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Opis wynalazku
Przedmiotem wynalazku jest sposób otrzymywania frakcji terpenoidowych z zielonych części eu­

ropejskich odmian ostrokrzewu oraz zastosowanie mieszaniny związków terpenoidowych, wpływają­
cych korzystnie na regulację gospodarki lipidowej.

Choroby cywilizacyjne, w tym podwyższony poziom cholesterolu jak również skorelowane z nim 
nadciśnienie tętnicze stanowią istotną przyczynę pogorszenia komfortu życia, jak i śmierci coraz więk­
szej części współczesnych społeczeństw. Wg danych szacunkowych Głównego Urzędu Statystycz­
nego, ponad 50% Polaków umiera na choroby układu krążenia (Statystyka zgonów i umieralności 
z powodu chorób układu krążenia, https://stat.qov.pl/obszary-tematyczne/ludnosc/ludnosc/statystyka- 
zqonow-i-umieralnosci-z-powodu-chorob-ukladu-krazenia.22,1 .html dostęp 20 marca 2020). Najczę­
ściej wymienianymi przyczynami tego stanu rzeczy jest coraz mniejsza aktywność ruchowa Polaków 
[1,2], jak również niewłaściwy dobór diety [3], Rosnący problem braku intensywnej aktywności fizycznej 
i chorób sercowo-naczyniowych został zauważony na świecie [46], gdzie w wysoko rozwiniętych krajach 
przewiduje się wciąż rosnącą tendencję ich udziału w przyczynie zgonów [6,7],

Udowodniono, że powstawanie blaszek miażdżycowych jest związane ściśle z poziomem lipidów we 
krwi. Zaliczają się do nich głównie: cholesterol i jego estry, triglicerydy, fosfolipidy czy wolne kwasy tłusz­
czowe. Z kolei ze względu na ich bardzo małą polarnośćwe krwi frakcje lipidowe transportowane są we krwi 
w połączeniu z białkami w postaci chylomikronów, lipoprotein o bardzo małej (VLDL), pośredniej (IDL) małej 
(LDL) i dużej gęstości (HDL) [8], Należy podkreślić w tym miejscu, że większa część cholesterolu jest pocho­
dzenia endogennego [9], Chociaż podstawą leczenia hiperlipoprotenemii jest unormowanie masy ciała i do­
bór zbilansowanej diety to stosowana jest przede wszystkim klasyczna farmakoterapia.

Regulacja poziomu lipidów i cholesterolu w przypadku osób, u których stwierdzono znaczne prze­
kroczenia stężeń odbywa się obecnie przy zastosowaniu: a) inhibitorów biosyntezy cholesterolu (głów­
nie reduktazy hydroksymetyloglutarylo-Co-A), np. Atorwastatyna, Fluwastatyna, Pitawastatyna czy Pra- 
wastatyna; b) inhibitorów wchłaniania cholesterolu np. Ezetymib; c) wymienników jonowych (np. chole- 
styramina) i estrów etylowych kwasów tłuszczowych; d) fibratów np. fenofibrat, gemgibrozyl; e) pochod­
nych kwasu nikotynowego. Za działające najszybciej uważa się te z grupy statyn [10], Uzupełnieniem 
leków stosowanych w klasycznej farmakoterapii, szczególnie dla lżejszych lub początkowych stadiów 
zaburzeń gospodarki lipidowej wydają się być związki pochodzenia roślinnego. Należą one zarówno do 
grupy leku ziołowego jak i środka spożywczego (w tym suplementu diety). Ich mechanizm działania 
odbywa się najczęściej analogicznie do substancji syntetycznych. W klasycznej fitoterapii miażdżycy 
stosuje się roślinne antisclerotica i metabolica. Należą do nich np. czosnek i jego preparaty (hamowanie 
odkładania cholesterolu, zwiększanie frakcji HDL) [11,12]; liść i ziele karczocha (działanie obecnej 
w jego składzie cynaryny [13]); olej z ogórecznika (w tym zawarty w jego składzie kwas γ-linolenowy) 
czy ekstrakty z kory sosny nadmorskiej (Pinus maritima), które dzięki wysokiej zawartości fenolokwasów 
przeciwdziałają powstawaniu oxy-LDL [14], Na polskim rynku leków ziołowych i suplementów obecne 
są także wysokoproantocyjanidynowe wyciągi z guazumy (Guazuma ulmifolia), murai (Murraya koenigi), 
mlecza warzywnego (Sonchus oleraceus) czy mieszanki złożone (kwiatostan głogu, ziele krwawnika, 
owoc głogu, ziela karczocha [15], Udowodnioną skuteczność w obniżeniu cholesterolu miały również 
balsamowiec indyjski Commiphora wightii [16], koper [17], psianka podłużna Solanum melongena [18], 
bazylia azjatycka Ocimum tenuiflorum [19] czy oliwki europejskiej Olea europaea [20],

Szeroko stosowanymi preparatami naturalnym są również frakcje fitosteroli (głównie β-sitosterol i po­
chodne z soi), które hamują wychwyt cholesterolu z jelit [21], Stosowanie w dawce 1.5 do 2.4 g obniża do 
10% poziom cholesterolu całkowitego we krwi [22], Fitosterole obecnie są stosowane w postaci kapsułek lub 
oleju (jako olej z nasienia dyni, ale też jako dodatki do pieczywa, margaryn, jogurtów etc.). Szczegółowe 
doniesienia przeglądowe, dotyczące ekstraktów obniżających poziom cholesterolu w ostatnich latach zostały 
opublikowane przez Saravanan i Ignacimuthu [23], oraz Dai, Lu i in. [24], a także Eslami i Shidfar [25],

Otrzymywanie oraz zastosowanie roślinnych ekstraktów o charakterze przeciwcholesterolowym 
było i jest przedmiotem ochrony patentowej.

