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A.
E.
. alternata - Alternaria alternata

e o N N -

Spis skrotéw nazw mikroorganizmow

absinthium - Artemisia absinthium
aerogenes — Enterobacter aerogenes

baumannii - Actinetobacter baumannii

. carbonarius - Aspergillus carbonarius
. clavatus — Aspergillus clavatus

flavus - Aspergillus flavus
fumigatus — Aspergillus fumigatus
nidulans - Aspergillus nidulans
niger — Aspergillus niger

nomius — Aspergillus nomius

. ochraceus — Aspergillus ochraceus

oryzae — Aspergillus oryzae
parasiticus — Aspergillus parasiticus
pullulans - Aureobasidium pullulans
solani — Alternaria solani

terreus — Aspergillus terreus

. versicolor — Aspergillus versicolor
. westerdijkiae - Aspergillus westerdijkiae
. adolescentis - Bifidobacterium adolescentis

animalis — Bifidobacterium animalis
bifidum - Bifidobacterium bifidum
breve - Bifidobacterium breve
cereus - Bacillus cereus

cinerea — Botrytis cinerea

. lactis - Bifidobacterium lactis

. longum - Bifidobacterium longum

. megaterium — Bacillus megaterium
. sorokiniana - Bipolaris sorokiniana
. subtilis - Bacillus subtilis

C.
C.
C.

albicans - Candida albicans
difficile - Clostridioides difficile
dubliniensis - Candida dubliniensis



C. glabrata - Candida glabrata

C. gloeosporioides - Colletotrichum gloeosporioides
C. guilliermondii - Candida guilliermondii
C. jejuni - Campylobacter jejuni

C. kefyr - Candida kefyr

C. krusei — Candida krusei

C. neoformans — Cryptococcus neoformans
C. parapsilosis — Candida parapsilosis

C. perfringens — Clostridium perfringens
C. sakazakii - Cronobacter sakazakii

C. sphaerospermum - Cladosporium sphaerospermum
C. sporogenes — Clostridium sporogenes

C. tropicalis - Candida tropicalis

C. violaceum — Chromobacterium violaceum
D. hansenii - Debaryomyces hansenii

E. aerogenes — Enterobacter aerogenes

E. cloacae - Enterobacter cloacae

E. coli - Escherichia coli

E. faecalis - Enterococcus faecalis

E culmorum — Fusarium culmorum

E graminearum — Fusarium graminearum
E moniliforme - Fusarium moniliforme

E oxysporum — Fusarium oxysporum

E poae — Fusarium poae

E proliferatum — Fusarium proliferatum

E sambucinum - Fusarium sambucinum
E solani - Fusarium solani

E sulphureum - Fusarium sulphureum

E verticillioides — Fusarium verticillioides
G. graminis - Gaeumannomyces graminis
G. lucidum — Ganoderma lucidum

H. ducreyi - Haemophilus ducreyi

H. pylori - Helicobacter pylori

H. simplex — Herpes simplex

K. apiculata - Kloeckera apiculata

K. pneumoniae - Klebsiella pneumoniae

L. acidophilus — Lactobacillus acidophilus
L. amylovorus - Lactobacillus amylovorus
L. casei — Lactobacillus casei

L. fermentum - Lactobacillus fermentum
L. gasseri — Lactobacillus gasseri

L. ivanovii - Listeria ivanovii

L. johnsonii — Lactobacillus johnsonii

L. lactis - Lactococcus lactis

L. maculans - Leptosphaeria maculans

L. monocytogenes — Listeria monocytogenes
L. paracasei - Lactobacillus paracasei



L. plantarum - Lactobacillus plantarum

L. pseudotheobromae - Lasiodiplodia pseudotheobromae

L. reuteri — Lactobacillus reuteri

L. rhamnosus - Lactobacillus rhamnosus

L. salivarius — Lactobacillus salivarius

L. theobromae - Lasiodiplodia theobromae

M. flavus — Micrococcus flavus

M. hominis — Mycoplasma hominis

M. indicus - Mucor indicus

M. luteus — Micrococcus luteus

M. tuberculosis — Mycobacterium tuberculosis

MRSA - methicyllin-resistant (oporny na metycyline) Staphylococcus aureus
N. gonorrhoeae — Neisseria gonorrhoeae

P aeruginosa - Pseudomonas aeruginosa

P. cryptogea - Phytophthora cryptogea

P. decumbens - Penicillium decumbens

P, fischeri — Photobacterium fischeri

P, fluorescens — Pseudomonas fluorescens

P, funiculosum - Penicillium funiculosum

P, giseofulvum - Penicillium griseofulvum

P, infestans — Phytophthora infestans

P irregulare — Pythium irregulare

P italicum - Penicillium italicum

P, luminescens - Photorhabdus luminescens

P. membranifaciens — Pichia membranifaciens

P, mirabilis - Proteus mirabilis

P. nordicum - Penicillium nordicum

P. notatum - Penicillium notatum

P. ochrochloron - Penicillium ochrochloron

P, verrucosum - Penicillium verrucosum

P vulgaris — Proteus vulgaris

R. solani - Rhizoctonia solani

. aureus — Staphylococcus aureus

. boydii — Shigella boydii

. cerevisiae — Saccharomyces cerevisiae

. cerevisiae (boulardii) - Saccharomyces cerevisiae boulardii
. Choleraesuis - Salmonella enterica subsp. enterica ser. Choleraesuis
. dysenteriae — Shigella dysenteriae

. enterica — Salmonella enterica

. Enteritidis - Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis
. flexneri — Shigella flexneri

. fuliginea - Sphaerotheca fuliginea

. Infantis - Salmonella enterica subsp. enterica ser. Infantis
. marcescens — Serratia marcescens

. nodorum - Septoria nodorum

. Paratyphi - Salmonella enterica subsp. enterica ser. Paratyphi
S. pyogenes — Streptococcus pyogenes
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S. rolfsii - Sclerotium rolfsii

S. sclerotiorum — Sclerotinia sclerotiorum

S. salivarius ssp. thermophilus - Streptococus salivarius ssp. thermophilus
S. Typhi - Salmonella enterica subsp. enterica ser. Typhi

S. Typhimurium - Salmonella enterica subsp. enterica ser. Typhimurium
S. vesicarium - Stemphylium vesicarium

T. mentagrophytes — Trichophyton mentagrophytes

T. viride — Trichoderma viride

U. urealyticum - Ureaplasma urealyticum

V. parahaemolyticus — Vibrio parahaemolyticus

X. axonopodis pv. citri — Xanthomonas axonopodis pv. citri

X. campestris pv. campestris - Xanthomonas campestris pv. campestris

Y. enterocolitica — Yersinia enterocolitica



Wstep

Od zarania dziejow cztowiek wykorzystywat rosliny do leczenia chorob infekcyj-
nych. Niektore z tych preparatow sa nadal stosowane w tradycyjnej medycynie.
Odkrycie i zastosowanie antybiotykow oraz innych lekow przeciwdrobnoustrojo-
wych umozliwito skuteczne leczenie infekcji. Jednak wraz z rozpowszechnieniem
si¢ tych chemioterapeutykéw drobnoustroje wyksztatcity mechanizmy opornosci
i zmniejszyta si¢ skutecznos$¢ dziatania tych $rodkow. Coraz wickszym wyzwa-
niem dla wspotczesnej medycyny staje si¢ opornos¢ drobnoustrojow na leki,
paradoksalnie spowodowana upowszechnieniem antybiotykéw i innych lekow
o szerokim spektrum antydrobnoustrojowego dziatania. Wzrastajace zagroze-
nie kliniczne, zwigkszone ryzyko zachorowalnosci i $miertelnos$ci zwigzane
z opornos$cig chorobotworczych drobnoustrojow na wigkszos¢ stosowanych le-
koéw sktania do podejmowania nowych dziatan. Jednym z nich jest poszukiwa-
nie substancji o aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej w materiale roslinnym.
Rosliny sg bogate w zwiazki bioaktywne o szerokim spektrum dziatania. Nie-
jednokrotnie wykazano do§wiadczalnie, ze ekstrakty i substancje pozyskiwane
z ro$lin sg rownie skuteczne w przeciwdrobnoustrojowym dziataniu co tradycyj-
ne leki syntetyczne. Badania antydrobnoustrojowe in vitro ekstraktow z ro$lin sa
wazne dla wspodtczesnej medycyny, jednak ich przydatnos$¢ nie moze by¢ prze-
ceniana, jes$li metody nie sa standaryzowane w celu uzyskania poréwnywalnych
i powtarzalnych wynikow. Wiele ze wspolczesnie prowadzonych badan kon-
centruje si¢ na okresleniu dziatania przeciwdrobnoustrojowego ekstraktow ro-
$linnych lub wyizolowanych z nich zwiazkéw. Przeglad danych zaczerpnietych
z literatury, zaprezentowany w tej monografii, przyblizy czytelnikowi metody
i techniki stosowane do pozyskiwania substancji bioaktywnych z roélin i testo-
wania ich antydrobnoustrojowego oddziatywania, a takze zapozna go z gtéwny-
mi kierunkami badan nad wykorzystaniem roslinnych ekstraktow.
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Najczesciej stosowane metody do oceny aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej ekstraktow z roslin

W ostatnich latach prowadzone sg intensywne badania nad wtasciwosciami prze-
ciwdrobnoustrojowymi ekstraktoéw pochodzenia roslinnego. Wynika to z faktu, iz
poszukuje si¢ nowych, skutecznych $rodkéw leczniczych, ktore moglyby wzbogacic¢
rynek zwigzkow terapeutycznych niszczacych drobnoustroje chorobotwoércze dla
cztowieka i zwierzat. Preparaty pochodzenia roslinnego wykazuja potencjat bojczy
w stosunku do patogendw roslin i stanowia realny substytut pestycydow chemicz-
nych, szczegdlnie w ramach rolnictwa zintegrowanego i ekologicznego. Dlatego
waznym zagadnieniem sa dostepne metody laboratoryjne, stosowane do badan
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych in vitro, ktére sg tatwe do porownania
mig¢dzy sobg oraz charakteryzujg si¢ powtarzalnoscig i odtwarzalno$cia. Najbar-
dziej znane i proste do zastosowania metody opierajg si¢ na zjawisku dyfuzji oraz
wykonaniu rozcienczen zar6wno w pozywkach plynnych, jak i statych. W dalsze;j
kolejnosci rekomendowane sg test time-kill oraz metoda cytometrii przeplywowe;j,
dostarczajace informacji o naturze efektu inhibicji (bdjczym lub statycznym, za-
leznym od czasu lub stgzenia substancji aktywnej). Inna coraz czgsciej stosowana
metoda bazuje na zjawisku bioluminescencji [Balouiri i in. 2016]. Wszystkie metody
shuza do okreslenia charakteru badanej substancji przeciwdrobnoustrojowej na
poziomie podstawowym lub zaawansowanym, w laboratoriach o réznym stopniu
wyposazenia, wykwalifikowania pracownikéw laboratoryjnych oraz dostgpnos$ci
$rodkow finansowych na badania.

