowych) i kwaséw nukleinowych.

Choroby zwierzat i ludzi, wywotane przez pierwotniaki, sa przyczyna znacznej zachorowalnosci
i $miertelnosci na catym swiecie. Stosowanie chemioterapeutykédw w leczeniu zakazen pierwotniako-
wych okazato sie by¢ problematyczne, ze wzgledu na narastajaca lekooporno$¢, zmienna skutecznosé
miedzy szczepami lub gatunkami oraz toksycznosé. Istnieje silna potrzeba znalezienia nowych, sku-
tecznych rozwiazan do leczenia tych choréb.

Podczas analizy doniesien literaturowych i opisu stanu techniki zaobserwowano, iz publikowane
badania w gtéwnej mierze opieraja sie na analizie wtasciwosci hamujacych rozwdj pierwotniakow (ICso
i 1C100) W okresie 24 do 72 godzin. Zdecydowanie mniejszy odsetek badaczy wykonywat analizy pod
katem dawki $miertelnej dla pierwotniakéw.

Zastosowanie surowcow roslinnych, w terapii parazytoz, jest powszechne w medycynie natural-
nej i tradycyjnej. Dotychczasowe badania wykazaty, ze rosliny lecznicze zawieraja zwiazki aktywne,
ktére wykazuja silne dziatanie przeciwko pierwotniakom. Przyktadem powszechnie stosowanego natu-
ralnego srodka przeciwpasozytniczego pochodzenia roslinnego jest chinina — alkaloid z kory drzewa
chinowego, artymizynina — seskwiterpen z Artemisia annua oraz Artemisia indica (Hygeia Public Health
2014, 49(3): 442-448).

Opublikowano takze wiele do$wiadczen naukowych, w ktérych wykazano (in vitro i in vivo) ha-
mowanie rozwoju pierwotniakdw przez zastosowanie ekstraktéw roslinnych i wyselekcjonowanych
z nich metabolitéw wtérnych: olejkow eterycznych, alkaloidéw, zwigzkdw fenolowych (Natural products
as sources of antiprotozoal drugs. Current Opinion in Anti-infective Investigational Drugs 2000; 2,
47-62).

Znane sa oparte na miedzi kompleksy dziatajace poprzez interakcje z DNA pierwotniakéw, np.
Trypanosoma cruzi. Becco i in. wykazali wptyw hamujacy na rozwdj 50% populacji (ICso) dla syntezo-
wanych przez siebie zwiazkéw na poziomie 3.9 + 1.5do 11.3 + 3.8 uM, w poréwnaniu do leku Nifurtimox
(6 uM). Wartos¢ IC1o00 osiagnieto dla analizowanych zwiazkow przy stezeniu >20 uM (Becco, L., Rodri-
guez, A., Bravo, M. E., Prieto, M., J., Ruiz-Azuara, L., Garat, B., Moreno V., Gambino, D. (2012). New
achievements on biological aspects of copper complexes Casiopeinas®: Interaction with DNA and pro-
teins and anti-Trypanosoma cruzi activity. Journal of inorganic biochemistry, 109, 49—56).

Inni badacze zaproponowali kompleksy wanadu z 2,2'-bipirydyny lub dipirydyno[3,2-a: 2',3'-c]fe-
nazyny oraz semikarbazyd aldehydu salicylowego lub jego pochodng semikarbazyd aldehydu 5-bromo-
salicylowego. Podobnie jak w przypadku poprzednich badaczy substancja do, ktérej autorzy odniesl
swoje wyniki byt nifurtimoks. Uzyskali oni wyniki ICso, dla czterech wariantéw komplekséw, w przedziale
13-84 uM (Benitez, J., L. Guggeri, I. Tomaz, G. Arrambide, M. Navarro, J. Costa Pessoa, B. Carat and
D. Gambino (2009). "Design of vanadium mixed-ligand complexes as potential anti-protozoa agents."
Journal of Inorganic Biochemistry 103(4): 609-616).

Podobne analizy przeprowadzity dwa zespoty badaczy Martins i in. oraz Paix&o i in.. W swoich
badaniach skupili sie na wykorzystaniu jonéw miedzi do stworzenia komplekséw wykazujacych witasci-
wosci przeciwko Trypanosoma cruzi. Pierwsza grupa badaczy z powodzeniem wykorzystata do stwo-
rzenia komplekséw powszechnie stosowane antybiotyki (lewofloksacyne i sparfloksacyne) (Martins,
D. A, Gouvea, L. R., Batista, D. D. G., J., Da Silva, P. B., Louro, S. R., Maria de Nazar¢, C. S., &
Teixeira, L. R. (2012). Copper (ll)-fluoroquinolone complexes with anti-Trypanosoma cruzi activity and
DNA binding ability. BioMetals, 25(5), 951-960). Natomiast Paix&o i in., podobnie jak Benitez i in., stwo-
rzyli kompleksy o ogélnym wzorze [Cu(N_O)(N_N)]?*, z wykorzystaniem 2-metoksybenzhydrazyd,
4-metoksybenzhydrazyd oraz trzy ligandy a-diiminowe: 1,10-fenantroling, 2,2'-bipirydyne i 4-4'-dime-
toksy-2-2'-bipirydyne (Paixéo, D. A., Lopes, C. D., Carneiro, Z. A., Sousa, L. M., de Oliveira, L. P., Lopes,
N. P., Pivatto M., Chaves J.D.S., de Almeida M.V., Ellena J., Moreira M.B., Netto A.V.G., de Oliveira
R.J., Guilardi S., de Albuquerque S., Guerra WMoreira, M. B. (2019). In vitro anti-Trypanosoma cruzi



8 PL 243401 B1

activity of ternary copper (ll) complexes and in vivo evaluation of the most promising complex. Biome-
dicine & Pharmacotherapy, 109, 157-166).