Patent amerykański US8337915B2 ujawnia zastosowanie ekstraktu z owoców kopru kozieradki 
Trigonella foenum-graecum jako mieszaniny związków obniżających stężenie cholesterolu we krwi. 
Z kolei publikacja WO2011147028A2 opisuje farmaceutyczne i nutraceutyczne metody leczenia chorób 
sercowo-naczyniowych, przy wykorzystaniu kompozycji zawierających ekstrakty ze skórki jabłek.

https://stat.qov.pl/obszary-tematyczne/ludnosc/ludnosc/statystyka-zqonow-i-umieralnosci-z-powodu-chorob-ukladu-krazenia.22,1_.html
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Kolejny amerykański patent US6589572B2 ukazuje użycie mieszanego ekstraktu żeń-szenia Pa- 
nax notoginseng oraz szałwii czerwonej Salvia miltiorrhiza jako mieszaniny obniżającej i utrzymującej 
ciśnienie krwi na zasadniczo niskim poziomie.

Patent US7780996B2 ukazuje zastosowanie ekstraktu liściokwiatu garbnikowatego Emblica offi- 
cinalis jako produkt do profilaktycznego i terapeutycznego leczenia chorób wieńcowych, miażdżycy, 
niedoczynności i nadczynności tarczycy.

Publikacja WO2011090271A2 przedstawia kompozycję występującą w ekstrakcie z nasion liczi 
chińskiego Litchi chinensis, mającą pozytywny wpływ na zapobieganie i leczenie stłuszczenia wątroby 
lub otyłości.

Z kolei w publikacji WO2011056061A1 ujawniono wpływ polarnego ekstraktu pozyskanego z Al- 
ternantery bezszypułkowej, Alternanthera sessilis na obniżanie poziomu triglicerydów w osoczu i/lub 
zwiększanie poziom lipoprotein o wysokiej gęstości w osoczu.

Ochroną patentową objęte są również ekstrakty złożone, np. z karczocha, kawy i oliwki europej­
skiej, które ujęte w amerykańskim patencie US9248157B2 stosuje się w leczeniu zespołu metabolicz­
nego.

Natomiast chiński patent CN102772741A dotyczy tradycyjnej kompozycji medycyny chińskiej, 
w skład której wchodzą m.in: żółtaczek indyjski Etroplus maculatus, Atractylodis macrocephalae, kłącze 
kolcorośli Smilacis glabrae, ardyzji japońskiej Ardisia japonica, Ku Shen Sophora flavescens i kurkumy 
Curcuma zedoaria. Kompozycja ta ma działanie lecznicze przy niewydolności śledziony, miażdżycy, 
chorobach wieńcowych, a także zawałach serca.

Takson llex (Aquifoliaceae) obejmuje kilkaset gatunków i podgatunków (http://www.theplan- 
tlist.orq/tpl/search?q=ilex& csv=on dostęp 30 marca 2020). Najbardziej rozpowszechniony pośród nich (za­
równo pod względem wielkości upraw/występowaniajak i zastosowania) jest gatunek paraguariensis, znany 
pod nazwą matę, Yerba matę, chimarrao, caa matę. Napary lub maceraty z I. paraguariensis są bardzo 
popularne, jako substytut kawy lub herbaty [26], Oprócz zawartości pobudzającej kofeiny, mają w swoim 
składzie dodatkowo szereg metabolitów wtórnych, wykazujących pozytywny efekt biologiczny. Zarówno 
sproszkowana roślina, ekstrakty oraz frakcje z niej pozyskane, są obecne na rynku jako suplementy diety 
lub jako żywność funkcjonalna. Za najistotniejsze uważa się aktywności regulujące poziom lipidów, przeciw­
cukrzycowe oraz syndrom metaboliczny [27], Znane są również doniesienia literaturowe, w tym oparte na 
meta-analizach, w których koreluje się bardzo wysokie stężenia kwasów mono i di-kawoilochinowych z za­
równo prewencją jak i łagodzeniem przebiegu chorób sercowo-naczyniowych [28], Udowodniono również, 
że przyjmowanie naparu z I. paraguariensis zapobiega utlenieniu lipoprotein o niskiej gęstości w osoczu. 
Jednocześnie powoduje efekt obniżenia poziomu cukru dla cukrzycy typu II [29],

Napoje oraz frakcje pozyskane z I. paraguariensis posiadają udowodnione właściwości hamujące 
przyrost nadmiernej masy ciała [30], Obecnie mechanizm supresji apetytu powodowany podażą I. pa­
raguariensis, jest niejasny.