Metody dyfuzyjne

Metoda krazkowo-dyfuzyjna

Jest to metoda znana od 1940 r. i oficjalnie stosowana w wielu laboratoriach
mikrobiologii klinicznej. Metoda jest wystandaryzowana dla wielu bakterii
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o przecigtnych wymaganiach odzywczych oraz dla niektorych, bardziej wymagaja-
cych jak Streptokoki, Haemophilus spp., Neisseria spp. [Clinical and Laboratory
Standards Institute 2012]. Jest to metoda referencyjna Europejskiego Komitetu
Badan Wrazliwosci na Antybiotyki (European Comittee on Antimicrobial Suscepti-
bility Testing, EUCAST) oraz polskiego Krajowego Osrodka Referencyjnego ds.
Lekowrazliwosci Drobnoustrojow (KORLD). Test wykonuje si¢ na sterylnych
ptytkach Petriego z pozywka agarowa (np. Mueller-Hintona), ktoéra na poczatku
zaszczepia si¢ okreslong objetoscig wystandaryzowanego inokulum szczepu
testowanego np. 0,5 stopnia McFarlanda, co odpowiada 1-2 - 10® jtk - cm™
bakterii E. coli (jtk — jednostek tworzgcych kolonie), tak aby otrzymac jednolity
wzrost na powierzchni podtoza. Po czasie potrzebnym do wchionigcia hodowli
drobnoustrojow do podtoza, na powierzchnig nanosi si¢ krazki bibutowe (o $rednicy
6 mm) zawierajace okreslong substancje czynng w pozadanym stezeniu. Nastepnie
ptytki inkubuje si¢ w okreslonych warunkach. Na przyktad, dla wielu bakterii
stosuje si¢ temperaturg 35 £2°C i czas inkubacji ok. 18 h. W tym czasie czynnik
przeciwdrobnoustrojowy dyfunduje do podtoza i hamuje podzialy komorek oraz
wzrost mikroorganizmu wokdt naniesionego krazka. Ostatnig czynnoscig jest pomiar
srednicy strefy zahamowania wzrostu mikroorganizmu wrazliwego i ocena stopnia
jego wrazliwosci, a tym samym skutecznos$ci dzialania substancji aktywnej. Im
strefa inhibicji wzrostu jest wicksza, tym wigksza jest tez skuteczno$¢ preparatu.
Metoda ta jest rutynowo wykorzystywana do sporzadzania antybiograméw podczas
doboru skutecznego antybiotyku do terapii pacjentow, ale moze by¢ takze stosowana
we wstepnych badaniach aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej roznych zwigzkow
chemicznych i mieszanin, w tym ekstraktow i olejkow roslinnych. Metoda ta jednak
nie daje informacji o tym, czy badana substancja dziala bojczo, czy tylko hamuje
wzrost. Ponadto metoda nie okresla minimalnego stezenia hamujacego wzrost,
gdyz nie mozna doktadnie oznaczy¢ stezenia substancji dyfundujacej do podtoza
w okreslonej odlegtosci od krazka. Ma jednak wiele zalet, takich jak prostota, niski
koszt, mozliwos¢ testowania duzej ilosci mikroorganizmow i zwigzkow aktywnych
oraz tatwo$¢ interpretacji otrzymanych wynikow [Balouiri i in. 2016, Saibabu i in.
2018]. Hsieh i in. [2001] zastosowali metode krazkowo-dyfuzyjna do oznaczenia
dziatania kombinacji ekstraktéw roslinnych z cynamonu, owocéw gatunku derenia
Cornus officinalis oraz czosnku chinskiego Allium tuberosum na bakterie: E. coli,
B. subtilis, Flavobacterium sp., L. monocytogenes, P. aeruginosa, S. Typhimurium,
S. aureus, V. parahaemolyticus; grzyby: A. flavus, A. niger, P. italicum i A. pullulans
oraz drozdze: K. apiculata, P. membranefaciens i D. hansenii. More i Kharat [2016]
ta metoda skuteczne okreslili dziatanie ekstraktow z korzeni i todyg kolczastego
maku — Argemone mexicana — na grzyby chorobotworcze takie jak: 4. flavus,
A. niger, P. notatum i M. indicus.

Metoda studzienkowo-dyfuzyjna

Metoda studzienkowo-dyfuzyjna jest podobna do metody krazkowej. Przygotowa-
ng ptytke Petriego z pozywka agarowa zaszczepia si¢ powierzchniowo inokulum
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o okreslonej gestosci komorek. Po wchtonigciu hodowli drobnoustrojow nalezy
sterylnie wycig¢ otworki w agarze o $rednicy 6-8 mm za pomoca korkoboru lub
koncowki do pipety i wprowadzi¢ do nich substancje badang o okreslonym stezeniu
w objetosci 20-100 ul, w zaleznosci od wielkosci studzienki. Zazwyczaj na dno
studzienki nanosi si¢ 10 pl agaru migkkiego, aby badana ciecz nie dostawata si¢
pod warstwe pozywki. Plytki z naniesiong substancja bojcza poddaje si¢ inkuba-
c¢ji w odpowiedniej temperaturze. Po inkubacji nalezy dokona¢ pomiaru $rednicy
strefy zahamowania wzrostu testowego mikroorganizmu i oceni¢ stopien jego
wrazliwosci, a tym samym skuteczno$¢ bojczg ekstraktu lub innego czynnika
przeciwdrobnoustrojowego [Balouiri i in. 2016]. Metoda jest czesto stosowana
podczas analizy ekstraktow roslinnych lub oczyszczonych sktadnikow wyciggow
roslin. Puupponen-Pimii i in. [2001] tg metoda badali wlasciwosci przeciwdrob-
noustrojowe ekstraktow oraz zwiazkow fenolowych otrzymanych z owocow
jagodowych wobec bakterii z rodzaju Lactobacillus spp., E. coli, S. Typhimurium,
E. faecalis 1 B. lactis.

Metody rozcienczen

Metody rozcienczen stuza do ilo§ciowego pomiaru in vitro aktywnosci prze-
ciwdrobnoustrojowej substancji badanych wobec bakterii 1 grzybow. Stosowane sg
do okres$lenia wartosci MIC — minimalnego st¢zenia hamujacego wzrost. Warto$¢
MIC definiowana jest jako najmniejsze st¢zenie czynnika przeciwdrobnoustrojowe-
go, ktore hamuje wizualny wzrost testowanego mikroorganizmu i wyrazana jest
w jednostkach stezenia pg - cm™ lub mg - cm™ [Balouiri i in. 2016, Saibabu
iin. 2018]. Nalezy stosowa¢ odpowiednie procedury dla bakterii wymagajacych
i niewymagajacych, drozdzy oraz grzybow plesniowych. Wigkszos$¢ procedur
ustalana jest przez Instytut Norm Klinicznych i Laboratoryjnych (The Clinical
and Laboratory Standards Institute, CLSI) w USA i Europejski Komitet Badan
Wrazliwosci na Antybiotyki (EUCAST). W praktyce stosuje si¢ metodg agarowa
lub bulionowa (makro- lub mikrorozcienczen).

Metoda bulionowa (zawiesinowa) polega na przygotowaniu szeregu
rozcienczen badanego preparatu przeciwdrobnoustrojowego (np. rozcienczen
dwukrotnych) w probowkach (makrorozcienczenia) lub dotkach mikroptytek
(mikrorozcienczenia) w pozywce hodowlanej. Nastepnie do probowek lub dot-
kéw wprowadza si¢ zawiesing szczepu testowego w tym samym podtozu. Ino-
kulum najczgsciej ma gestos¢ komoérek odpowiadajacg 0,5 stopnia McFarlanda.
Zaszczepione probowki lub mikroplytki po wymieszaniu poddaje si¢ inkubacji
w optymalnej temperaturze przez okreslony czas, po czym sprawdza si¢ obecnos¢
wzrostu komorek wizualnie lub poprzez pomiar zmetnienia lub gestosci optycz-
nej, szczegodlnie w metodzie mikrorozcienczen [Balouiri i in. 2016]. Wiadomo,
ze warto$¢ MIC zalezy od wielkos$ci i metody przygotowania inokulum, typu
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podtoza wzrostowego oraz czasu inkubacji [Gomez-Lopez i in. 2005]. Metoda
makrorozcienczen wykonywana jest manualnie, zawiera duze ryzyko popetienia
btedu podczas przygotowywania rozcienczen i wymaga stosunkowo duzych ilosci
reagentdw [Jorgensen i Ferraro 2009]. Natomiast metoda mikrorozcienczen jako
zminiaturyzowana wymaga mniej odczynnikow, generuje nizsze koszty analizy
i zapewnia wigksza powtarzalnos¢ dzigki stosowaniu zautomatyzowanego odczytu
mikroptytek. W przypadku analizy dotyczacej grzybow plesniowych standaryzacja
zawiesiny zarodnikow lub konidiéw polega na pomiarze spektrofotometrycznym
lub liczeniu w hemocytometrze, a ich liczba powinna miesci¢ si¢ w przedziale
10-10° - cm3. Okreslenie minimalnego stezenia bakteriobojczego (MBC — mini-
mal bactericidal concentration) lub grzybobojczego (MFC — minimal fungicidal
concentration) badanej substancji aktywnej bywa tez okreslane minimalnym
stezeniem letalnym (MLC — minimal lethal concentration) 1 jest definiowane jako
najmniejsze stezenie czynnika przeciwdrobnoustrojowego potrzebne do zabicia
99,9% poczatkowego inokulum po inkubacji przez 24 h w warunkach wystan-
daryzowanych, opisanych w odpowiednim dokumencie. Do tego oznaczenia
nalezy pobra¢ probke hodowli z probéwki lub dotka mikroptytki wykazujaca
brak wzrostu drobnoustroju testowanego i posiac¢ ja na nieselektywna pozywke
agarowa, aby okresli¢ liczbg komorek, ktore przezyly po 24 h inkubacji. W ten
sposob mozna okresli¢ stopien przezywalnosci bakterii. Natomiast analiza MFC
oznacza najmniejsze stezenie substancji powodujace zabicie 98-99,9% poczatko-
wego inokulum badanego grzyba [Balouiri i in. 2016]. Metoda mikrorozcienczen
byta wykorzystywana do badan nad wptywem sktadnikoéw olejku sezamowego lub
olejku eterycznego z lawendy na C. albicans [Ansari i in. 2016a, 2016b]. Sharma
i in. [2016] badali ta metoda aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa ekstraktow
z Grewia asiatica L. wobec C. albicans i A. fumigatus.