Kompleksy sulfoaminoamidowe z ugrupowaniem 8-aminochinolinowym miedzi i cynku wykazaty
skuteczno$¢ wobec patogennych szczepdw Leishmania braziliensis, chagasi i Trypanosoma cruzi. Ich
najnizsze |Cso okreslono na 0,35 mM (okoto 0,034%) w warunkach laboratoryjnych (Everson da Silva,
L., Teixeira, D. S., J., Nunes Maciel, E., Porting Nunes, R., Eger, L., Steindel, M., & Andrade Rebelo,
R. (2010). In vitro antiprotozoal evaluation of zinc and copper complexes based on sulfonamides con-
taining 8-aminoquinoline ligands. Letters in Drug Design & Discovery, 7(9), 679—685).

Inne syntetyczne kompleksy metali tj. manganu, kobaltu, niklu w postaci 4'-(2-ferrocenyl)-
-2,2":6'2"-terpyridiniowych pochodnych w warunkach in-vitro byty bardzo skuteczne przy stezeniu
1,1 mM wobec Plasmodium falciparum. Autorzy udowodnili skuteczno$é mieszanin soli manganu,
zelaza, kobaltu, niklu i miedzi (Al-Khodir, F. A. I., & Refat, M. S. (2017). Investigation of coordination
ability of Mn (1), Fe (Ill), Co (1), Ni (1), and Cu (1) with metronidazole, the antiprotozoal drug, in
alkaline media: Synthesis and spectroscopic studies. Russian Journal of General Chemistry, 87(4),
873-879).

Wykazano rowniez mozliwosci skutecznego tworzenia komplekséw i powszechnie stosowanym
antybiotykiem o silnym dziataniu przeciwpierwotniaczym (Metronidazol), z metalami m.in. Mn(ll), Fe(lll),
Co(Il), Ni(Il), i Cu(ll) (Al-Khodir, F. A. I. and M. S. Refat (2017). "Investigation of coordination ability of
Mn(ll), Fe(lll), Co(ll), Ni(ll), and Cu(ll) with metronidazole, the antiprotozoal drug, in alkaline media:
Synthesis and spectroscopic studies." Russian Journal of General Chemistry 87(4): 873-879).

Wzmocnienie aktywnosci przeciwpierwotniakowych jonéw metali miedzi i cynku w syntetycznych
kompleksach organicznych imidazopirydyniowych i diarylopiperydyniowych zalazty réwniez swoja
ochrone patentowa. | tak, w patencie US6291480B1 oraz US20060178358 udowodniono aktywno$é
pochodnych diarylopierydylowych wobec Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi oraz Emeria gatun-
kéw: tenella, acervulina, necatrix, brunetti maxima. Innym przyktadem zastosowan przeciwpierwotnia-
kowych komplekséw metali, w tym miedzi i niskoczasteczkowych zwiazkéw bioorganicznych
(US20110207701A1).

Dotychczasowe badania nad wtasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi pokazaty bardzo silne
dziatanie olejkdw eterycznych. Escobar, P i in. przeprowadzili badania wtasciwosci przecierwotniaczych
dla 5 roslin z rodzaju Lippi. Pozyskane olejki przeanalizowali pod katem pod katem hamowania rozwoju
pierwotniakéw na Trypanosoma cruzi oraz Leishmania chagasi, w odniesieniu nifurtimoksu. Uzyskali
oni wartoéci ICso od 4,4 do >100 pg/ml, natomiast w przypadku nifurtimoksu wartos¢ ta wyniosta 0,3—
0,4 ug/ml (Escobar, P., Milena Leal, S., Herrera, L. V., Martinez, J. R., & Stashenko, E. (2010). Chemical
composition and antiprotozoal activities of Colombian Lippia spp essential oils and their major compo-
nents.Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, 105(2), 184—190).

Podobnie ze zgtoszenia WO2008101131 A1 znana jest kompozycja do zabijania lub odpychania
pasozytdw zewnetrznych i/lub szkodnikdw, zawierajaca co najmniej 3% olejku eterycznego Lippia java-
nica i co najmniej jeden inny olejek eteryczny.

Inna grupa badaczy wykazata wptyw olejkéw eterycznych z Annona coriacea na Trypanosoma
cruzi oraz rézne gatunki leiszmani (Leishmania (L.): amazonensis, braziliensis, chagasi, major). Do ana-
lizy poréwnawczej wykorzystano dwa powszechnie stosowane, w przypadku wystapienia leiszmaniozy,
zwigzki pentamidyne oraz benznidazol. Uzyskane wartosci dla olejkdw eterycznych (39,93-261,20
ug/mL) byty znacznie wyzsze niz dla testowanych lekéw (odpowiednio 0,06—0,22 ug/mL i 45,02 ng/mL)
(Siqueira, C. A. T., J. Oliani, A. Sartoratto, C. L. Queiroga, P. R. H. Moreno, J. Q. Reiméo, A. G. Tem-
pone and D. C. H. Fischer (2011). "Chemical constituents of the volatile oil from leaves of Annona co-
riacea and in vitro antiprotozoal activity." Revista Brasileira de Farmacognosia 21: 0-0).