W Europie uprawia lub hoduje się kilkadziesiąt odmian, z czego najbardziej rozpowszechnione są 
gatunek aquifolium (kolczasty) i Mezerwy (meserveae) kultywarów Alaska, Golden van Tol, Blue Angel, Gol- 
den Girl i Blue Boy. Ich szczegółowy skład chemiczny jak i aktywności biologiczne nie są dotychczas prze­
badane. Nieoczekiwanie okazało się, że frakcje terpenoidowe wyodrębnione z europejskich odmian ostro- 
krzewu, posiadają właściwości pozytywnie wpływające na gospodarkę lipidową organizmu.

Korzystnie jest, gdy zawiera na 100 g suchej masy: β-amyryna od 0,043 do 0,28 g, a-amyryna 
od 0,174 do 0,64 g; lupeol od 0,04 do 0,24 g; (33)-lup-20(29)-ene,3,28-bis od 0,087 do 0,27 g, ursolowy 
kwas od 0,009 do 0,096 g i jego izomer kwasu ursulowego od 0,009 do 0,112 g.

Istotą sposobu według wynalazku jest to, że wysuszone, sproszkowane liście europejskich od­
mian ostrokrzewu takich jak llexaquifolium albo llexmesereveae, które zawierają na 100 g suchej masy: co 
najmniej 0,043 g β-amyryny, co najmniej 0,174 g α-amyryny; co najmniej 0,04 g lupeolu; co najmniej 0,087 g 
^)-lup-20(29)-enu,3,28-bis, co najmniej 0,009 g ursolowego kwasu i izomeru kwasu ursulowego co naj­
mniej 0,009 g, maceruje się co najmniej 12 godz. rozpuszczalnikiem niepolarnym, takim jak dichlorometan, 
po czym rozpuszczalnik odparowuje się i dodaje heksanu i oczyszcza się, wstępnie ekstrahując trzykrotnie 
mieszaniną woda : polarny rozpuszczalnik organiczny taki jak metanol, następnie po wymyciu, frakcję orga­
niczną odparowuje się i poddaje oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej, wymywając mieszaniną roz­
puszczalników niepolarnego i polarnego, takich jak heksan i eter dietylowy w wyniku czego otrzymuje się na 
pierwszej frakcji triacyloglicerole, będące odpadem oraz na kolejnych frakcjach triterpeny będące mieszaniną 
związków terpenoidowych. Korzystnie jest, gdy sproszkowane liście europejskich odmian ostrokrzewu za­
wierają na 100 g suchej masy: β-amyryna od 0,043 do 0,28 g, α-amyryna od 0,174 do 0,64 g; lupeol od 0,04 

http://www.theplan-tlist.orq/tpl/search?q=ilex&
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do 0,24 g; (33)-lup-20(29)-ene,3,28-bis od 0,087 do 0,27 g, ursolowy kwas od 0,009 do 0,096 g i jego izomer 
kwasu ursulowego od 0,009 do 0,112 g.

Korzystnie jest, gdy do otrzymywania używa się gatunku Ilex aquifolium odmiany Alaska.
Korzystnie również jest, gdy do otrzymywania używa się gatunku Ilex aquifolium odmiany Golden 

van Tol.
Korzystnie również jest, gdy do otrzymywania używa się gatunku Ilex aquifolium odmiany Ferox 

Argentea.
Korzystnie także jest, gdy do otrzymywania używa się gatunku Ilex meserveae odmiany Blue 

Angel.
Korzystnie również jest, gdy do otrzymywania używa się gatunku Ilex meserveae odmiany Golden 

Girl.
Korzystnie także jest, gdy do wstępnego oczyszczania używa się mieszaniny woda : metanol 

w stosunku (20:80).
Korzystnie również jest, gdy do oczyszczania frakcji terpenowej na kolumnie chromatograficznej 

używa się wypełniania Kieselgel 60 230-400 Mesh Merck.
Korzystnie także jest, gdy do wymywania poszczególnych frakcji używa się mieszaninę heksan : 

eter dietylowy w stosunku 80:1 ze zwiększającą się polarnością.
Z kolei istotą zastosowania mieszaniny związków terpenoidowych otrzymanych jak w istocie po­

wyżej jest zastosowanie jej w leczeniu i profilaktyce chorób powodowanych wysokim stężeniem chole­
sterolu we krwi, takich jak hipercholesterolemia, hiperlipidemia mieszana i inne hiperlipidemie.

Zaletą wynalazku jest możliwość łatwej izolacji bioaktywnego materiału z dostępnych lokalnie 
roślin, jak również jego całoroczna dostępność, niezależna od pory roku. Stosując sposób wedłu g wy­
nalazku ze 100 g suchej masy roślinnej otrzymuje się ponad 1,6 g frakcji triterpenopidowej, o aktywności 
regulującej gospodarkę lipidową. Ponadto dodatkową zaletą w tym procesie jest możliwość otrzymania 
frakcji saponinoninowej i polifenolowej.

Rysunek przedstawia struktury dominujących w ekstrakcie triterpenów, gdzie Wzór 1 to a-amy- 
ryna, Wzór 2 to β-amyryna, Wzór 3 to lupeol, Wzór 4 to lup-20(29)-en-33,28-diol, Wzór 5 to kwas urso­
lowy, Wzór 6 to izomer kwasu ursulowego. Przedmiot wynalazku został bliżej opisany w przykładach 
wykonania, które nie ograniczają zakresu ochrony.