Metoda agarowa polega na dodaniu czynnika przeciwdrobnoustrojowego
w odpowiednich st¢zeniach (najczesciej wielokrotnosci dwukrotnych rozcienczen)
do plynnej pozywki agarowej o temp. 50°C, wylaniu pozywek z r6znymi stezeniami
badanej substancji na plytki Petriego i zaszczepieniu powierzchniowym inokulum
drobnoustrojow o odpowiedniej gestosci komorek (1-2 - 108 jtk - cm ™). W metodzie
tej wartos¢ MIC jest definiowana jako najmniejsze stezenie czynnika aktywnego,
ktore hamuje wzrost w okre$lonych warunkach inkubacji, np. dla bakterii w temp.
35 £2°C w ciggu 1620 h. Technika ta jest odpowiednia zarowno do oznaczania
dziatania antybakteryjnego, jak i antygrzybowego. Metoda agarowa moze by¢
wykorzystana zamiast bulionowej w przypadku jednoczesnego oznaczania
wrazliwos$ci wielu drobnoustrojow na dang substancje lub w trudno$ci w uzyciu
podtoza ptynnego do oceny wzrostu drobnoustroju [Balouiri i in. 2016]. Metoda
ta byta stosowana do oceny przeciwdrobnoustrojowych witasciwosci indyjskich
ro$lin leczniczych takich jak: Azadirachta indica, Acacia nilotica, Curcuma lon-
ga 1 Withania simnifera wobec A. flavus [Alavijeh i in. 2012] oraz ro§lin Cassia
occidentalis, Lawsonia inermis, Cassia tora, Caesalpinia bonducella i Xanthium
strumarium wobec rdznych grzybow dermatofitycznych [Sagar i Vidyasagar 2013].
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Test time-kill

Test time-kill (czasu potrzebnego do zabicia drobnoustrojéw) nalezy do testow
zawiesinowych i jest przeprowadzany w celu oceny redukcji liczby mikroorgani-
zmow przez badang substancje o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym w czasie
oraz stuzy do okreslenia jej aktywnosci bakteriobdjczej lub bakteriostatyczne;.
Test pokazuje efekt przeciwdrobnoustrojowy w zaleznos$ci od czasu dziatania i od
stezenia substancji aktywnej [Saibabu i in. 2018]. O aktywnosci bojczej $wiadczy
spadek liczby drobnoustrojow o co najmniej 3 logarytmy dziesi¢tne, co odpowiada
$miertelnosci na poziomie 99,9%. Analiza czasu zabijania moze monitorowac
wplyw roznych stezen §rodka przeciwdrobnoustrojowego w czasie w stosunku do
etapow wzrostu bakterii (faza spoczynkowa, faza wyktadnicza, faza stacjonarna).
Analizie mozna poddawac¢ rozne drobnoustroje w zaleznosci od badanego $rodka
bojczego i jego dalszego planowanego przeznaczenia. Najczesciej przeprowadza
si¢ ja z uzyciem popularnych mikroorganizmoéw potencjalnie chorobotworczych:
S. aureus, S. Choleraesuis, P. aeruginosa, E. coli, A. niger i T. mentagrophytes.

Badang substancj¢ lub jej roztwor dodaje si¢ do przygotowanej ptynnej ho-
dowli drobnoustrojow o liczbie okoto 10° jtk - cm™ i inkubuje przez okreslony czas
w optymalnej temperaturze. W wybranych punktach czasowych, w tym w czasie
zerowym, pobiera si¢ probki, ktore poddane sg najpierw neutralizacji srodka boj-
czego. Nastepnie nalezy wykonac szereg dziesi¢ciokrotnych rozcienczen badanej
proby i posiac je na plytki Petriego z odpowiednig pozywka agarowa. Po inkubacji
w warunkach optymalnych dla mikroorganizmu liczy si¢ wyroste kolonie i okresla
liczbe drobnoustrojow przypadajaca na 1 cm? proby. Znajge liczbe poczatkowsg
populacji badanych mikroorganizméw i ich liczbg, po okreslonym czasie kon-
taktu z substancja bojcza nalezy wyliczy¢ stopien redukc;ji ilosci drobnoustrojow
w procentach lub logarytmach. Ponadto metoda moze by¢ uzyta do badania sy-
nergizmu lub antagonizmu pomig¢dzy substancjami stosowanymi w kombinacjach
[Balouiri i in. 2016, Saibabu i in. 2018]. Jest to najbardziej odpowiednia metoda
do oznaczania aktywno$ci bojczej produktow naturalnych. Byta uzywana do badania
synergistycznych wlasciwosci ekstraktow roslin: Terminalia catappa, Terminalia
mantyla i Monodora teniufolia przeciwko C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis
i C. neoformans. Wykazata pozytywny efekt grzybobojczy [Ngouana i in. 2015].
W innych badaniach zastosowano test time-kill do sprawdzenia efektu synergistycz-
nego glabridyny izolowanej z rosliny Glycyrrhiza gabra w kombinacji z flukona-
zolem na drozdzaki chorobotwoércze C. albicans, C. tropicalis i C. neoformans,
w ktorym uzyskano prawie catkowity efekt bojczy w jednej z uzytych kombinacji
[Liu i in. 2014].

Oznaczanie kielkowania zarodnikow grzybow

Jest to technika mikroskopowa przeznaczona do oznaczania aktywnos$ci prze-
ciwgrzybowej ekstraktow roslinnych. Polega na naniesieniu na powierzchnie
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suchego szkietka mikroskopowego ekstraktu roslinnego o pozadanym stezeniu
i objetosci w postaci cienkiej warstwy (filmu) lub kropli — w przypadku uzycia
szkietka z wglebieniem. Nastgpnie nanosi si¢ na szkietko okreslong objetosé
zawiesiny zarodnikow grzyba. Przygotowany preparat inkubuje si¢ w plytkach
Petriego, umieszczonych na szklanych bagietkach w warunkach wilgotnych,
w okreslonej temperaturze przez 24 h. Po inkubacji preparaty sg utrwalane btgkitem
laktofenolowym i poddane obserwacji mikroskopowej pod katem kietkowania
zarodnikow. Nalezy policzy¢ ilo$¢ zarodnikow kietkujacych w stosunku do catko-
witej liczby zarodnikéw w preparacie i obliczy¢ stopien procentowy kietkowania.
Metoda jest stosowana do badania wtasciwosci przeciwgrzybowych produktow
naturalnych wobec patogendw roslin, zwierzat oraz pochodzacych z zywnosci, np.
w badaniach nad grzybami z rodzaju Aspergillus [Gemeda i in. 2014]. Natomiast
Vediyappan i in. [2013] uzyli tej metody do okreslenia dzialania hamujacego kwa-
sow gymnemowych, wyizolowanych z lici rosliny leczniczej Gymnea sylvestre
na konwersj¢ komoérek drozdzowych C. albicans do postaci mycelium oraz na
kietkowanie i wzrost strzepek A. fumigatus [Vediyappan i in. 2013].

Hodowla na podlozu z dodatkiem substancji
przeciwdrobnoustrojowej

Metoda jest glownie stosowana do badania aktywnosci antygrzybowej. Czynnik
bojczy jest najpierw dodawany do uptynnionej pozywki agarowej w pozadanym
stezeniu koncowym. Nastgpnie pozywka jest rozlewana na ptytki Petriego i po
zastygnigciu szczepiona centralnie fragmentem grzybni o $rednicy 2—-5 mm, po
czym podlega inkubacji w odpowiednich warunkach. Po inkubacji nalezy zmierzy¢
srednice wzrostu grzybni szczepu testowanego oraz srednice wzrostu kontrolnego
na pozywce bez dodatku substancji przeciwdrobnoustrojowej. Kolejnym krokiem
jest obliczenie aktywnosci przeciwgrzybowej wedlug nastgpujacego wzoru:

Aktywnos¢ przeciwgrzybowa (%) = [(Dc — Ds)/Dc] - 100

gdzie Dc to $rednica wzrostu grzybni kontrolnej, Ds — §rednica wzrostu grzybni
testowanej. W przypadku, gdy standaryzacja metody konczy si¢ niepowodzeniem,
nalezy wykonac kontrole pozytywna ze znanym zwiazkiem przeciwdrobnoustrojo-
wym i poréwnac¢ wyniki, aby stwierdzi¢ poprawnos¢ eksperymentu [Balouiri i in.
2016]. Kumar i Tyagi [2013] powyzsza metodg badali dziatanie rosliny Bergenia
stracheyi na grzyby: A. niger, A. alternata, C. gleosporioides, F. oxysporum,
R. solani i G. lucidum. Technika ta byta rowniez uzywana do okreslenia wptywu
olejku i ekstraktu z czosnku na C. albicans [Li1iin. 2016].
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Bioautografia polaczona z chromatografia cienkowarstwowa

Procedura bioautografii zblizona jest do metody agarowej dyfuzyjnej. Rdznica
polega na tym, ze zwigzek aktywny dyfunduje z warstwy ptytki chromatograficzne;j
do agaru [Choma i Grzelak 2011]. Metoda zostala opracowana w latach 40. XX w.
do badan nad dzialaniem penicylin i wowczas taczyta chromatografie bibutowa
(PC — paper chromatography) z posiewem na pozywke agarowa drobnoustroju
testowanego. W latach 60. XX w. Fischer i Lautner [1961] zmodyfikowali ja, za-
stepujac chromatografi¢ bibutowg chromatografia cienkowarstwowa (thin-layer
chromatography — TLC). Metoda taczy detekcje chemiczng z biologiczng i obec-
nie jest stosowana do skriningu ekstraktéw roslinnych pod katem ich aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Wyrdznia si¢ trzy techniki bioautograficzne stosowane
do tego celu: metode dyfuzyjna-kontaktowa, bezposrednia bioautografie i test
naktadki agarowe;.

Metoda dyfuzyjna-kontaktowa obejmuje transfer czynnika przeciwdrobno-
ustrojowego z chromatogramu PC lub TLC na zasadzie dyfuzji do ptytki Petriego
z odpowiednim podtozem agarowym uprzednio zaszczepionym testowanym mikro-
organizmem. Po okreslonym czasie niezbednym do dyfuzji (minuty lub godziny),
chromatogram jest usuwany, a ptytka poddana inkubacji w warunkach odpowiednich
do wzrostu mikroorganizmu. Jezeli badana substancja aktywna dziatata hamujaco
na drobnoustroje, wowczas w miejscu kontaktu chromatogramu z agarem nie pojawi
si¢ wzrost mikroorganizmu [Choma i Grzelak 2011, Marston 2013].

Bezposrednia bioautografia polega na zanurzeniu rozwini¢tej ptytki TLC
w bulionowej zawiesinie mikroorganizméw testowanych lub spryskaniu ptytki
taka zawiesing. Nastepnie bioautogram poddaje si¢ inkubacji w 25°C przez 48 h
w warunkach wilgotnych, podczas ktorej drobnoustroje korzystaja ze sktadnikow
odzywczych i rozwijaja si¢ bezposrednio na plytce TLC [Dewanjee i in. 2015].
Kolejnym krokiem jest wizualizacja wzrostu drobnoustrojow za pomocg soli
tetrazoliowych, ktére ulegaja konwersji do formazanu dzigki dehydrogenazom
obecnym w zywych komorkach [Choma i Grzelak 2011]. Solami tymi spryskuje
sie bioautogram, a nastgpnie prowadzi si¢ dalsza inkubacje w 25°C przez 24 h lub
w 37°C przez 3—4 h. Wzrost mikroorganizmoéw widoczny jest w postaci purpu-
rowego tta, a w miejscu dziatania substancji przeciwdrobnoustrojowej powstaja
biato-kremowe plamki. Podtoze, ktore mozna zastosowac na ptytke TLC to bulion
Mueller-Hintona [Shahat i in. 2008]. Metoda ta moze by¢ stosowana zarowno do
bakterii, jak i grzybow. Technika byta stosowana do badan wrazliwo$ci B. sub-
tilis, E. coli 1 S. aureus na olejki roslinne [Horvath i in. 2010]. Wykorzystano ja
do badan nad antygrzybowym dziataniem olejkow roslinnych na Aspergillus sp.,
Penicillium sp. 1 Cladosporium sp. [Suleiman i in. 2010].