Perez i in. w swojej pracy przegladowej zebrali informacje o wtasciwosciach przeciwpierwotnia-
czych, ICso (Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis, Leishmania sp, Trypanosoma cruzi) dla m.in. olejku
tymiankowego, czosnkowego, bazyliowego, lawendowego, herbacianego czy tez krwawnikowego. Wy-
kazali oni wlasciwosci przeciwpierwotniakowe olejkow eterycznych w bardzo szerokim przedziale ste-
zen, od 8.3 ng/ml do 8 mg/ml (Pérez, S., M. Ramos-Lopez, E. Sanchez-Miranda, M. Fresan-Orozco and
J. Pérez-Ramos (2012). "Antiprotozoa activity of some essential oils." Journal of medicinal plant rese-
arch 6: 2901-2908).

Monzote i in. zebrali w swojej pracy doniesienia literaturowe dotyczace wiasciwosci przeciwpa-
sozytniczych olejkow eterycznych, ktére powstaty na przestrzeni lat 1988—2012. Prezentujg oni znaczny
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wzrost zainteresowania i ilosci badan nad zastosowaniem olejkéw eterycznych w zwalczaniu pierwot-
niakéw (Monzote, L., O. Alarcén and W. Setzer (2012). "Antiprotozoal Activity of Essential Oils." Agri-
culturae Conspectus Scientificus 77: 167-175).

Natomiast Moon i in., w pracy badawczej, przedstawili wtasciwoséci pierwotniakobdjcze dwdéch
olejkéw lawendowych przeciwko Giardia duodenalis, Trichomonas vaginalis oraz Hexamita inflata. Wy-
kazaty one iz stezenie 0,1% olejku lawendowego dziata bojczo w stosunku do analizowanych pierwot-
niakéw (Moon, T.,J. Wilkinson and H. Cavanagh (2006). 'Antiparasitic activity of two Lavandula essen-
tial oils against Giardia duodenalis, Trichomonas vaginalis and Hexamita inflata. "Parasitology research
99: 722-728).

Natomiast ze zgtoszenia EP2070427 A1 znane jest zastosowanie co najmniej jednego zwigzku
olejku eterycznego wybranego z grupy sktadajacej sie z aldehydu cynamonowego, 2-decenalu i neroli-
dolu jako lub w preparacie histomonastatu. Korzystnie zwiazek olejku eterycznego jest dodatkowo ta-
czony z co najmniej jednym zwiazkiem wybranym z grupy obejmujacej p-cymen, tymol, aldehyd salicy-
lowy, olejek z drzewa herbacianego, olejek mietowy, aldehyd kuminowy, kwas cynamonowy, cynamon
alkohol, farnezal i farnezyloaceton.

Ze zgtoszenia EP2119363 A2 znana jest kompozycja przeciwdrobnoustrojowa na bazie olejkéw
eterycznych roélin, o zwiekszonej skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej, zawierajaca: co najmniej
dwa olejki eteryczne z roslin jako gtéwny sktadnik; i niewielka, ale przeciwbakteryjnie skuteczna ilos¢
wzmachniacza wybranego z grupy sktadajacej sie z polijonowych organicznych wzmacniaczy (np. po-
lietylenoimina) i polijonowych nieorganicznych wzmacniaczy (np. tripolifosforan sodu, heksametafos-
foran sodu).

Z dokumentu US2014106012 AA znana jest kompozycja zawierajaca: olejek eteryczny wybrany
z grupy obejmujacej olejek anyzowy, olejek rozmarynowy, olejek nagietkowy, olejek z drzewa herbacia-
nego, olejek sasafrasowy, olejek quasi, olejek cynamonowy, olejek gozdzikowy, olejek eukaliptusowy,
olejek lawendowy, olejek mietowy, lub ich kombinacje; od okoto 10 procent do okoto 30 procent (v/v)
alkoholu izopropylowego; od okoto 30 procent do okoto 50 procent (v/v) mirystynianu izopropylu; od
okoto 5 procent do okoto 20 procent (v/v) oleju silikonowego; i od okoto 5 procent do okoto 25 procent
(v/v) tréjglicerydu kaprynowego/kaprylowego.

Z dokumentu EP 1512409 B1 znana jest wodna kompozycja do zwalczania wszy gtowowych i ich
jaj, ktéra zawiera jako sktadniki aktywne co najmniej jeden olejek eteryczny, znamienna tym, ze kom-
pozycja zawiera ponadto napar z: suszonych lisci miety pieprzowej, herbaty i czosnku. Natomiast ujaw-
niony sposdb wytwarzania wspomnianej kompozycji obejmuje nastepujace etapy: wykonanie naparu
z lisci miety pieprzowej, herbaty i czosnku we wrzacej wodzie i pozostawienie do ostygniecia, dodanie
olejkéw eterycznych do schtodzonego naparu, a nastepnie zmieszanie ochtodzonego naparu z surfak-
tantami i Srodkami zageszczajacymi z wytworzeniem Zelu.

