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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb oznaczania lewamizolu w tkance roslinne;.

Znana jest metoda oznaczania lewamizolu w satacie.

[Boxall A.B.A., Johnson P., Smith E.J., Sinclair CH.J., Stutt E., Levy L.S. (2006). Uptake of Vet-
erinary Medicines from Soils into Plants. Journal Agricultural Food Chemistry 54, 22882297].

Sposoéb wedtug wynalazku polega na tym, ze zebrane rosliny korzystnie rosline Vicia faba ma-
jor, wstepnie przygotowuje sie poprzez: suszenie, oczyszczenie i zamrozenie, nastepnie poddaje sie
procesowi liofilizacji i kolejno homogenizuje sie korzystnie poprzez rozdrobnienie, a tak otrzymany
materiat biologiczny ekstrahuje sie metanolem, korzystnie o czystosci > 99,9%, korzystnie przez
90 minut i oczyszcza sie otrzymany ekstrakt leku korzystnie poprzez odwirowanie na wiréwce oraz
filtruje sie.

Opracowany sposob wedtug wynalazku — ekstrakcji lewamizolu z materiatu roslinnego béb
Windsor biaty umozliwita ilosciowe oznaczenie badanego farmaceutyku w biomasie roslinne;.

Zaletg sposobu wedtug wynalazku jest uzyskanie wysokiego odzysku oraz pominiecie ekstrakcji
to fazy statej, ktéra powoduje wydtuzenie czasu preparacji probek i zwiekszenie ilosci zuzywanych
odczynnikow.

Wydajnos¢ metody dla oznaczania leku w tkance korzeniowej jest rowna 99%, dla czesci zie-
lonej 96%.

Przedmiot wynalazku objasniono w ponizszym przyktadzie wykonania.

Wstepne przygotowywanie prob i przechowywanie

Zebrane ro$liny wysuszy¢ w temperaturze pokojowej, a nastepnie oddzieli¢ korzen od czesci
nadziemnej (fodygi i liscie). Materiat umiesci¢ w osobnych, plastikowych pojemnikach i zamrozi¢ do
temperatury -20°C.

Liofilizacja

Préby zliofilizowa¢. Proces ten ma na celu w jak najwiekszym stopniu usuniecie wody z roslin,
pozyskanie suchej masy organicznej przy jednoczesnym nie naruszeniu struktury badanych lekéw.
Lewamizol rozktada sie bowiem pod wptywem temperatury i tradycyjna metoda suszarkowa nie moze
by¢ stosowana.

Homogenizacja materiatu

Zliofilizowane préby zhomogenizowaé w porcelanowym mozdzierzu do uzyskania drobnego
proszku. W taki sposéb przygotowany materiat badawczy zapewnia jak najwiekszg powierzchnie kon-
taktu materiatu roslinnego z ekstrahentem.

Ekstrakcja

Przeprowadzi¢ ekstrakcje dla korzeni oraz czesci nadziemnych w 15 cm?® probéwkach z masg
dla korzenia wynoszaca 0,2 g, natomiast czesci nadziemnych 0,5 g. Materiat biologiczny ekstrahowac
10 ml metanolu o czystosci 99,9% przez 90 minut.

Odzysk leku z materiatu roslinnego

Okreslenie odzysku wykonaé w 15 cm?® probowek z odwazona iloscig zliofilizowanego materiatu
roslinnego (0,2 g dla czesci korzeniowej i 0,5 g czesci nadziemnych) wymieszanego z 4.9*10-7 mo-
lami leku na kg zliofilizowanej masy roslinnej postepujac identycznie jak podczas ekstrakcji. Odzysk
leku wynosi odpowiednio: dla korzeni — 99%, dla czesci zielonej 96%.

Oczyszczanie ekstraktu

Préby odwirowaé na wiréwce (5000 RPM) przez 15 minut a nastepnie filtrowaé na sgczkach ce-
lulozowych o porach 0,2 um.

Oznaczenie leku za pomocag wysoko sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

Oznaczenie LEV wykona¢ za pomocg HPLC z detektorem UV — VIS przy uzyciu kolumny chro-
matograficznej RP-18 o dtugosci 250 mm z prekolumne RP—-18 o diugosci 25 mm. Przed pierwszym
uzyciem kondycjonowa¢ kolumne wodg i metanolem w stosunku 60/40. Oznaczenia stezenia leku
dokonac¢ przy dtugosé fali réwnej 217 nm. Podczas analizy utrzymywaé przeptyw eluentéw na pozio-
mie 1 cm*/min przy stosunku eluentéw wynoszacym odpowiednio 15:85 acetonitrylu do buforu. Czas
analizy wynosi 8 minut a czas retencji leku wynosi ok. 6,9 minut.

Wykonana krzywa wzorcowa w zakresie stezen od 0,1 do 5 mg leku/dm® metanolu o dopaso-
waniu R2 réwnym 0,998.
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Zastrzezenie patentowe

Sposoéb oznaczania lewamizolu w tkance roslinnej, znamienny tym, ze zebrane rosliny, ko-
rzystnie rosline Vicia faba major, wstepnie przygotowuje sie poprzez: suszenie, oczyszczenie i zamro-
zenie, nastepnie poddaje sie procesowi liofilizacji i kolejno homogenizuje sie korzystnie poprzez roz-
drobnienie, a tak otrzymany materiat biologiczny ekstrahuje sie metanolem korzystnie o czystosci
> 99,9% korzystnie przez 90 minut i oczyszcza sie otrzymany ekstrakt leku korzystnie poprzez odwi-
rowanie na wiréwce oraz filtruje sie.
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