Test naktadki agarowej znany jest rowniez pod nazwa bioautografia immer-
syjna. Jest to polaczenie dwoch poprzednich metod. Ptytka TLC jest pokrywana
uplynnionym, zaszczepionym drobnoustrojami podtozem agarowym. Najpierw
jest umieszczona w niskiej temperaturze na kilka godzin, aby umozliwi¢ dyfuzje
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zwigzkoéw aktywnych z ptytki TLC do pozywki agarowej. Nastepnie ptytki sg
inkubowane w warunkach optymalnych dla mikroorganizmu testowego, w kolej-
nym etapie nastepuje barwienie barwnikiem tetrazoliowym w celu wizualizacji
wzrostu [Balouiri in. 2016]. Metoda ta moze by¢ stosowana do wszystkich mikro-
organizmow, daje dobrze zdefiniowane strefy zahamowania wzrostu i stabo ulega
zanieczyszczeniu [Choma i Grzelak 2011, Marston 2013].

Wszystkie rodzaje bioautografii potaczonej z TLC sg technikami prostymi,
efektywnymi i tanimi stuzacymi do jednoczesnej separacji zwigzkow i wyka-
zania ich aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Mogg by¢ stosowane zarowno
w laboratoriach bardzo dobrze wyposazonych, jak i skromniejszych do szybkiego
skriningu bioaktywno$ci i analizy duzej ilosci prob réznego pochodzenia [De-
wanjee i in. 2015].

Metoda bioluminescencji

Zjawisko luminescencji, czyli emisji fal §wietlnych przez ciata zwane luminoforami,
zachodzi pod wplywem réznych rodzajow energii z wyjatkiem energii cieplnej,
natomiast bioluminescencja to emisja promieniowania §wietlnego w zakresie
$wiatla widzialnego przez organizmy zywe [Szosland-Fattyn i Krolasik 2014,
Pajor i in. 2017]. W metodzie tej zwigzek chemiczny — lucyferyna w obecnos$ci
adenozynotrifosforanu (ATP) komérkowego ulega konwersji do oksylucyferyny
z udzialem kompleksu enzymatycznego lucyferazy, syntetyzowanego w komor-
kach pod kontrolg operonu luxCDABE i w obecno$ci tlenu. Sygnal luminescencji
jest generowany po uwolnieniu komorkowego ATP, ktory jest wykrywalny po
10 min inkubacji. Analiza bioluminescencji jest stosowana do pomiaru st¢zenia ATP
produkowanego przez zywe komorki. Jej natgzenie jest wprost proporcjonalne do
stezenia ATP. Zatem ilos¢ ATP moze stuzy¢ do oceny iloSciowej populacji mikro-
organizmow w probcee [Saibabu i in. 2018]. [lo$¢ emitowanego $wiatta mierzona
jest luminometrem i wyrazana we wzglednych jednostkach §wiatla (RLU — relative
light unit), konwertowanych do RLU/mol ATP. Liczba tych jednostek jest wprost
proporcjonalna do zywotnosci komorek. Komercyjnie dostepne luminometry
wykrywajg mniej niz 0,1 pg ATP (10-3g), co odpowiada 100 komoérkom bakterii.
Zawartos¢ ATP w komorkach organizmow testowanych zalezy od rodzaju drob-
noustrojow, wielkosci komorki, fazy wzrostu, stanu fizjologicznego i uszkodzen
subletalnych. Komorki drozdzy, zarodnikow plesni i alg zawieraja $rednio 100
razy wigcej ATP niz komorki bakterii, a w endosporach bakterii wystgpuje on
w minimalnych stezeniach. Doktadne st¢zenia ATP w réznych komorkach zostaty
opisane w literaturze, natomiast Srednia zawarto$¢ ATP w komorce bakterii jest
szacowana na 10~'® mola ATP [Shama i Malik 2013, Szosland-Fattyn i Krolasik
2014]. W metodzie bioluminescencji mozna wykorzysta¢ drobnoustroje natural-
nie wyposazone w operon luxCDABEG, ktorego ekspresja umozliwia powstanie
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wszystkich produktéw niezbednych do emisji promieniowania §wietlnego, bez
potrzeby pobierania substratow z zewnatrz (np. z rodzaju Photobacterium) lub
drobnoustroje modyfikowane genetycznie, zawierajgce wprowadzone geny nie-
zbedne do zajscia procesu bioluminescencji. Cechg wspo6lnag jest interakcja migdzy
lucyferaza a lucyferyna, ktora generuje sygnat wykrywany przez luminometr
[Pajor i in. 2017].

Odmiang tej metody jest podawanie z zewnatrz enzymu lucyferazy
i substratu lucyferyny do hodowli dowolnych mikroorganizmow i pomiar stezenia
ATP komorkowego. Zaleta metody jest jej szybkos¢, nieinwazyjnos¢, czutosc,
mozliwos¢ stosowania in vivo 1 in situ oraz to, ze niepotrzebni sg wysoko wykwa-
lifikowani pracownicy laboratoryjni. Jednak jej wada jest niedoktadno$¢ wynikow
ilosciowych. Metoda oznaczania ATP z wykorzystaniem gotowych zestawow
ma zastosowanie przede wszystkim w okreslaniu czystosci mikrobiologiczne;j
powierzchni produkcyjnych w przemysle spozywczym i farmaceutycznym oraz
w ocenie skutecznosci procesoOw mycia i dezynfekcji [Gutarowska i in. 2012,
Szosland-Faltyn i Kroélasik 2014].

Obecnie technika bioluminescencji moze by¢ wykorzystywana réwniez
w badaniach nad wtasciwos$ciami przeciwdrobnoustrojowymi réznych substancji,
w tym ekstraktow roslinnych i zwigzkéw pochodzenia ro§linnego [Balouiri i in.
2016]. Nybond i in. [2015] wykorzystali do badania wtasciwosci przeciwdrob-
noustrojowych 136 naturalnych ekstraktow roslinnych rekombinowane bakterie
E. coli K12 z plazmidem pCGLS11 zawierajacym geny statej ekspresji lucyfe-
razy. Do hodowli bakterii w bulionie LB z ampicyling w mikroptytkach doda-
wano odpowiednio rozcienczone ekstrakty, a pomiar prowadzono przy uzyciu
specjalnego czytnika luminescencji, nastgpnie wyliczano procent zahamowania
bioluminescencji z uwzglednieniem odpowiednich probek kontrolnych. Wyniki
wykazaty uzytecznos¢ stosowania bakterii rekombinowanych do skriningu duzej
liczby ekstraktéw [Nybond i in. 2015]. Podobng analiz¢ wptywu chinskich roslin
zielarskich prowadzili Chong i in. [2018], m.in. wykorzystujac rekombinanta
E. coli pSB401 zawierajacego geny lux z P. fischeri i P. luminescens oraz E. coli
pSB1075 niosgcego geny lux z P. luminescens 1 gen lasR z P. aeruginosa.
Badacze stwierdzili znaczng inhibicj¢ bioluminescencji (spadek liczby RLU
w czasie) podczas stosowania ekstraktow z Radix pini, Angelica dauhuri-
ca oraz Rhizoma cibotii juz po 2 h inkubacji z bakteriami sensorowymi
[Chong i in. 2018].

Cytometria przeplywowa
Cytometria jest metodg pomiaru wiasciwosci fizycznych i/lub chemicznych po-
jedynczych komorek lub sktadnikow komorkowych. Pomiaréw dokonuje sie

w cytometrach przeptywowych w trakcie przeptywu komorek lub czastek w stru-
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mieniu cieczy. Ta dziedzina analityki miata swoje poczatki w latach 40. XX w.,
natomiast obecnie rozwija si¢ bardzo szybko wraz z wieloma obszarami techniki
i fizyki oraz rozwojem programow komputerowych wykorzystywanych do analizy
danych [Baran 2008]. Metoda jest wykorzystywana w diagnostyce medycznej
[Skotny i Pucinska 2013], a takze w roznych badaniach podstawowych, w tym
nad zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi.

Cytometria pozwala w sposob zautomatyzowany analizowac stan pojedynczych
komorek w bardzo krotkim czasie. Do tego celu stosuje si¢ barwniki fluorescen-
cyjne, dzigki ktorym mozna zbada¢ rozne parametry komorkowe drobnoustrojow,
m.in. zwigzane z powierzchnia, rozmiarem, budowa wewnatrzkomorkowa, od-
dziatywaniami migdzy czasteczkami oraz stanem bton biologicznych, potencjatem
btonowym i aktywno$cig metaboliczng [Olszewska i in. 2016]. Metoda stuzy
rowniez do rozrdznienia komoérek martwych, zywych i uszkodzonych. Jest uzy-
wana do oceny wielko$ci komorek i ich granulacji, co jest wskaznikiem §mierci po
dziataniu produktow naturalnych [Cho i in. 2013]. Szybka detekcja uszkodzonych
komorek zalezy od uzytych barwnikow, np. dobre efekty mozna uzyskac, stosujac
fluorescencyjny barwnik — jodek propidyny, ktory interkaluje do DNA komorek
z uszkodzong btona komorkowsg. Inne barwniki stosowane w metodzie to Syto-9
i dioctan fluoresceiny [Chang i in. 2015]. Metoda moze by¢ rowniez stosowana do
okreslenia sposobu dziatania badanych zwigzkow aktywnych: uszkodzen DNA,
powstawania reaktywnych form tlenu, apoptozy, wtasciwosci powierzchniowych
komorek czy dysfunkcji mitochondrialnych [Saibabu i in. 2018].

W cytometrii przeplywowej komorki mikroorganizméw pozostajg w za-
wiesinie, do ktorej dodaje si¢ odpowiedni barwnik fluorescencyjny, czasami tez
stosuje si¢ utrwalanie probek. Nastepnie zawiesing wprowadza si¢ do aparatu,
w ktorym w komorze pomiarowej strumien pojedynczych komorek przepltywa
ze statg predkosciag 10° - s™'. Przeptywajace komorki przecinaja promien lasera,
ktory emituje swiatto, a emitowana wiazka $wiatla ulega rozproszeniu. Pomiaru
rozproszenia dokonuja dwa detektory: przedni i boczny. Pierwszy zbiera wigzke
nierozproszong lub mato rozproszong i niesie informacje o rozmiarach komorek,
a drugi zbiera sygnaty pochodzace z rozproszenia prostopadlego do padajacej
wigzki laserowej, co pozwala na wewnatrzkomorkowa analize obiektéw. Nastepuje
tez pomiar nat¢zenia fluorescencji emitowanej przez probke. Nastepnie swiatto
przechodzi przez uktady optyczne, ktore rozdzielajg widma fluorescencji i sg
one przeksztatcane na sygnat cyfrowy. Wyniki uzyskuje si¢ w postaci jedno- lub
dwuwymiarowych histogramow przedstawiajacych czesto$¢ wystepowania danej
cechy w badanej populacji albo wykresow kropkowych, gdzie kazda kropka re-
prezentuje pojedyncza komorke. W zaleznosci od mikroorganizmu prég detekcji
wynosi okoto 100 komoérek na centymetr szescienny, natomiast automatyzacja
analizy umozliwia wykonanie kilkudziesigciu analiz w ciggu godziny [Skotny
i Pucinska 2013, Olszewska i in. 2016].