Z patentu EP 1089745 B1 znane jest zastosowanie ekstraktu z oregano lub produktu metabolicz-
nego ekstraktu z oregano do wytwarzania leku do zmniejszania lub eliminowania ameby jelitowej wy-
branej z grupy obejmujacej Entamoeba hartmanni, Blastocystis hominis, Endolimax nana i Entamoeba
histolytica u ludzi potrzebujacych leczenia przeciwpierwotniakowego. Przy czym ujawniony lek jest przy-
stosowany do podawania w postaci zemulgowanej tabletki o przedtuzonym uwalnianiu zawierajacej kar-
wakrol jako sktadnik aktywny.

Natomiast z dokumentu US2014037698 AA (EP2666364 (B1) znany jest dodatek do paszy dla
zwierzat zawierajacy potaczenie soli kwasu organicznego z co najmniej jednym sktadnikiem aktywnym
pochodzenia rodlinnego, potaczenie to czesciowo pokryte olejami roslinnymi i/lub ttuszczami. Przy
czym, aktywne sktadniki pochodzenia roslinnego obejmuja olejki eteryczne wybrane z grupy sktadajacej
sie z imbiru, piperyny, oregano, tymolu, karwakrolu, aldehydu cynamonowego, czosnku i ich kombinacji.
Natomiast kwas organiczny korzystnie wybrany jest z grupy obejmujacej mastowy, propionowy, mréw-
kowy, mlekowy, cytrynowy, laurynowy, kaprynowy, kaprylowy, kaprynowy i octowy. Dodatek ma wtasci-
wosci przeciwpierwotniakowe.

Celem wynalazku jest zapewnienie nowej kompozycji do zwalczania pierwotniakow.

Istote wynalazku stanowi Weterynaryjna kompozycja zawierajaca jako substancje czynna glau-
cyne albo wyciag alkaloidowy z ziela Siwca (Glaucium sp.), charakteryzujgca tym, ze wspomniana
substancja czynna wystepuje w postaci kompleksu z mieszanina kwaséw organicznych, ktéra obejmuje
cztery kwasy zmieszane w proporcji 1:1:1:1 wybrane z grupy obejmujacej: kwas walerianowy, izowale-
rianowy, mlekowy, mastowy, octowy, propionowy, mréwkowy, benzoesowy, pelargonowy, salicylowy,
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malonowy, cytrynowy, ftalowy, winowy, szczawiowy, jabtkowy, szikimowy, fumarowy, migdatowy, cyna-
monowy lub ich pochodne i metalem wybranym z grupy obejmujacej molibden, kobalt, nikiel, chrom,
cynk, bizmut, miedz, mangan, selen, zelazo, ich sole, lub tlenki; do zastosowania w leczeniu i/lub zapo-
bieganiu choréb wywotywanych przez pierwotniaki z rodzaju Eimeria u zwierzat.

Korzystnie mieszanine kwaséw organicznych stanowi mieszanina kwasu octowego, kwasu pro-
pionowego, kwasu mlekowego oraz kwasu mrowkowego.

Kolejna istota wynalazku jest sposéb wytwarzania weterynaryjnej kompozycji do leczenia i/lub
zapobiegania choréb wywotywanych przez pierwotniaki z rodzaju Eimeria u zwierzat zawierajacej jako
substancje czynna glaucyne albo wyciag alkaloidowy z ziela Siwca (Glaucium sp.), wedtug wynalazku,
charakteryzujacy sie tym, ze obejmuje nastepujace etapy:

a) zmieszanie wyciagu z ziela Siwca (Glaucium sp.) z mieszaning kwaséw organicznych, i do-
danie katalizatora albo wprowadzenie katalizatora do mieszaniny kwasow i dodanie glaucyny,
przy czym mieszanina kwaséw organicznych obejmuje cztery kwasy zmieszane w proporc;ji
1:1:1:1 wybrane z grupy obejmujacej: kwas walerianowy, izowalerianowy, mlekowy, ma-
stowy, octowy, propionowy, mréwkowy, benzoesowy, pelargonowy, salicylowy, malonowy,
cytrynowy, ftalowy, winowy, szczawiowy, jabtkowy, szikimowy, fumarowy, migdatowy, cyna-
monowy lub ich pochodne;

b) dodawanie metalu wybranego z grupy obejmujacej molibden, kobalt, nikiel, chrom, cynk, bi-
zmut, miedZ, mangan, selen, zelazo, ich sole, lub tlenki;

Cc) ogrzewanie mieszaniny z katalizatorem uzyskanej w etapie b) do temperatury wrzenia oraz
kontynuowanie ogrzewania w temperaturze wrzenia pod chtodnicg zwrotng przez 20-
—120 minut;

d) odstawienie produktu reakcji do wystygniecia na okres od 10 do 24 godzin;

e) filtrowanie ostudzonego produktu reakciji.

Korzystnie w etapie a) substancja czynna jest mieszany z mieszanina kwasow organicznych
w stosunku wagowym od 1:1 do 10:1.

Korzystnie mieszanine kwaséw organicznych stanowi mieszanina kwasu octowego, kwasu pro-
pionowego, kwasu mlekowego oraz kwasu mréwkowego.

Korzystnie jako katalizator stosuje sie mieszanine siarczanu kobaltu, molibdenianu amonu oraz
chlorku lub siarczanu manganu.