Przykład 1: Do 100 g suchych, zmielonych (<0,5 mm) liści I. aquifolium bezodmianowa dodaje się 
350 mL dichlorometanu i pozostawia na 24 godziny i odparowuje się na wyparce rotacyjnej. Pozostałość 
rozpuszcza się w 50 mL heksanu i przemywa trzykrotnie 50 mL mieszaniną metanol : woda 80:20 z dodat­
kiem 20 μL 2M kwasu solnego 37%. Po odwirowaniu i odparowaniu uzyskuje się 5,1 g oleistej, zielonej 
pozostałości. Następnie rozdziela się ją na kolumnie chromatograficznej (Kieselgel 60, 230-400 Mesh 
Merck) wymywając frakcję będącą odpadem, tj. woski i triacyloglicerole, rozpuszczalnikiem heksan : eter 
dietylowy 80:1. Kolejno, zwiększenie polarności fazy ruchomej, poprzez zwiększenie udziału eteru dietylo- 
wego w mieszaninie do 1:1, powoduje wypłukanie frakcji terpenoidowych. Po wstępnej identyfikacji (TLC 
i GC-MS) zagęszcza się je na wyparce próżniowej do sucha, uzyskując 1,2 g białej, bezpostaciowej frakcji.

Profil wyższych terpenoidów oceniano stosując metodę derywatyzacji z sililacją N,O-Bis (trimety- 
losilililo)trifluoroacetamidu (BSTFA) na GC-MS (Shimadzu QP 2020, Shimadzu, Kyoto, Japonia). Roz­
twór przefiltrowano i odparowano na wyparce próżniowej pod zmniejszonym ciśnieniem. Następnie do 
próbki dodano 500 μL pirydyny i 50 μL BSTFA. Mieszaninę przeniesiono do wialki i ogrzewano przez 
25 minut w temperaturze 70°C. Separację uzyskano za pomocą kolumny kapilarnej Zebron ZB-5 (30 m, 
0,25 mm, 0,25 μm; Phenomenex, Torrance, CA, USA). Analizę GC-MS przeprowadzono według nastę­
pujących parametrów: Skanowanie wykonywano w zakresie od 40 do 1050 m/z w jonizacji strumieniem 
elektronów (El) przy napięciu 70 eV, w trybie 10 skanów s-1. Analizy wykonano z użyciem helu jako gazu 
nośnego przy przepływie 1,0 mL min-1 w proporcji 1:20 i następującym programie: 100°C przez 1 minutę, 
wzrost temperatury o 2,0°C min-1 od 100 do 190°C; wzrost temperatury o 5°C min-1 od 190 do 300°C. 
Temperatura dozownika wynosiła 280°C. Związki były identyfikowane przy użyciu dwóch różnych metod 
analitycznych, które można porównać: czasy retencji z autentycznymi związkami chemicznymi (Supelco 
C7 - C40 Saturated Alkanes Standard) i otrzymane widma masowe, z dostępną biblioteką (Willey NIST 
17, indeks dopasowania >90%).

Dodatkowo frakcje terpenoidowe identyfikowano wykonując widma 13C i 1H NMR. Strukturę che­
miczną dominujących w mieszaninie składników składniki potwierdzono wykonując stosowne widma 
magnetycznego rezonansu jądrowego (Bruker, CDCI3, 600 MHz). Na widmach 13C zidentyfikowano 
następujące sygnały diagnostyczne: a) dla a-amyryny: 154,30; 124. 25, 78,60 ppm; b) dla β-amyryny: 
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145,02; 122,38; 78,11 ppm; c) dla lupeolu: 150,98; 108,32; 79,02 ppm; d) dla kwasu ursulowego:176,20;
138,09; 79,04; 55,30 ppm oraz dla jego izomer: 180,09; 144,81; 122,65; 78,30.

Tabela 1. Skład procentowy frakcji terpenoidowych. Skład wyrażono jako 
pochodne TMS, ze względu na metodykę oznaczenia.

Rl exp. Rl lit. RT Nazwa
llex aquifolium 
bezodmianowa 

[%]
2835 2832 20.65 all-trans-skwalen ślady
3162 3141 24.93 α-Tokoferol, TMS 1.35
3361 3370 27.78 (3/3)-Olean-18-en-3-ol, (O-TMS) 3.31
3370 3344 27.93 Z3-Sitosterol (TMS) 6.38
3384 3353 28.16 jS-Amyryna (TMS) 10.65
3397 3385 28.37 Germanikol (TMS) 2.08
3420 3406 28.79 α-Amyryna (TMS) 29.81
3427 3435 28.93 Lupeol (TMS) 16.77
3508 3523 30.50 Lupenylu octan 1.14
3530 3540 30.99 Uwaol, 2O-TMS 3.13
3563 3560 31.73 (3j8)-Lup-20(29)-ene, 3,28-bisTMS 14.59
3580 3588 32.11 Betulinowy kwas (bisTMS) 1.62
3596 3591 32.46 Oleanowy kwas (TMS) 0.69
3643 3657 33.60 Ursolowy kwas (TMS) 2.88
3650 n.a. 33.75 Izomer kwasu ursulowego (TMS) 4.97

gdzie Rl exp. To eksperymentalny indeks retencji wyznaczony wg n-alkanów na kolumnie ZB-5; Rl lit. 
to indeks retencji odczytany w bazie danych NIST17; RT to czas retencji.