Metoda moze by¢ z powodzeniem stosowana do badan nad dziataniem prze-
ciwdrobnoustrojowym wielu substancji, w tym roslinnych olejkoéw eterycznych.
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Na przyktad byta stosowana podczas okreslania wpltywu olejkéw eterycznych
z cynamonu, oregano i tymianku na L. monocytogenes z uzyciem taczonego
barwienia jodkiem propidyny z dioctanem karboksyfluoresceiny do wykrycia
aktywno$ci esterazy i integralnosci bton komorkowych [Paparella i in. 2008].
Prowadzono rowniez badania nad antygrzybowym dziataniem olejku z kopru
Anethum graveolens L. przeciwko A. flavus, stosujac barwienie jodkiem propidyny
do wykazania uszkodzen btony cytoplazmatycznej [Tian i in. 2012]. Z kolei badania
nad wptywem kurkuminy wykazaly funkcj¢ uszkodzenia btony (wyciek jonow
potasowych) w komorkach drozdzy C. albicans, co badacze wykazali, stosujac
bis(1,3-dibutylobarbiturowy kwas) trimetino oksonol w cytometrii przeptywowe;j
[Lee i Lee 2014]. Inne badania cytometryczne wykazaty, ze berberyna — alkaloid
pochodzenia roslinnego — powodowata zmiany w integralnosci plazmy i blonach
mitochondrialnych oraz uszkodzenia DNA prowadzace do $mierci komorek droz-
dzakow odpornych na flukonazol [A.R. da Silva i in. 2016].

Zaleta metody jest jej szybko$¢ w poréwnaniu z metoda mikrorozcienczen
(2-6 h w poréwnaniu z 2472 h) oraz powtarzalno$¢ [Ramani i Chaturvedi 2000].
Cytometria przeptywowa pozwala na uzyskanie ogromnej ilosci informacji z po-
jedynczego eksperymentu, w tym danych ilo§ciowych [Skotny i Pucinska 2013].
Jednak szerokie wykorzystywanie tej metody do testowania zwigzkow przeciwdrob-
noustrojowych jest mato prawdopodobne z powodu niedostgpnosci wymaganego
sprzetu w wielu laboratoriach [Balouiri i in. 2016]. Ponadto obstuga aparatu wymaga
wysoko wykwalifikowanych specjalistow, takze do analizy danych niezbedna jest
wiedza i do§wiadczenie [Skotny i Pucinska 2013].



Przygotowanie materialu roslinnego do badan
jego wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych

Liczne rosliny lecznicze i przyprawowe zawieraja zwiazki biologicznie aktywne
o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych. Zdolno$¢ preparatow roslinnych
do zahamowania wzrostu mikroorganizmoéw lub ich zabicia zalezy od wielu
czynnikow, gtownie od sktadu chemicznego, stezenia i rodzaju ekstrakcji,
a takze od wrazliwosci mikroorganizmow. Prowadzone badania dotycza zar6wno
przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci wyciggow lub ich frakcji, lub wyizolowanych
substancji biologicznie czynnych. Specyfika badan nad przeciwdrobnoustrojowymi
wiasciwosciami eskstraktow jest takie ich przygotowanie, aby zawieraty substancje
aktywne w stezeniu efektywnym i aby rozpuszczalnik nie wptywat na aktywnos$¢
biologiczng preparatu.

Naukowcy badaja produkty roslinne o wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych
w bardzo zr6znicowany sposob. Badania dziatania antydrobnoustrojowego ekstraktow
ro$lin sa wazne dla wspotczesnej medycyny, ale ich przydatnos¢ jest ograniczona,
jesli metody nie sg standaryzowane. Korzystne bytoby ujednolicenie metod
ekstrakcji 1 badan skutecznosci antybakteryjnej, tak aby poszukiwanie nowych
biologicznie aktywnych produktéw roslinnych byto bardziej systematyczne
i powtarzalne, a interpretacja wynikow tatwiejsza.

Biorac pod uwage duze zréznicowanie zwigzkow bioaktywnych i ogromnag
liczbe gatunkow roslin, konieczne jest opracowanie usystematyzowanego
i zintegrowanego podejscia do ekstrakcji tych zwigzkow. W jednym z pierwszych
standardow postepowania z roslinami leczniczymi opracowano sekwencje czynnosci
podczas badan wtasciwosci leczniczych roslin [Farnsworth i in. 1985].
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Tabela 1. Schemat kolejnosci badan nad roélinami leczniczymi [opracowano na podstawie:
Farnsworth i in. 1985]

Badania przesiewowe roslin leczniczych i roslin tradycyjnie
uzywanych.

Przeglad publikacji naukowych na temat wybranej rosliny.
Uwierzytelnianie danych pod katem ich waznosci

1 kompletnosci.

Decyzja dotyczaca przeprowadzenia badan.

Wybor roélin do badan

Zebranie danych dotyczacych toksycznosci wybranej
ro$liny.

Jesli roslina nie wykazuje toksycznosci, kontynuowac
badania.

Ocena toksycznosci Jezeli dane dotyczace toksycznoSci nie istnieja, nalezy
wybraé odpowiednie oznaczenia do celéw analizy
toksycznosci.

Opracowanie i przygotowanie protokotu w zakresie
bezpieczenstwa i toksycznosci.

Pobieranie probek.

Ekstrakcja z uzyciem réznych technik i ocena selektywnosci
wyodrebniania zwigzkoéw i wydajnosci procesu.

Analiza sktadu chemicznego pod katem zawartosci
substancji bioaktywnych.

Przygotowanie materiatu
roslinnego

Wybor odpowiedniego badania biologicznego.
Opracowanie protokotu badan biologicznych.

Analiza aktywnosci biologicznej in vitro.
Wykrywanie typu i poziomu aktywnosci biologicznej.

Badania biologiczne

Izolacja i charakterystyka zwiazkéw odpowiedzialnych za
obserwowang aktywno$¢ biologiczna.

Izolacja zwigzkow bioaktywnych | Ocena zwigzkow bioaktywnych w celu zbadania
wzajemnych interakcji (synergia) podczas wywotywanego
efektu biologicznego.

Wykorzystanie modelu zwierzgcego do analizy aktywnoSci
biologicznej zwiazkéw czynnych.

Analiza bezpieczenstwa i toksycznosci w badaniach in vivo.
Przeprowadzenie badan z udziatem ludzi.

Analizy in vivo

Opracowanie sposobu dawkowania preparatu.
Komercjalizacja produktu Analiza kosztow produkcji.
Wdrozenie do produkcji przemystowej.

Surowiec do badan
Sktad chemiczny ro$liny zalezy od wielu czynnikow, gléwnie od glebowo-

-klimatycznych warunkoéw wzrostu, dostgpnosci sktadnikow odzywczych, dojrzatosci
czesci roslin uzytych do badan. Warunkiem stosowania ekstraktow roslinnych,
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podobnie jak i innych fitofarmaceutykow, jest stabilnos¢ sktadu chemicznego.
Sposobem na uzyskanie powtarzalnej jakosci surowca wydaje si¢ by¢ kontrolowana
uprawa danej rosliny. Tak pozyskane rosliny rozmarynu zastosowano w badaniach
Moreno i in. [2006], klacza bergenii grubolistnej zebrano z plantacji na polu
dos$wiadczalnym [Krasniewska i in. 2011].

Rozwiazanie to jest jednak rzadko stosowane w badaniach nad antybakteryjnymi
wlasciwosciami roslin. Zréodlem surowca sa najczeiciej rosliny zbierane
w srodowisku naturalnym. W badaniach nad ro$linami stosowanymi tradycyjnie
w medycynie ludowej §wieze czeSci roslin zbierane sa z naturalnych stanowisk
np.: terenow wiosek plemiennych [Duraipandiyan i in. 2006], w r6znych obszarach
Palestyny, Libanu [Barbour i in. 2004], licie boréwki czernicy ze stanowiska
naturalnego w lesie mieszanym [Synowiec i in. 2011]. Zebrane rosliny byty poddane
klasyfikacji taksonomicznej przez botanikow. Inni badacze [Mostafa i in. 2018]
zakupili badane rosliny na lokalnym rynku. Czgsto wykorzystywane sa produkty
handlowe w postaci sokéw, olejkow, suszonych i zmielonych ziot. Nawet gotowe,
handlowe soki z owocdéw zurawiny wielkoowocowe] (Vaccinium macrocarpon),
z owocOw goji (Lycium barbarum), noni (Morinda citrifolia), rokitnika (Hippophae
rhamnoides) wykazywaly dzialanie antybakteryjne [Stobnicka i in. 2011], jednak
sami autorzy zauwazyli, ze sposob przygotowania i rézna kwasowos¢ sokow mogta
przyczyni¢ si¢ do zréznicowanego hamowania wzrostu drobnoustrojow. Stosowanie
przetworzonego surowca stwarza ryzyko zafalszowania sktadu ekstraktu obcymi
sktadnikami, utrudnia tez porownywanie wynikow badan uzyskanych przez roznych
autorow.