Wynalazek dostarcza nastepujacych korzysci:

e wiasciwosci pierwotniakobdjcze kompozycji zapewniaja catkowita eliminacje infekcji;
e kompozycja wedtug wynalazku dziata w niskich stezeniach;

e kompozycja wedtug wynalazku wykazuje szerokie spektrum dziatania — tj. wykazuje dobre
dziatanie bdjcze wobec wielu gatunkéw pierwotniakow;

e kompozycja wedtug wynalazku moze stanowi¢ alternatywe dla chemioterapeutykow pierwot-
niakobdjczych (Antiprotozoal), takich jak np. metronidazol, kwas lasalowy, monenzyna, sali-
nomycyna, narazyna, klazuril lub moze tez stanowi¢ dodatek do chemioterapeutykdéw prze-
ciwpierwotniakowych, zmniejszajacy ryzyko powstania oporno$ci na dany lek.

Wynalazek szczegétowo przedstawiono w ponizszych przyktadach wykonania, przy czym wszyst-
kie opisane ponizej testy i procedury doswiadczalne przeprowadzono z zastosowaniem komercyjnie
dostepnych zestawdéw testowych, odczynnikéw i aparatury, postepujac zgodnie z zaleceniami produ-
centow stosowanych zestawdw, odczynnikéw i aparatury, o ile nie wskazano wyraznie inaczej. Wszelkie
parametry testowe mierzono z zastosowaniem standardowych, powszechnie znanych metod stosowa-
nych w dziedzinie, do ktérej nalezy niniejszy wynalazek.

Wszystkie wykorzystane do badan surowce dopuszczone sg zaréwno do zywienia zwierzat jak
i ludzi przez odpowiednie dyrektywy oraz organy. Doboru surowcéw dokonano na podstawie Codex
Alimentarius, czyli Kodeks Zywnosciowy utworzony przez FAO i WHO, Der Deutsche Arzneimittel-Co-
dex (DAC), wytycznych Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (European Food Safety
Authority — EFSA) oraz Rozporzadzenia (WE) nr 1831/2003 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia
22 sierpnia 2003 r. w sprawie dodatkow stosowanych w zywieniu zwierzat. Ponadto olejki eteryczne
wykorzystane do badan spetniaty wymagania Farmakopei Europejskiej, Szwajcarskiej oraz Der Deut-
sche Arzneimittel-Codex (DAC)
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Natomiast do badan in vitro aktywnosci przeciwpierwotniakowej kompozycji wedtug wynalazku
wytypowano 5 organizmoéw reprezentujacych grupy taksonomiczne, do ktérych naleza pierwotniaki cho-
robotwércze, tj.:

e Amoeba proteus — petzak odmieniec — pierwotniak z rzedu Euamoebida, nalezacy do super-
grupy 5 Amoebozoa, zyjacy w wodach.

e Paramecium caudatum — pantofelek ogoniasty reprezentujacy orzeski Ciliata, zyjacy w wo-
dach.

e Gregarina blattarum — gregaryna izolowana z karaczanow, reprezentujacy typ Apicomplexa,

zyjacy w przewodach pokarmowych lub jamach ciata bezkregowcéw.

e Euglena gracilis — pierwotniak zyjacy w wodach, reprezentujacy wiciowce — Mastigophora,

rodzine Euglenaceae.

e Trichomonas hominis — pierwotniak zyjacy w jelicie grubym cztowieka, reprezentujacy Tricho-

monadidae.

Przy czym, Amoeba, Paramecium, Trichomonas i Euglena obserwowano pod mikroskopem na
szkietkach zegarkowych z wtéknami waty wiskozowej (w celu ufatwienia obserwacji) w kropli wody
z hodowli, z ktérej pochodzity. Do préb badanych wprowadzano rézne koncentracje badanych kompo-
zycji, ustalajac dawke LDso ($miertelno$é 50%) i dawke LD1oo (Smiertelnos¢ 100%). We wszystkich przy-
padkach zastosowano 4-krotne powtdrzenia badania wraz z préba Slepa.

Gregaryny izolowano z karaczandw i po umieszczeniu na szkietku zegarkowym, w roztworze
Ringera, poddawano dziataniu produktéw w réznym stezeniu. Kazda prébka obejmowata dziesie¢ osob-
nikéw. Ustalano $miertelne stezenie substancji dla 50% i 100% osobnikéw (LDso, LD10o) w ciagu 3 minut.
Izolacji gregaryn z karaczanéw dokonano na podstawie sposobu izolacji gregaryn z chrzaszczy zapro-
ponowanego przez J. Moraczewskiego (Moraczewski J: Cwiczenia z zoologii bezkregowcéw. Wydanie
I, PWN, Warszawa 1974 r., s. 29-31, 285-292).

Identyfikacji poszczegdlnych pierwotniakdéw dokonano na podstawie ich opiséw i rysunkéw za
W.A. Dogiel oraz J. Hempel-Zawitkowska (Dogiel W.A.: Zoologia bezkregowcéw. Wydanie Ill, Pan-
stwowe Wydawnictwo Rolnicze i Lesne 1972 r.; Hempel-Zawitkowska J., Gatka B., Kalinska B., Kamio-
nek M, Komosiniska H., Pezowicz E. Podsiadio E., Sulgostowska T.: Zoologia dla uczeini rolniczych.
Wydawnictwo Naukowe PWN 2008 r.).

Kompozycje wedtug wynalazku, kontrole negatywne oraz pozytywne, przed podaniem na
szkietko zegarkowe, rozpuszczano w roztworze wodnym polisorbatu 80 (0,05%). Nie stwierdzono dzia-
tania béjczego polisorbatu 80 w ww. stezeniu.

Przykiad 1

Potaczenie (mieszanina i kompleks) alkaloidu - glaucyny z kwasami organicznymi i mie-
dzig albo cynkiem.