Przykład 2. Do 100 g suchych, zmielonych (<0,5 mm) liści I. aquifolium odmiany Alaska dodaje 
się 350 mL chloroformu i pozostawia na 24 godziny i odparowuje się na wyparce rotacyjnej. Pozostałość 
rozpuszcza się w 50 mL heksanu i przemywa trzykrotnie 50 mL mieszaniny metanol : woda 80:20 
z dodatkiem 20 μί 2M kwasu solnego 37%. Po odwirowaniu i odparowaniu uzyskuje się 5,3 g oleistej, 
zielonej pozostałości. Następnie rozdziela się ją na kolumnie chromatograficznej (Kieselgel 60, 230- 
400 Mesh Merck) wymywając frakcję będącą odpadem, tj. woski i triacyloglicerole, rozpuszczalnikiem 
heksan : eter dietylowy 80:1. Kolejno, zwiększenie polarności fazy ruchomej, poprzez zwiększenie 
udziału eteru dietylowego w mieszaninie do 1:1, powoduje wypłukanie frakcji terpenoidowych. Po wstęp­
nej identyfikacji (TLC i GC-MS) zagęszcza się uzyskując 1,6 g białej, bezpostaciowej frakcji.

Skład tak uzyskanej frakcji przedstawia się w Tabeli 2 poniżej (wg metodyki opisanej w przykładzie 1):
Tabela 2. Skład procentowy frakcji terpenoidowych w llex aquifolium Alaska. 

Skład wyrażono jako pochodne TMS, ze względu na metodykę oznaczenia.

Rl exp.1 Rl lit.2 RT3 Nazwa
llex aquifolium 

Alaska 
[%]

2835 2832 20.65 all-trans-Skwalen 0.69
3162 3141 24.93 α-Tokoferol, TMS 2.21
3361 3370 27.78 (30)-Olean-18-en-3-ol, (O-TMS) ślady
3370 3344 27.93 β-Sitosterol (TMS) 7.67
3384 3353 28.16 β-Amyryna (TMS) 9.05
3397 3385 28.37 Germanikol (TMS) 2.69
3420 3406 28.79 a-Amyryna (TMS) 28.97
3427 3435 28.93 Lupeol (TMS) 17.34
3508 3523 30.50 Lupenylu octan 0.75
3530 3540 30.99 Uwaol, 2O-TMS 2.35
3563 3560 31.73 (3/3)-Lup-20(29)-ene, 3,28-bisTMS 12.13
3580 3588 32.11 Betulinowy kwas (bisTMS) 1.90
3596 3591 32.46 Oleanowy kwas (TMS) 1.00
3643 3657 33.60 Ursolowy kwas (TMS) 5.22
3650 n.a. 33.75 Izomer kwasu ursulowego (TMS) 6.54

gdzie Rl exp. To eksperymentalny indeks retencji wyznaczony wg n-alkanów na kolumnie ZB-5; Rl lit. 
to indeks retencji odczytany w bazie danych NIST17; RT to czas retencji.
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Przykład 3. Do 100 g suchych, zmielonych (<0,5 mm) liści I. aquifolium odmiany Feroxargentea 
dodaje się 350 mL chloroformu i pozostawia na 24 godziny i odparowuje się na wyparce rotacyjnej. 
Pozostałość rozpuszcza się w 50 mL heksanu i przemywa trzykrotnie 50 mL mieszaniny metanol: woda 
80:20 z dodatkiem 20 μί 2M kwasu solnego 37%. Po odwirowaniu i odparowaniu uzyskuje się 4,3 g 
oleistej, zielonej pozostałości. Następnie rozdziela się ją na kolumnie chromatograficznej (Kieselgel 60, 
230-400 Mesh Merck) wymywając frakcję będącą odpadem, tj. woski i triacyloglicerole, rozpuszczalni­
kiem heksan : eter dietylowy 80:1. Kolejno, zwiększenie polarności fazy ruchomej, poprzez zwiększenie 
udziału eteru dietylowego w mieszaninie do 1:1, powoduje wypłukanie frakcji terpenoidowych. Po wstęp­
nej identyfikacji (TLC i GC-MS) zagęszcza się uzyskując 1,3 g białej, bezpostaciowej frakcji.

Skład tak uzyskanej frakcji przedstawiono w Tabeli 3 poniżej (wg metodyki opisanej w przykła­
dzie 1):

Tabela 3. Skład procentowy frakcji terpenoidowych w llex aquifolium Ferox Argentea. 
Skład wyrażono jako pochodne TMS, ze względu na metodykę oznaczenia.

Rl exp.1 Rl lit.2 RT3 Nazwa
llex aquifolium 

Ferox Argentea 
[%]

2835 2832 20.65 all-trans-Skwalen 1.15
3162 3141 24.93 α-Tokoferol, TMS 0.69
3361 3370 27.78 (30)-Olean-18-en-3-ol, (O-TMS) ślady
3370 3344 27.93 /3-Sitosterol (TMS) 7.74
3384 3353 28.16 0-Amyryna (TMS) 11.55
3397 3385 28.37 Germanikol (TMS) 2.48
3420 3406 28.79 α-Amyryna (TMS) 34.68
3427 3435 28.93 Lupeol (TMS) 14.50
3508 3523 30.50 Lupenylu octan 1.38
3530 3540 30.99 Uwaol, 2O-TMS 2.42
3563 3560 31.73 (3/J)-Lup-20(29)-ene, 3,28-bisTMS 10.57
3580 3588 32.11 Betulinowy kwas (bisTMS) 1.44
3596 3591 32.46 Oleanowy kwas (TMS) 1.24
3643 3657 33.60 Ursolowy kwas (TMS) 3.80
3650 n.a. 33.75 Izomer kwasu ursulowego (TMS) 6.36

gdzie Rl exp. To eksperymentalny indeks retencji wyznaczony wg n-alkanów na kolumnie ZB-5; Rl lit. 
to indeks retencji odczytany w bazie danych NIST17; RT to czas retencji.