Wstepne przygotowanie surowca roslinnego

Badania nad roslinami leczniczymi rozpoczynaja si¢ od czynnosci pre-ekstrakcji,
czyli wstegpnego przygotowania surowca, ktore jest waznym etapem w procesie
przetwarzania materiatow roslinnych. Celem tego etapu powinno by¢ takie
przygotowanie probek, aby ograniczy¢ straty sktadnikow bioaktywnych zawartych
w ro$linach. Do badan przeciwdrobnoustrojowych wykorzystywany jest zardowno
$wiezy, jak 1 suszony materiat ro§liny. Wstgpne etapy przygotowana surowca
takie jak mielenie i suszenie takze moga wptywac na zawartos¢ fitochemikaliow
w koncowych ekstraktach. Wielu autorow, zwlaszcza wykorzystujacych rosliny
stosowane w etnomedycynie, przygotowywuje ekstrakty ze swiezych tkanek [ Tiwari
i1in. 2005]. Czesciej jednak stosowane sg suszone rosliny. Warunki suszenia oraz
gatunek rosliny majg wplyw na zawarto$¢ substancji bioaktywnych. Zaréwno
temperatura, jak i czas suszenia maja duze znaczenie dla zwiagzkow bioaktywnych,
co wskazuje, ze w kazdym opisie metodyki nalezy precyzyjnie okresli¢ warunki
doswiadczenia. Na przyktad, zawartos¢ witaminy C w suszonych lisciach stewii
(Stevia rebaudiana) zmniejszyta si¢ wraz ze wzrostem temperatury suszenia,
chociaz nadal pozostata stosunkowo duza. Proces suszenia w temperaturach od 30
do 50°C spowodowat istotny wzrost catkowitej zawartosci zwigzkow fenolowych
i flawonoidow ogodtem, osiagajac najwyzsza wartos¢ w obu przypadkach w lisciach

25



suszonych w temperaturze 40°C, ale stezenie kwasu chlorogenowego zmieniato
si¢ pod wplywem temperatury suszenia. Aktywnos$¢ przeciwutleniaczy mierzona
metoda ORAC (oxygen radicae absorbance capacity — zdolno$¢ pochtaniania
rodnikow tlenowych) wykazata rowniez najwyzszg warto$¢ w temperaturze 40°C,
wskazujac na korzystne warunki suszenia [Lemus-Mondaca i in. 2016]. Po procesie
suszenia, w czosnku i pomidorach stwierdzono spadek zawartos$ci zwigzkow
fenolowych i antyoksydantéw [Gumusay i in. 2015]. Leng i in. [2017] porownali
calkowitg zawartos¢ zwiazkow fenolowych, zdolno$¢ antyoksydacyjng swiezych,
suszonych w temperaturze 60°C przez 3 h lub suszonych w temperaturze 180°C
przez 10 min lisci tamaryndowca (Tamarindus indica L.). Catkowita zdolno$¢
antyoksydacyjna i zawarto$¢ zwigzkow fenolowych ogotem w ekstrakcie byta
najwicksza w przypadku lisci suszonych w temperaturze 180°C [Leng i in. 2017].
Podobnie, poréwnujac $wieze i suszone liscie Moringa oliefera, stwierdzono, ze
suszenie nie wplywa na zawarto$¢ zwigzkoéw fenolowych ogotem, ale podwyzsza
stezenie flawonoidow [Vongsak i in. 2013].

Wstepna obrobka materiatu roslinnego (suchego lub swiezego) polega na
jego rozdrobnieniu, co zwigksza szybkos¢ i efektywnos¢ ekstrakcji. Jednak
w opisach metodyki przygotowywania ekstraktow parametry techniczne tego etapu
s3 zazwyczaj pomijane. Stopien rozdrobnienia materiatu ma wptyw na wydajnos¢
ekstrakcji. Rozdrobnienie lisci Anthocleista grandiflora zwigkszato aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa ekstraktu, lepsze biostatyczne wtasciwosci uzyskano po
5 min ekstrakcji bardzo drobno zmielonych lisci o Srednicy czastek 10 pm niz po
24 h wstrzasania wstgpnie rozdrobnionego materiatu [Eloff 1998]. Rozdrobnienie
i mata wielko$¢ czasteczek zwiekszaja kontakt powierzchniowy pomigdzy
probkami i rozpuszczalnikami do ekstrakcji. Sproszkowanie i przesianie przez sito
zwigksza homogennos¢ probki i powtarzalno$¢ ekstrakceji. Catkowita zawartos¢
antyoksydantdéw w wodnych ekstraktach roslin leczniczych zalezy od wielkosci
czastek i czasu ekstrakcji. Wptyw czasu ekstrakcji zalezat od gatunku rosliny, jednak
ok. 5 min wystarczato do zapewnienia akceptowalnego stopnia, mniejsza wielko$¢
czasteczek za§ zwickszata zawartos¢ antyoksydantow w ekstrakcie, w zwigzku
z czym autorzy zalecaja stosowanie rozdrobnionego materiatlu o $rednicy czgstek
0,2 mm [Gido i in. 2009]. Z wysuszonej rosliny Centellia azjatica przy pomocy
mtynu kulowego Planetary (PBM) uzyskano nanoczgsteczki o redniej wielkosci
501 nm. Ekstrakcja substancji czynnej z nanoproszkow byta wydajniejsza o 82%
w poréwnaniu z technikg maceracji w 90-procentowym metanolu przez 3 dni
[Borhan i in. 2013]. Rozmiar czasteczek jest szczegdlnie wazny, gdy stosuje si¢
ekstrakcje wspomagang enzymatycznie. Rowniez podczas ekstrakcji nadkrytycznej
olejkow zapachowych z nasion pietruszki wielko$¢ czastek (293 do 495 nm) byta
jednym z istotnych parametrow wptywajacych na przebieg procesu [Louli i in. 2004].

Suszenie na powietrzu zwykle trwa dlugo — od kilku dni do kilku miesigcy,
w zalezno$ci od rodzaju suszonych czesci roslin (np. liscie lub nasiona). Probki
roslin, zwykle liscie i todygi, sa pozostawiane w zacienionym, przewiewnym
miejscu w temperaturze otoczenia. Podczas suszenia rosliny mogg ulec skazeniu
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1 sg narazone na niestabilne warunki temperaturowe. Suszenie w kontrolowanej
temperaturze w piecu moze by¢ przydatne przy suszeniu roslin bogatych w olejki
eteryczne. Najwyzszg zawarto$¢ olejku eterycznego w werbenie cytrynowej
(Lippia citriodora) otrzymano w wyniku suszenia w piecu w temperaturze 30°C
[Shahhoseini i in. 2013]. Réwniez inni autorzy stwierdzili, ze rosngca temperatura
ogrzewania w piecu z 30 do 50°C obnizyla zawarto$¢ olejkow eterycznych
w lisciach Laurus nobilis L. 1 Artemisia annua [Khangholi i Rezaeinodehi 2008,
Sellami i in. 2011]. Liofilizacja ze wzglgdu na koszt procesu jest stosowana gtownie
do delikatnych, wrazliwych na temperatur¢ materiatoéw roslinnych. Sulfozwigzki
aktywne mikrobiologicznie z cebuli i czosnku sg termolabilne. Stezenie tych
substancji w czosnku liofilizowanym bylo wyzsze niz w suszonym na powietrzu
lub w kuchence mikrofalowej [Farag i in. 2017].

Metody wyodrebniania zwigzkow bioaktywnych z roslin
w badaniach przeciwdrobnoustrojowych

Podstawowym zjawiskiem zachodzacym podczas pozyskiwania substancji
bioaktywnych z roslin jest proces ekstrakcji, czyli proces przeprowadzenia
substancji z jednej fazy statej lub cieklej, w ktorej substancja ta jest zawieszona
lub rozpuszczona, do innej fazy ciekle;j.

Skuteczny proces ekstrakcji biologicznie aktywnego zwiazku z materiatu
ro$linnego zalezy w duzej mierze od rodzaju uzytego rozpuszczalnika.

Tabela 2. Rozpuszczalniki stosowane do procesu ekstrakcji zwiazkow bioaktywnych
[opracowano na podstawie: Azmir i in. 2013]

Woda Etanol Metanol | Chloroform | Dichlorometanol Eter Aceton
taniny alkaloidy | terpenoidy | terpenoidy terpenoidy alkaloidy fz:;?(fwle
saponiny taniny saponiny | flawonoidy terpenoidy
terpenoidy | terpenoidy taniny kumaryny

zwigzki zwigzki

fenolowe fenolowe

Prawidtowo dobrany rozpuszczalnik do ekstrakcji zwigzkow bioaktywnych z roslin
powinien charakteryzowac si¢ niskg toksycznos$cia, niskg temperaturg parowania,
ulatwia¢ szybkie fizjologiczne wchtanianie ekstraktu, dziata¢ konserwujaco
i nie wchodzi¢ w reakcje chemiczne ze sktadnikami. Produkt koncowy ekstrakeji
moze zawiera¢ pozostato$¢ rozpuszczalnika, dlatego rozpuszczalnik powinien by¢
nietoksyczny i nie powinien wptywac na przebieg oznaczen biologicznych [Ncube
iin. 2008]. We wstepnych badaniach nad wlasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi
ro$lin zazwyczaj stosuje si¢ ekstrakcje woda lub alkoholem, w dalszej kolejnosci —
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inne metody ekstrakcji. Woda jest uniwersalnym rozpuszczalnikiem, stosowanym
do ekstrakcji produktow roslinnych o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym.
Wyboér rozpuszczalnikow w duzej mierze zalezy od specyfiki docelowego
zwiazku bioaktywnego. Podczas ekstrakcji zwigzkdéw hydrofilowych stosuje
si¢ rozpuszczalniki polarne, takie jak metanol, etanol lub octan etylu. Do ekstrakcji
zwiazkow lipofilowych wykorzystuje si¢ najczesciej mieszaning dichlorometanu
i metanolu w stosunku 1 : 1 [Sasidharan i in. 2011]. W niektérych przypadkach
ekstrakcja heksanem jest uzywana do usuwania chlorofilu [Cosa i in. 2006].
Ekstrakty roslinne przygotowane z zastosowaniem rozpuszczalnikow organicznych
zazwyczaj maja wyzsza aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa niz ekstrakty wodne
[Parekh i in. 2005]. Substancje o wtasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych
uzyskiwane z ro$lin najczesciej sa zwiazkami aromatycznymi lub nasyconymi
zwigzkami organicznymi, dlatego do wstepnej ekstrakcji stosuje si¢ etanol lub
metanol. Inne rozpuszczalniki stosowane do ekstrakcji to dichlorometan, aceton
i heksan. Niektorzy autorzy uzywaja kombinacji tych rozpuszczalnikoéw w celu
uzyskania wigkszej wydajnosci ekstrakcji [Sasidharan i in. 2011].

Stosunek objetosci rozpuszczalnika do ilosci proby rowniez wptywa na
wydajnos¢ ekstrakcji. W analizowanych pracach badacze stosowali bardzo r6zne
proporcje rozpuszczalnika i proby. Za najlepszy uznano wariant ekstrakcji,
w ktorym rozpuszczalnik zostat uzyty w stosunku 10 : 1 (v/w) do masy suchej probki
[Green 2004]. Innym sposobem na lepszy dostep rozpuszczalnika do tkanek jest
homogenizacja tkanek roslinnych w rozpuszczalniku [Parekh i in. 2005]. Suszone
lub mokre $wieze czesci roslin sg homogenizowane wraz z okreslong objetoscia
rozpuszczalnika i energicznie wstrzgsane lub pozostawione na kilka godzin lub
dtuzej, po czym ekstrakt jest filtrowany. Niektorzy badacze stosuja wirowanie
w celu uzyskania ekstraktu [ Vieitez i in. 2018]. Nastepnie filtrat moze by¢ suszony
pod obnizonym ci$nieniem i ponownie rozpuszczony w rozpuszczalniku w celu
okreslenia stezenia analitu lub wydajnosci ekstrakeji. Rodzaj rozpuszczalnika
decyduje o wydajnosci ekstrakcji zwiazkow polarnych. Powszechnie stosowang
metoda jest seryjna ekstrakcja, polegajaca na dziataniu rozpuszczalnikami
o zwiekszajacej si¢ polarnosci. Do pierwszej ekstrakcji stosuje si¢ heksan, a do
kolejnej bardziej polarny rozpuszczalnik — metanol [Azmir i in. 2013].