W tym nieograniczajacym przyktadzie wykonania przygotowano dwie nastepujace kompozycje:

a) kompozycje | —tj. kompozycje glaucyny z mieszaning kwaséw organicznych i miedzig w po-

staci weglanu miedzi

b) kompozycje Il — tj. kompozycje glaucyny z mieszaning kwasow organicznych i cynkiem

w postaci weglanu cynku (ale mozna stosowaé réwniez inne sole lub tlenki).

Cho¢ w tym nieograniczajacym przykfadzie wykonania jako metal zastosowano miedz lub cynk,
to do wytworzenia kompozycji wedtug wynalazku mozna wykorzystac takze inne metale, np. molibden,
kobalt, nikiel, chrom, cynk, bizmut, miedZ, mangan, selen, Zzelazo, ich sole, lub tlenki.

W celu wytworzenia kompozycji | do 10 ml mieszaniny kwaséw (zawierajacej kwas octowy, kwas
propionowy, kwas mlekowy oraz kwas mréwkowy zmieszane w stosunku 1:1:1:1) wprowadzono katali-
zator (ktéry stanowi siarczan kobaltu, molibdenian amonu oraz chlorek manganu zmieszane w stosunku
1:1:1) wilosci 0,3 g. Nastepnie wprowadzono 10 g glaucyny oraz 1 g weglanu miedzi. Cato$¢ ogrzewano
w temperaturze wrzenia, do czasu zmiany barwy, pod chtodnicg zwrotna przez 20 minut. Nastepnie
mieszanine pozostawiono do wychtodzenia (przez 10 godzin). Po tym czasie produkt reakcji filtrowano
przez bibute filtracyjna.

Kompozycje Il przygotowano analogicznie jak kompozycje |, z tym, Ze zamiast weglanu miedzi
dodano 1 g weglan cynku. Kompozycje | i Il zostaty nastepnie poddane analizie pod katem ich wiasci-
wosci przeciwpierwotniakowych. W tym celu obie kompozycje rozciericzano: 0,001% do 1%, po czym
umieszczano w poszczegdlnych rozciehczeniach pierwotniaki.
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e Amoeba proteus — petzak odmieniec — pierwotniak z rzedu Euamoebida, nalezacy do super-

grupy Amoebozoa, zyjacy w wodach;

e Paramecium caudatum — pantofelek ogoniasty reprezentujacy orzeski Ciliata, zyjacy w wo-

dach;

e Gregarina blattarum — gregaryna izolowana z karaczanow, reprezentujacy typ Apicomplexa,

zyjacy w przewodach pokarmowych lub jamach ciata bezkregowcow;

e Euglena gracilis — pierwotniak zyjacy w wodach, reprezentujacy wiciowce — Mastigophora,

rodzine Euglenaceae.

e Trichomonas hominis — pierwotniak zyjacy w jelicie grubym cztowieka, reprezentujacy Tricho-

monadidae.

Analizie wtasciwosci przeciwpierwotniakowych poddano rowniez poszczegdlne sktadniki kompo-
zycji. Badane preparaty, przed podaniem na szkietko zegarkowe, rozpuszczano w roztworze wodnym
polisorbatu 80 (0,05%). Nie stwierdzono dziatania béjczego polisorbatu 80 w ww. stezeniu. Prowadzono
obserwacje pod mikroskopem fluorescencyjnym z kontrastem fazowym. Aktywnos¢ pierwotniakobdjcza
uznano za efektywng gdy nastapita $mieré¢ 50% i 100% osobnikéw w ciagu 3 minut. Kontrolne substan-
cje przeciwpierwotniakowe stanowity CH — chloramfenikol oraz M — metronidazol. Wyniki uzyskane
z przeprowadzonego badania aktywnosci przeciwpierwotniakowej przedstawia Tabela 1. Wyniki prze-
prowadzonej analizy wykazaty, ze dziatanie bojcze i statyczne w uktadach ztozonych i po zajsciu reakcji
byto wyzsze niz dziatanie substancji z osobna, wchodzacych w sktad mieszanin reakcyjnych i komplek-
séw. Kompozycje | i Il wykazuja wielokrotnie silniejsza (potencjalizacja) aktywnos$¢ pierwotniakobdjcza
niz kazdy z tych sktadnikéw z osobna.

Wszystkie wykorzystane sktadniki w kompozycjach wedtug wynalazku sa dopuszczone zaréwno
do zywienia zwierzat jak i ludzi przez odpowiednie dyrektywy oraz organy, co w potaczeniu z ich wysoka
skutecznos$cia pozwala na ich zastosowanie w leczeniu i/lub profilaktyce parazytoz u zwierzat, wywoty-
wanych przez pierwotniaki. W szczegdlnoéci histomonadozy (wywotanej przez Histomonas meleagri-
dis), kokcydiozy (wywotanej przez Eimeria), cryptosporidiozy (wywotanej przez Cryptosporidium), tri-
chomonadozy (wywotanej przez Trichomonas), babeszjozy (wywotanej przez Babesia), ameboz (wy-
wotanych przez Amoeba), czy pierwotniaki z typu Apikompleksa (Apicomplexa).
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Przyktad 2

Potaczenie (kompleks i mieszanina) wyciagu alkaloidowego z Siwca (Glaucium sp.) z mie-
szaning kwasow i miedzig albo cynkiem.