Przykład 4. Do 100 g suchych, zmielonych (<0,5 mm) liści I. aquifolium odmiany Golden van 
Tol dodaje się 350 mL chloroformu i pozostawia na 24 godziny i odparowuje się na wyparce rotacyjnej. 
Pozostałość rozpuszcza się w 50 mL heksanu i przemywa trzykrotnie 50 mL mieszaniny metanol : 
woda 80:20 z dodatkiem 20 μί 2M kwasu solnego 37%. Po odwirowaniu i odparowaniu uzyskuje się 
4,3 g oleistej, zielonej pozostałości. Następnie rozdziela się ją na kolumnie chromatograficznej (Kie­
selgel 60, 230-400 Mesh Merck) wymywając frakcję będącą odpadem, tj. woski i triacyloglicerole, 
rozpuszczalnikiem heksan : eter dietylowy 80:1. Kolejno, zwiększenie polarności fazy ruchomej, po­
przez zwiększenie udziału eteru dietylowego w mieszaninie do 1:1, powoduje wypłukanie frakcji ter­
penoidowych. Po wstępnej identyfikacji (TLC i GC-MS) zagęszcza się uzyskując 1,41 g białej, bezpo­
staciowej frakcji.

Skład tak uzyskanej frakcji przedstawia się w Tabeli 4 poniżej (wg metodyki opisanej w przykła­
dzie 1 ):
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Tabela 4. Skład procentowy frakcji terpenoidowych w llex aquifolium Golden van Tol. 
Skład wyrażono jako pochodne TMS, ze względu na metodykę oznaczenia.

Rl exp.’ Rl lit.2 RT3 Nazwa
llex aąuifolium 
Golden van Tol 

[%]
2835 2832 20.65 all-trans-Skwalen 014
3162 3141 24.93 σ-Tokoferol, TMS 0.65
3361 3370 27.78 (3/3)-Olean-18-en-3-ol, (O-TMS) ślady
3370 3344 27.93 /3-Sitosterol (TMS) 8.47
3384 3353 28.16 β-Amyryna (TMS) 10.71
3397 3385 28.37 Germanikol (TMS) 2.22
3420 3406 28.79 cr-Amyryna (TMS) 29.80
3427 3435 28.93 Lupeol (TMS) 13.84
3508 3523 30.50 Lupenylu octan 2.44
3530 3540 30.99 Uwaol, 2O-TMS 5.33
3563 3560 31.73 (3/J)-Lup-20(29)-ene, 3,28-bisTMS 13.85
3580 3588 32.11 Betulinowy kwas (bisTMS) 2.39
3596 3591 32.46 Oleanowy kwas (TMS) 1.42
3643 3657 33.60 Ursolowy kwas (TMS) 3.77
3650 n.a. 33.75 Izomer kwasu ursulowego (TMS) 4.99

gdzie Rl exp. To eksperymentalny indeks retencji wyznaczony wg n-alkanów na kolumnie ZB-5; Rl lit. 
to indeks retencji odczytany w bazie danych NIST17; RT to czas retencji.

Przykład 5. Do 100 g suchych, zmielonych (0,5 mm) liści I. meserveae odmiany Blue Angel 
dodaje się 350 mL chloroformu i pozostawia na 24 godziny i odparowuje się na wyparce rotacyjnej. 
Pozostałość rozpuszcza się w 50 mL heksanu i przemywa trzykrotnie 50 mL mieszaniny metanol: woda 
(80:20 z dodatkiem 20 pL 2M kwasu solnego 37%). Po odwirowaniu i odparowaniu uzyskuje się 3,3 g 
oleistej, zielonej pozostałości. Następnie rozdziela się ją na kolumnie chromatograficznej (Kieselgel 60, 
230-400 Mesh Merck) wymywając frakcję będącą odpadem, tj. woski i triacyloglicerole, rozpuszczalni­
kiem heksan : eter dietylowy 80:1. Kolejno, zwiększenie polarności fazy ruchomej, poprzez zwiększenie 
udziału eteru dietylowego w mieszaninie do 1:1, powoduje wypłukanie frakcji terpenoidowych. Po wstęp­
nej identyfikacji (TLC i GC-MS) zagęszcza się uzyskując 0,87 g białej, bezpostaciowej frakcji.

Skład tak uzyskanej frakcji przedstawia się w Tabeli 5 poniżej (wg metodyki opisanej w przykła­
dzie 1):

Tabela 5. Skład procentowy frakcji terpenoidowych w llex meserveae Blue Angel. 
Skład wyrażono jako pochodne TMS, ze względu na metodykę oznaczenia.