Sposrod licznych metod analitycznych, w badaniach nad wtasciwosciami
przeciwdrobnoustrojowymi wyciggdw roslinnych najczesciej stosowana jest metoda
ekstrakcji w uktadzie ciato state — ciecz (solid-liquid extraction — SLE), polegajaca
na przeniesieniu analitu z probki statej do fazy cieklej. Mozemy wyrézni¢ dwie
grupy technik SLE: klasyczne i nowoczesne. Zwiazki bioaktywne z materiatow
roslinnych moga by¢ wyodrebniane przy zastosowaniu klasycznych metod,
najczgsciej stosowane sa: maceracja, destylacja, ekstrakcja Soxhleta. Sposrod technik
nowoczesnych w badaniach przeciwdrobnoustrojowych wlasciwosci ekstraktow
roslinnych powszechnie stosuje si¢: ekstrakcje wspomagang ultradzwigkami,
ekstrakcje wspomagana energig mikrofal, ekstrakcje za pomoca rozpuszczalnika
pod zwigkszonym ci$nieniem, przys$pieszong ekstrakcje za pomoca rozpuszczalnika,
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ekstrakcje ptynem w stanie nadkrytycznym, ekstrakcje enzymatyczng. Roznice
w metodach otrzymywania wyciagow technikami klasycznymi zalezg zazwyczaj
od czasu ekstrakcji, uzytego rozpuszczalnika, pH, temperatury, wielko$ci czastek
tkanek roslinnych oraz stosunku obj¢tosci rozpuszczalnika do masy probki.

Maceracja i destylacja

Maceracje¢ przeprowadza si¢ w temperaturze pokojowej. Odpowiednio rozdrobniong
substancje roslinng zalewa si¢ rozpuszczalnikiem i pozostawia do momentu
wyrownania stezen pomiedzy surowcem a rozpuszczalnikiem [ Vieitez i in. 2018].
Czas maceracji jest zroznicowany — od kilku godzin do kilku dni. Tradycyjna
maceracja pozwala na skuteczna ekstrakcje zwigzkoéw bioaktywnych. Stwierdzono,
ze ekstrakty otrzymane w wyniku tradycyjnej maceracji z 75-procentowym
roztworem etanolu charakteryzowaly si¢ wyzsza zawartoscig zwigzkéw
antyoksydacyjnych, w tym zwigzkow fenolowych, niz po ekstrakcji nadkrytyczne;j
dwutlenkiem wegla [ Vieitez i in. 2018]. Jednak aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
tych ekstraktow zalezata od rodzaju uzytych ziot i specyficznej wrazliwosci bakterii.
Podobny wynik poréwnania maceracji i nadkrytycznej ekstrakcji CO, uzyskali inni
badacze [Melo i in. 2014], wydajnos¢ ekstrakcji wzrastata wraz ze zwiekszajaca
si¢ polarnoscia rozpuszczalnika uzytego do uzyskania ekstraktow.

Destylacje stosuje si¢ w celu oddzielenia substancji lotnych od mniej lotnych
zanieczyszczen lub do rozdzielenia mieszaniny kilku cieczy rézniacych si¢
temperaturami wrzenia. Ciecz przeprowadzona jest w stan pary, a nastepnie po
przejsciu przez aparatur¢ chtodzacg skroplona [Wrzeciono i Zapruto 2001]. Do
materiatu roslinnego w celu uzyskania substancji niskoczasteczkowych, ktérych
temperatura wrzenia nie przekracza na ogét 200°C czesto stosuje si¢ destylacje
prosta pod ci$nieniem atmosferycznym. Do substancji, ktére w temperaturach
wrzenia ulegaja rozktadowi stosuje si¢ destylacje prézniowa — pod obnizonym
cisnieniem. W procesie destylacji z parg wodng (hydrodestylacji) mozna oczysci¢
substancje state Iub ciekte niemieszajace si¢ i niereagujace z woda, ale lotne z parg
wodna. W przypadku badan wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych ekstraktow
z ro$lin to czgsta metoda referencyjna pozyskiwania olejkéw eterycznych [Lucchesi
1 in. 2004]. Z wodnej zawiesiny rozdrobnionej bazylii (Ocimum basilicum)
metoda destylacji z parg wodna otrzymuje si¢ olejek eteryczny z wydajnoscia
od 1% do 1,5% masy surowca [Nurzynska-Wierdak i in. 2012]. Z ziela hyzopu
lekarskiego (Hyssopi officinalis) takze ta metoda otrzymuje si¢ olejek hyzopowy.
Ma on dziatanie aseptyczne, przeciwwirusowe i antybakteryjne, jednak wydajnosc¢
ekstrakcji wynosi 0,1-0,2%, [Chouhan i in. 2017]. Otrzymywany z kwiatéw lawendy
lekarskiej (Lavandula officinalis) olejek ceniony jest w przemysle kosmetycznym
i ma takze wtasciwosci aseptyczne [Martucci i in. 2015]. Wydajnos$¢ ekstrakeji
w procesie destylacji z parg wodng wynosi okoto 0,8—1,8% masy surowca. Wada
tej metody jest dtugi czas procesu. Na przyklad podczas otrzymywania olejku
eterycznego z tymianku, aby osiagnaé¢ temperature ekstrakcji (100°C) i tym samym
uzyskac pierwszg kroplg olejku eterycznego, konieczne jest ogrzewanie 90 min dla
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hydrodestylacji, podczas gdy dla suchej ekstrakcji wspomaganej mikrofalami tylko
przez 5 min. Jednak dtuzszy czas ekstrakcji — 4,5 h — za pomocg hydrodestylacji
daje porownywalng wydajnos¢ do uzyskiwanej w czasie 30 min suchej ekstrakeji
mikrofalowej. Wydajno$¢ otrzymywania olejkow eterycznych uzyskanych przez
hydrodestylacj¢ wyniosta 0,028% dla bazylii, 0,095% dla migty kruchej i 0,161%
dla tymianku, a druga wspomniang metoda 0,029% dla bazylii, 0,095% dla migty
kruchej i 0,160% dla tymianku. Profil chemiczny ekstraktow uzyskanych tymi
metodami roznit si¢. Znacznie mniejsze ilosci zwigzkow utlenionych i wicksze
ilosci weglowodoréw monoterpenowych stwierdzono w olejkach eterycznych
roslin aromatycznych ekstrahowanych przez hydrodestylacje [Lucchesi i in.
2004]. Podobnie zblizona jest wydajno$¢ procesu nadkrytycznej ekstrakeji CO,
i hydrodestylacji podczas otrzymywania olejku eterycznego z rozmarynu,
w pierwszej zastosowanej metodzie maksymalna wydajno$¢ wynosita 2,53%
olejku eterycznego, a przy hydrodestylacji 2,35% [Conde-Hernandez 2016].

Ekstrakcja Soxhleta

Ekstraktor Soxhleta zostal zaprojektowany do izolacji lipidéw, ale stoso-
wany jest do pozyskiwania réznych zwigzkéw bioaktywnych, ktore sa ter-
mostabilne. Ta metoda nie pozyskuje si¢ olejkow eterycznych, gdyz od-
parowuja one wraz z rozpuszczalnikiem. Ekstrakcja w aparacie Soxhleta
jest takze stosowana w badaniach pordéwnawczych jako punkt odniesienia
dla nowych alternatywnych metod ekstrakcji.

Skutecznos¢ ekstrakcji w aparacie Soxhleta gwarantuje doktadne rozdrobnienie
probki, tak aby powierzchnia jej kontaktu z rozpuszczalnikiem byta jak najwieksza,
co umozliwia szybka dyfuzje z tkanek roslinnych do rozpuszczalnika. Jezeli
wielkos$¢ czasteczek wynosita 0,4 mm, to ekstrakcja ttuszczu z nasion oleistych
trwala 2 h i przebiegata z 99-procentowa wydajnoscia. Podobny efekt uzyskano
dopiero po 12-godzinnej ekstrakcji, gdy wielko$¢ czastek wynosita 2,0 mm [Luque
de Castro 1 Garcia-Ayuso 1998]. Probka poddawana jest ekstrakcji ciaglej, czas
ekstrakcji wynosi zwykle kilka lub kilkanascie godzin. Zaleta tego typu ekstrakcji
jest niewielka objetos¢ zuzywanego rozpuszczalnika, zatem ekstrakt zazwyczaj
zawiera wysokie stezenie substancji czynnej. Otrzymany ekstrakt poddaje si¢ dalszym
procesom oczyszczania i wyodrebniania substancji aktywnej. Kluczowy dla ekstrakcji
w aparacie Soxhleta jest dobor odpowiedniego rozpuszczalnika. Rozne rozpuszczalniki
pozwolg uzyska¢ z tej samej probki rézne sktadniki aktywne lub ich mieszaniny
[Zarnowski i Suzuki 2004].

Najczesciej stosowany rozpuszczalnik do ekstrakcji olejow roslinnych to heksan.
Ma waski zakres temperatury wrzenia wynoszacy okoto 63—69°C i doskonale
rozpuszcza zwigzki hydrofobowe. Wykorzystywane sg takze rozpuszczalniki takie
jak izopropanol, etanol, we¢glowodory, d-limonen, a nawet woda [Hanmoungjai
i in. 2000, Mamidipally i Liu 2004], a takze mieszaniny rozpuszczalnikow,
np. izopropanol i heksan [Li i in. 2004a]. Wyciagi uzyskane metoda ekstrakcji
z heksanem mialy silniejsze 1 szersze spektrum dziatania przeciwbakteryjnego niz
ekstrakty metanolowe i etanolowe [Adiguzel i in. 2005].
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Podczas ekstrakcji Soxhleta rozpuszczalnik jest zazwyczaj odzyskiwany przez
odparowanie. Temperatura ekstrakcji i odparowania rozpuszczalnika réwniez
wptywa na jako$¢ produktu koncowego. Mamidipally i Liu [2004] stwierdzili, ze
olej z otrebow ryzowych wyekstrahowany przy uzyciu d-limonenu byt ciemniejszy
niz olej uzyskany z wykorzystaniem heksanu z powodu wyzszej temperatury
ekstrakcji i odparowywania d-limonenu. Temperature parowania rozpuszczalnika
mozna zmniejszy¢, stosujac prozni¢ [Soetan i in. 2006, Mahesh i Satish 2008,
Redfern i in. 2014].

Nowoczesne techniki ekstrakcji substancji z roslin

Konwencjonalne techniki ekstrakcji maja szereg ograniczen, gtéwnie czas ekstrakcji,
zapotrzebowanie na kosztowny 1 wysokiej czystosci rozpuszczalnik, odparowanie
rozpuszczalnika, niska selektywnos$¢ ekstrakcji 1 rozktad termiczny zwigzkow
termolabilnych [Luque de Castro i Garcia-Ayuso 1998]. Dlatego tez stosuje si¢
techniki ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami (UAE — ultrasound-assisted
extraction), z wykorzystaniem mikrofal (MAE — microwave-assisted extraction),
ekstrakcje wspomagana enzymatycznie, ekstrakcje wspomagang impulsowym
polem elektrycznym, ekstrakcje ptynami nadkrytycznymi i ekstrakcje ptynami pod
ci$nieniem. Niektore z tych technik uwaza si¢ za techniki przyjazne dla srodowiska,
poniewaz sg one zgodne z normami ustalonymi przez Agencje Ochrony Srodowiska
USA [http://www. epa. gov/greenchemistry/; pubs/about_gc. html]. Wykorzystuja
one substancje chemiczne bezpieczniejsze dla srodowiska, zuzywaja mniejsze
ilosci rozpuszczalnikdw, sg efektywniejsze energetycznie.