W celu otrzymania wyciagu z ziela Siwca (Glaucium sp.), 100 g suchego i rozdrobnionego ziela
Siwca (Glaucium sp.) zalano 500 ml mieszaning: izopropanol + octan etylu + woda, destylowana
w proporcjach 50:30:20 z kwasem bursztynowym (5 g). Podgrzewano pod chtodnica zwrotng w tempe-
raturze wrzenia 30 minut, po czym odstawiono na 24 godziny do ostygniecia. Przefiltrowano przez bibute

filtracyjna.
W tym nieograniczajacym przyktadzie wykonania przygotowano dwie nastepujace kompozycje:
a) kompozycje lll — tj. kompozycje wyciagu z ziela Siwca z mieszanina kwasoéw organicznych

i miedzia w postaci weglanu miedzi
b) kompozycje IV — tj. kompozycje wyciagu z ziela Siwca z mieszaning kwaséw organicznych
i cynkiem w postaci weglanu cynku (ale mozna stosowac réwniez inne sole lub tlenki).

W celu wytworzenia kompozycji Ill, do 500 ml uzyskanego wyciagu dodano 1,5 g mieszaniny
katalizatora (zawierajacej siarczan kobaltu, molibdenian amonu oraz siarczan manganu zmieszane
w proporcji 1:1:1) oraz 5 g weglanu miedzi oraz 50 ml mieszaniny kwasow (zawierajacej kwas octowy,
kwas propionowy, kwas mlekowy oraz kwas mréwkowy zmieszane w stosunku 1:1:1:1).

Cho¢ w tym nieograniczajacym przykfadzie wykonania mieszanina kwasow zawiera kwas octowy,
kwas propionowy, kwas mlekowy oraz kwas mrowkowy, to w sposobie wedtug wynalazku jako miesza-
nine kwasow mozna stosowac cztery dowolne kwasy wybrane z grupy obejmujacej kwas walerianowy,
izowalerianowy, mlekowy, mastowy, octowy, propionowy, mréwkowy, benzoesowy, pelargonowy, sali-
cylowy, malonowy, cytrynowy, ftalowy, winowy, szczawiowy, jabtkowy, szikimowy, fumarowy, migda-
towy, cynamonowy lub ich pochodne.

Catos¢ ogrzewano w temperaturze wrzenia, do czasu zmiany barwy, pod chtodnica zwrotng przez
120 minut. Nastepnie mieszanine pozostawiono do wychtodzenia (przez 24 godziny) i uzyskania kla-
rownego roztworu (jedno, dwu lub tréjfazowego). Po tym czasie produkt reakcji filtrowano przez bibute
filtracyjna. Kompozycje IV przygotowano analogicznie jak kompozycje Ill, z tym, ze zamiast weglanu
miedzi dodano 5 g weglanu cynku. Kompozycje Il i IV zostaty nastepnie poddane analizie pod katem
ich wiasciwosci przeciwpierwotniakowych analogicznie jak w przyktadzie 1, a wyniki przedstawiono
w tabeli 2.

Wyniki przeprowadzonej analizy wykazaty, ze dziatanie bojcze i statyczne w uktadach ztoZzonych
i po zajsciu reakcji byto wyzsze niz dziatanie substancji z osobna, wchodzacych w skfad mieszanin
reakcyjnych i komplekséw. Kompozycije Il i IV wykazuja wielokrotnie silniejsza (potencjalizacja) aktyw-
nos¢ pierwotniakobdjcza niz kazdy z tych sktadnikéw z osobna.

Wszystkie wykorzystane sktadniki w kompozycjach wedtug wynalazku sa dopuszczone zaréwno
do zywienia zwierzat jak i ludzi przez odpowiednie dyrektywy oraz organy, co w potaczeniu z ich wysoka
skutecznos$cia pozwala na ich zastosowanie w leczeniu i/lub profilaktyce parazytoz u zwierzat, wywoty-
wanych przez pierwotniaki. W szczegdlnoéci histomonadozy (wywotanej przez Histomonas meleagri-
dis), kokcydiozy (wywotanej przez Eimeria), cryptosporidiozy (wywotanej przez Cryptosporidium), tri-
chomonadozy (wywotanej przez Trichomonas), babeszjozy (wywotanej przez Babesia), ameboz (wy-
wotanych przez Amoeba), czy pierwotniaki z typu Apikompleksa (Apicomplexa).