Rl exp.1 Rl lit.2 RT3 Nazwa
llex meserveae 

Blue Angel 
[%]

2835 2832 20.65 all-trans-Skwalen śl.
3162 3141 24.93 α-Tokoferol, TMS 1.78
3361 3370 27.78 (30)-Olean-l8-en-3-ol, (O-TMS) ślady
3370 3344 27.93 β-Sitosterol (TMS) 7.23
3384 3353 28.16 0-Amyryna (TMS) 10.72
3397 3385 28.37 Germanikol (TMS) 1.74
3420 3406 28.79 a-Amyryna (TMS) 27.98
3427 3435 28.93 Lupeol (TMS) 21.69
3508 3523 30.50 Lupenylu octan 0.93
3530 3540 30.99 Uwaol, 2O-TMS 2.74
3563 3560 31.73 (30)-Lup-2O(29)-ene, 3,28-bisTMS 12.24
3580 3588 32.11 Betulinowy kwas (bisTMS) 2.02
3596 3591 32.46 Oleanowy kwas (TMS) 0.99
3643 3657 33.60 Ursolowy kwas (TMS) 4.17
3650 n.a. 33.75 Izomer kwasu ursulowepo (TMS) 4.95

gdzie Rl exp. To eksperymentalny indeks retencji wyznaczony wg n-alkanów na kolumnie ZB-5; Rl lit. 
to indeks retencji odczytany w bazie danych NIST17; RT to czas retencji.
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Przykład 6. Do 100 g suchych, zmielonych (<0,5 mm) liści I. meserveae odmiany Golden Girl 
dodaje się dodaje się 350 mL chloroformu i pozostawia na 24 godziny i odparowuje się na wyparce 
rotacyjnej. Pozostałość rozpuszcza się w 50 mL heksanu i przemywa trzykrotnie 50 mL mieszaniny 
metanol: woda (80:20 z dodatkiem 20 μί 2M kwasu solnego 37%). Po odwirowaniu i odparowaniu uzy­
skuje się 4,5 g oleistej, zielonej pozostałości. Następnie rozdziela się ją na kolumnie chromatograficznej 
(Kieselgel 60, 230-400 Mesh Merck) wymywając frakcję będącą odpadem, tj. woski i triacyloglicerole, 
rozpuszczalnikiem heksan : eter dietylowy 80:1. Kolejno, zwiększenie polarności fazy ruchomej, po­
przez zwiększenie udziału eteru dietylowego w mieszaninie do 1:1, powoduje wypłukanie frakcji terpe­
noidowych. Po wstępnej identyfikacji (TLC i GC-MS) zagęszcza się uzyskując 1,05 g białej, bezposta­
ciowej frakcji.

Skład tak uzyskanej frakcji przedstawia się w Tabeli 6 poniżej (wg metodyki opisanej przykła­
dzie 1):

Tabela 6. Skład procentowy frakcji terpenoidowych w llex meserveae Golden Girl. 
Skład wyrażono jako pochodne TMS, ze względu na metodykę oznaczenia.

Rl exp.1 Rl lit.2 RT3 Nazwa
llex meserveae 

Golden Girl 
[%]

2835 2832 20.65 all-trans-Skwalen 0.26
3162 3141 24.93 α-Tokoferol, TMS 0.96
3361 3370 27.78 (3/3)-Olean-18-en-3-ol, (O-TMS) ślady
3370 3344 27.93 β-Sitosterol (TMS) 5.25
3384 3353 28.16 β-Amyryna (TMS) 13.71
3397 3385 28.37 Germanikol (TMS) 1.19
3420 3406 28.79 σ-Amyryna (TMS) 38.54
3427 3435 28.93 Lupeol (TMS) 14.84
3508 3523 30.50 Lupenylu octan 1.65
3530 3540 30.99 Uwaol, 2O-TMS 2.89
3563 3560 31.73 (3£>)-Lup-20(29)-ene, 3,28-bisTMS 9.39
3580 3588 32.11 Betulinowy kwas (bisTMS) 1.77
3596 3591 32.46 Oleanowy kwas (TMS) 1.34
3643 3657 33.60 Ursolowy kwas (TMS) 5.14
3650 n.a. 33.75 Izomer kwasu ursulowego (TMS) 3.07

gdzie Rl exp. To eksperymentalny indeks retencji wyznaczony wg n-alkanów na kolumnie ZB-5; Rl lit. 
to indeks retencji odczytany w bazie danych NIST17; RT to czas retencji.

Wyniki badań
Metodyka:
Badaniu poddane były trzy grupy szczurów rasy Wistar, po 12 osobników w każdej grupie. Dwie 

grupy stanowiły grupy kontrolne I i II oraz jedna grupa stanowiła grupę badana:
grupa kontrolna I - referencyjna - przyjmowała normalną dietę,
grupa kontrolna II - skarmiana była wysokocholesterolową dietą o podwyższonej podaży cho­
lesterolu w ilości 20 g/100 g karmy,
grupa badana - przyjmująca preparatterpenoidowy wyizolowany z I. aquifolium (bezodmianowa), 
w dawce 10 mg/kg masy ciała wraz z podwyższoną podażą cholesterolu w ilości 20 g/100 g 
karmy.
Czas trwania skarmiania wynosił 8 tygodni. Rejestrowano zużycie paszy, wody oraz masa ciała. 