15

PL 243401 B1

JOZEPIUOIIOW — [A 44 ‘TONTUSJUWEIOND —HD 4

%S00°0 (0T | %9000 0AT [ %L0°0:00AT| %00 AT| %IT:000QT | %IT 00 aT %1 10T | %ST1°0:99'd'T o Sutuoy
%€00°0 ‘AT | %000 “*A'T %0°0 ‘AT | %$T0:%AT %60 Q1 %60:5AT | %80:AT| %800:Q1 Q1 SULOUOYII ]
%£00°0 ‘01T | %9000 0TAT | %80°0 00AT [ %E00AT | %S$0:907AT | %STT AT | %STT 00T 01T | %900°0:991A’'] WmppRYd
%200°0 AT | %T00°0 -*QT %00 (%1 €0%qT | %SE0 *aqT %80:9%AT | %80 %A1 1| %I0070:%a1 RV
%€00 01T [ %$00°0 9T AT | %9070 0T | %STO 0T | %LI°0:90'AT %I 0011 %1 00QT [ %S 00T [ %S1°0:07QT snajord
%T00°0 AT | %E£00°0 AT %T0°0 :®AT| %SI0:%dT| %60°0:°aT | %S0°0:°d1 %9°0:¢dT | %E0°AT| %L00:AT vqsouy
%L00°0 (0T | %9000 0TAT [ %80°0 00T |  %t0:007AT | %LE0:0TAT | %E00AT | %IT AT | %E£0:00Q] 001 QT unan)ngq
%€00°0 ¥AT | %C00°0:%AT | %b00 ®AT| %T0:*¥AT| %C10%AT | %L00*AT| %60:5AT| %El'0:*AT a7 VUL Z24L)
%5000 “01AT | %900°0 “0!AT [ %60°0 00AT [ %E00MAT | %ST'0:0'AT | %I'00AT | %I'T AT 00IqT | %I0:0AT s1710043
%2000 < AT | %£00°0 :*A1 %£0°0 %A1 %10:5AT | %S10:95dT| %S0°0:°dT %S0 :9d1 Q1| %S$0°0:¢d1 vua| 305y
HEIUIOMIIN g
BIAMI nus> zporut eiojezieie MOSEM
Al t S nue@as nue[3m .:.ﬁ».» Nﬂd ! 1{.:3:5«.. W «HO
elaazodwoyf elddzodwoy] | ep1zz3eraip 10MIZ0Y 10Az20Y Dauz0Y PUUEZSIIN
vqoid

moyeimomadid yoAuesgAm ep duozovuzAm ‘AT I [T 1oAzodwoy e[p 01T ‘OSqT OSOMEM T B[OQRL




16

1.

PL 243401 B1

Zastrzezenia patentowe

Weterynaryjna kompozycja zawierajaca jako substancje czynna glaucyne albo wyciag alkalo-
idowy z ziela Siwca (Glaucium sp.), znamienna tym, ze wspomniana substancja czynna wy-
stepuje w postaci kompleksu z mieszanina kwaséw organicznych, ktéra obejmuje cztery
kwasy zmieszane w proporcji 1:1:1:1 wybrane z grupy obejmujacej: kwas walerianowy, izo-
walerianowy, mlekowy, mastowy, octowy, propionowy, mréwkowy, benzoesowy, pelargo-
nowy, salicylowy, malonowy, cytrynowy, ftalowy, winowy, szczawiowy, jabtkowy, szikimowy,
fumarowy, migdatowy, cynamonowy lub ich pochodne i metalem wybranym z grupy obejmu-
jacej molibden, kobalt, nikiel, chrom, cynk, bizmut, miedZ, mangan, selen, zelazo, ich sole, lub
tlenki; do zastosowania w leczeniu i/lub zapobieganiu choréb wywotywanych przez pierwot-
niaki z rodzaju Eimeria u zwierzat.

Kompozycja zastrz. 1, znamienna tym, ze mieszanine kwasow organicznych stanowi mie-

szanina kwasu octowego, kwasu propionowego, kwasu mlekowego oraz kwasu mrowkowego.

Sposéb wytwarzania weterynaryjnej kompozycji do leczenia i/lub zapobiegania choréb wywo-

tywanych przez pierwotniaki z rodzaju Eimeria u zwierzat zawierajgcej jako substancje czynna

glaucyne albo wyciag alkaloidowy z ziela Siwca (Glaucium sp.), wedtug dowolnego z poprzed-
nich zastrz. od 1 do 2, znamienny tym, ze obejmuje nastepujace etapy:

a) zmieszanie wyciagu z ziela Siwca (Glaucium sp.) z mieszaning kwasoéw organicznych, i do-
danie katalizatora albo wprowadzenie katalizatora do mieszaniny kwaséw i dodanie glau-
cyny, przy czym mieszanina kwasow organicznych obejmuje cztery kwasy zmieszane
w proporcji 1:1:1:1 i wybrane z grupy obejmujacej: kwas walerianowy, izowalerianowy, mle-
kowy, mastowy, octowy, propionowy, mréwkowy, benzoesowy, pelargonowy, salicylowy, ma-
lonowy, cytrynowy, ftalowy, winowy, szczawiowy, jabtkowy, szikimowy, fumarowy, migda-
towy, cynamonowy lub ich pochodne;

b) dodawanie metalu wybranego z grupy obejmujacej molibden, kobalt, nikiel, chrom, cynk, bi-
zmut, miedZ, mangan, selen, zelazo, ich sole, lub tlenki;

c) ogrzewanie mieszaniny z katalizatorem uzyskanej w etapie b) do temperatury wrzenia
oraz kontynuowanie ogrzewania w temperaturze wrzenia pod chtodnica zwrotng przez 20—
120 minut;

d) odstawienie produktu reakcji do wystygniecia na okres od 10 do 24 godzin;

e) filtrowanie ostudzonego produktu reakciji.

Sposéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze w etapie a) substancja czynna jest mieszany

Z mieszaning kwaséw organicznych w stosunku wagowym od 1:1 do 10:1.

Sposéb wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 3 do 4, znamienny tym, ze mieszanine

kwasow organicznych stanowi mieszanina kwasu octowego, kwasu propionowego, kwasu

mlekowego oraz kwasu mréwkowego.

Sposéb wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 3 do 5, znamienny tym, Ze jako katali-

zator stosuje sie mieszanine siarczanu kobaltu, molibdenianu amonu oraz chlorku lub siar-

Czanu manganu.
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