Badania krwi zostały wykonane po 4 i 8 tyg. Parametry biochemiczne krwi wykonano zgodnie z zalece­
niami IFCC. W dniu zakończenia badań zwierzęta poddano eutanazji. W przeprowadzonych badaniach 
stwierdzono statystycznie istotne zmiany w parametrach fizjologicznych badanych szczurów. W przy­
padku zastosowania diety wysokocholesterolowej, w odniesieniu do grupy kontrolnej II (podwyższona 
podaż cholesterolu w ilości 20 g/100 g karmy), oznaczono statystycznie istotnie niższy poziom chole­
sterolu całkowitego we krwi jak również jego frakcji HDL w grupie badanej. Po 8 tygodniach skarmiania 
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preparatem spadek stężenia cholesterolu wynosił odpowiednio 27% oraz 13% dla frakcji lipidów o ni­
skiej gęstości. Wynik ten wskazuje na działanie regulujące gospodarkę lipidową organizmu.

Co najistotniejsze, w przeprowadzonych badaniach histopatologicznych post mortem nie wyka­
zano znacznych złogów cholesterolu ani innych zmian degeneracyjnych zarówno w obrębie dużych 
naczyń wokół serca (tętnicy płucnej i aorty oraz żył) jak i naczyń wieńcowych serca.

Tabela 7. Wybrane parametry krwi badanych grup.

Cholesterol całkowity 
(mmol/L) po 4 tyg.

Cholesterol 
całkowity (mmol/L) 

po 8 tyg.

LDL (mmol/L) 
po 8 tyg.

Grupa kontrolna I 1,57 1,39 0,67
Grupa kontrolna II 2,34 2,41 0,93

Grupa badana 2,07 1,75 0,81
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Zastrzeżenia patentowe

1. Sposób otrzymywania mieszaniny frakcji terpenoidowych, otrzymywanych z zielonych części 
roślin ostrokrzewu, znamienny tym, że wysuszone, sproszkowane liście europejskich odmian 
ostrokrzewu takich jak Ilex aquifolium albo Ilex mesereveae, które zawierają na 100 g suchej 
masy: co najmniej 0,043 g β-amyryny, co najmniej 0,174 g α-amyryny; co najmniej 0,04 g 
lupeolu; co najmniej 0,087 g (33)-lup-20(29)-enu,3,28-bis, co najmniej 0,009 g ursolowego 
kwasu i izomeru kwasu ursulowego co najmniej 0,009 g, maceruje się co najmniej 12 godz. 
rozpuszczalnikiem niepolarnym, takim jak dichlorometan, po czym rozpuszczalnik odparowuje 
się i dodaje heksanu i oczyszcza się, wstępnie ekstrahując trzykrotnie mieszaniną woda : po­
larny rozpuszczalnik organiczny taki jak metanol, następnie po wymyciu, frakcję organiczną 
odparowuje się i poddaje oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej, wymywając miesza­
niną rozpuszczalników niepolarnego i polarnego, takich jak heksan i eter dietylowy w wyniku 
czego otrzymuje się na pierwszej frakcji triacyloglicerole, będące odpadem oraz na kolejnych 
frakcjach triterpeny będące mieszaniną związków terpenoidowych.

2. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że sproszkowane liście europejskich odmian ostro­
krzewu zawierają na 100 g suchej masy: β-amyryna od 0,043 do 0,28 g, α-amyryna od 0,174 
do 0,64 g; lupeol od 0,04 do 0,24 g; ^)-lup-20(29)-ene,3,28-bis od 0,087 do 0,27 g, ursolowy 
kwas od 0,009 do 0,096 g i jego izomer kwasu ursulowego od 0,009 do 0,112 g.

3. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że do otrzymywania używa się gatunku Ilex aqui- 
folium odmiany Alaska.

4. Sposób otrzymywania według zastrz. 1, znamienny tym, że do otrzymywania używa się ga­
tunku Ilex aquifolium odmiany Golden van Tol.

5. Sposób otrzymywania według zastrz. 1, znamienny tym, że do otrzymywania używa się ga­
tunku Ilex aquifolium odmiany Ferox Argentea.

6. Sposób otrzymywania według zastrz. 1, znamienny tym, że do otrzymywania używa się ga­
tunku Ilex meserveae odmiany Blue Angel.

7. Sposób otrzymywania według zastrz. 1, znamienny tym, że do otrzymywania używa się ga­
tunku Ilex meserveae odmiany Golden Girl.

8. Sposób otrzymywania według zastrz. 1, znamienny tym, że do wstępnego oczyszczania 
używa się mieszaniny woda : metanol w stosunku (20:80).

9. Sposób otrzymywania według zastrz. 1, znamienny tym, że do oczyszczania frakcji terpeno­
wej na kolumnie chromatograficznej używa się wypełniania Kieselgel 60 230-400 Mesh 
Merck.

10. Sposób otrzymywania według zastrz. 1, znamienny tym, że do wymywania poszczególnych 
frakcji używa się mieszaninę heksan : eter dietylowy w stosunku 80:1 ze zwiększającą się 
polarnością.

11. Mieszanina związków terpenoidowych otrzymana sposobem określonym w zastrzeżeniu 1 do 
zastosowania w leczeniu i profilaktyce chorób powodowanych wysokim stężeniem choleste­
rolu we krwi, takich jak hipercholesterolemia, hiperlipidemia mieszana i inne hiperlipidemie.
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