Ekstrakcja wspomagana ultradzwi¢kami (UAE)

Ultradzwigki to szczegdlny rodzaj fali dzwickowej niestyszalnej przez ludzi.
Zazwyczaj s to drgania akustyczne o czestotliwosci 20 kHz do 100 MHz. Fala
ultradzwigkowa, podobnie jak pozostate fale, przechodzi przez medium i ulega
kompresji i ekspansji, co przejawia si¢ zmianami ci$nienia. Proces ten powoduje
w cieczy zjawisko kawitacji polegajace na powstawaniu, powickszaniu si¢
i zapadaniu pgcherzykoéw parowo-gazowych. Moze w nich powsta¢ duza ilos¢
energii w wyniku konwersji energii kinetycznej do termicznej. Maja one temperature
okoto 500°C, ci$nienie 1000 atm, a szybkos¢ ich ogrzewania i chtodzenia sigga
powyzej 1010 K - s! [Stepnowski i in. 2010]. Zjawisko kawitacji zachodzi tylko
w cieczach 1 matrycach zawierajacych ciecz. Energia ultradzwickow utatwia
ekstrakcje roznych substancji z matrycy roslinnej poprzez intensyfikacje transferu
mas. Podczas zapadania si¢ pgcherzykdw parowo-gazowych powstajg wtorne fale
akustyczne, ktore powoduja uszkodzenie struktury tkanki roslinnej i zwickszajg
dostep rozpuszczalnika do wydzielanych substancji. Na wydajno$¢ procesu UAE
wplywaja zawarto$¢ wilgoci w probce, stopien zmielenia, rodzaj rozpuszczalnika,
temperatura, ci$nienie, czg¢stotliwos¢ fali ultradzwickowe;.
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Zalety UAE to m.in. skrocenie czasu ekstrakcji, oszczgdno$¢ ilosci rozpuszczalnika,
obnizenie temperatury ekstrakcji nawet do temperatury pokojowej [Soria i Villamiel
2010]. Zastosowanie tazni ultradzwigkowej umozliwia rownoczesna ekstrakcje
wielu probek [Pingret i in. 2012]. Metoda ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami
stosowana jest do otrzymywania: zwigzkow polifenolowych, thuszczy, biatka,
zwigzkow aromatycznych, olejkéw eterycznych [Chemat i in. 2011]. Te metode
mozna stosowac do uzyskiwania termolabilnych substancji, a przy wykorzystaniu
zestawu z chtodnicg zwrotng — do otrzymywania substancji lotnych [Pingret i in.

2014].

Ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE)

Technike MAE rowniez uwaza si¢ za nowatorska, przyjazng dla srodowiska
naturalnego i korzystng ekonomicznie, gdyz moze skrocic¢ zar6wno czas ekstrake;ji,
jak i zmniejszy¢ zuzycie rozpuszczalnika [Bilgin i Sahin 2013, Chemat i in. 2015].
Ponadto MAE daje mozliwos$¢ uzyskania produktow zgodnych z wymogami
»zielonej chemii” o parametrach mieszczacych sie¢ w normach srodowiskowych,
o wysokiej jakosci i niskich kosztach wytworzenia [Putnik i in. 2016].
Na wydajno$¢ ekstrakcji MAE wptywa wiele czynnikow, np.: moc mikrofal,
czas ekstrakceji, rodzaj i sktad rozpuszczalnika, wielkos¢ probki, czas i liczba
cykli ekstrakcji [Hayat i in. 2009, Li i in. 2011, 2013, Périno i in. 2016]. MAE
sprzyja dyfuzji termolabilnych zwigzkéw chemicznych z matrycy roslinne;.
Skuteczno$¢ wspomagania ekstrakcji promieniowaniem mikrofalowym wynika ze
sposobu przekazywania energii cieplnej. Energia promieniowania mikrofalowego
dostarczana jest bezposrednio czasteczce zwigzku chemicznego. Promieniowanie
elektromagnetyczne w zakresie czestotliwosci od 300 MHz do 300 GHz pochtaniane
jest przez czasteczki substancji polarnych budujacych tkanki ro§linne [Azmir i in.
2013]. Energia promieniowania mikrofalowego powoduje ruch jonow i polaryzacje¢
czgsteczek dipoli. Oscylujace pole elektryczne wymusza ruch drgajacy dipoli, co
powoduje zderzenia z s3siadujacymi czagsteczkami i przekazanie energii. Jony
w roztworze tkanek roslinnych umieszczonych w polu elektromagnetycznym
przemieszczajg sie. Cieplo powstaje na skutek tarcia miedzy poruszajacymi sig¢
jonami a roztworem i rozchodzi si¢ rownomiernie w calej probce, powodujac jej
dezintegracj¢. Mechanizm ekstrakcji MAE przebiega w trzech etapach [Alupului
iin. 2009]: oddzielenie rozpuszczalnikow od matrycy w podwyzszonej temperaturze
i ci$nieniu, dyfuzja rozpuszczalnika, uwalnianie substancji rozpuszczonych
zmatrycy do rozpuszczalnika [Azmir i in. 2013]. Réwniez suszone ro$liny zawieraja
molekuty wody pochtaniajagce promieniowanie mikrofalowe. Powstajgca pod
wptywem mikrofal wysoka temperatura powoduje odwodnienie celulozy, co
prowadzi do obnizenia wytrzymatosci mechanicznej tkanek [Delazar i in. 2012].
Energia elektromagnetyczna powoduje odparowanie wilgoci z matrycy roslinnej,
powstajace ci$nienie par wywiera znaczny nacisk na struktury komorkowe
i dezintegruje tkanki. To z kolei utatwia przenoszenie substancji rozpuszczonych
z matrycy roslinnej do ekstraktu [Delazar i in. 2012].
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Wybor rozpuszczalnika jest kluczowy dla tego typu ekstrakcji. Substancja
ekstrahowana powinna dobrze rozpuszczac si¢ w rozpuszczalniku. Rozpuszczalnik
powinien by¢ polarny tak jak np. woda, metanol, etanol, octan etylu, aceton. Ekstrakcje
MAE z roslin czgsto przeprowadza si¢ w wodzie, gdyz jest ona podstawowym
sktadnikiem tkanek wraz z zawartymi w niej polarnymi substancjami. Ekstrakcje
z wodg przeprowadza si¢ w uktadzie otwartym, przy ci$nieniu atmosferycznym,
a temperatura procesu nie jest wysoka. W ekstrakcji MAE masa probki waha
si¢ zazwyczaj od 2 do 20 g, a objetos¢ rozpuszczalnika do 30 cm?. Czas trwania
ekstrakcji zwykle nie przekracza 30 min [Stepnowski i in. 2010].

W przeciwienstwie do konwencjonalnej metody Soxhleta wymagajacej wzglednie
dhugiego czasu (zazwyczaj 3—48 h), zastosowanie energii mikrofalowej do ogrzewania
roztworu powoduje znaczne skrocenie czasu ekstrakcji (zazwyczaj do mniej niz
30 min). MAE umozliwia réwniez zmniejszenie ilo$ci uzytego rozpuszczalnika
organicznego (zazwyczaj do ponizej 40 cm?®) w porownaniu z objetoscia wymagang
w ekstrakcji Soxhleta [Eskilsson i Bjorklund 2000]. W badaniach nad optymalizacja
procesu MAE najwazniejsze dla materiatow roslinnych sg: sktad i objgtosé
rozpuszczalnika, temperatura ekstrakcji i cechy matrycy. Badania kinetyczne
wplywu tych warunkéw na ekstrakcje¢ substancji leczniczych z li§ci rozmarynu
i migty pieprzowej wskazaty, ze w przypadku matrycy roslinnej zawierajacej wode
jako sktadnik dielektryczny zastosowanie niepolarnego heksanu sprzyja szybkiej
ekstrakeji olejkow eterycznych. Zwigkszenie wagi liSci w stosunku do objetosci
heksanu w tym przypadku zwigksza efektywnos$¢ konwersji energii mikrofalowe;j
na ciepto. Natomiast gdy stosuje si¢ rozpuszczalnik organiczny, ktory silniej
absorbuje mikrofale (etanol i liscie), bardziej efektywne ogrzewanie prébek mozna
o0siagnac poprzez zwiekszenie mocy mikrofal, poniewaz polarne czasteczki etanolu
anie wody w lisciach absorbuja wigkszo$¢ energii mikrofal [Chen i Spiro 1994].
Ekstrakcja z Radix puerariae metodg MAE zajeta tylko jedng minute przy uzyciu
wody jako rozpuszczalnika, gdyz ta ciecz absorbuje energi¢ mikrofal i przede
wszystkim doskonale rozpuszcza wyodrgbniany analit [Guo i in. 2001].

W przypadku ekstrakcji woda mozna zwickszy¢ wydajno$¢ procesu, dodajac
odpowiednie zwiazki zwigkszajace rozpuszczalno$¢ wydzielanej substancji.
Wydajno$¢ ekstrakcji kwasu lukrecjowego z woda lub wodg i etanolem
zwigkszono poprzez dodanie amoniaku lub soli potasowej w celu otrzymania
lepiej rozpuszczalnych w wodzie zwigzkow: amonianu lukrecji i soli potasowej
kwasu lukrecjowego [Pan i in. 2000]. Wysoka zawarto$¢ wilgoci w matrycach
roslinnych sprzyja ekstrakcji MAE [Azmir i in. 2013]. W przypadku prébek roslin
poddanych suszeniu, wstgpne nawilzenie wodg poprawia efekt cieplny wywolywany
przez mikrofale i poprawia wydajno$¢ ekstrakcji zwigzkoéw fenolowych [Alfaro
i in. 2003]. Ekstrakcja polifenoli i kofeiny z lisci zielonej herbaty metoda MAE
charakteryzowala si¢ najwyzsza wydajnoscia ekstrakcji po 4 min w porownaniu
z ekstrakcja rozpuszczalnikiem w temperaturze pokojowej przez 20 h i ekstrakcja
ultradzwigkami przez 90 min [Pan i in. 2003]. Zwickszanie mocy mikrofal moze
prowadzi¢ do degradacji sktadnikow termolabilnych, potwierdzono to w przypadku
ekstrakcji zwigzkoéw fenolowych [Chan i in. 2011].
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Optymalne potaczenie mocy mikrofal i temperatury sprzyja wysokiej wydajnosci
ekstrakcji. W przypadku zwigzkoéw fenolowych z herbaty oolong ich catkowita
zawarto$¢ zwigkszala si¢ wraz ze wzrostem temperatury ekstrakcji i mocy az
do 230 W [Tsubaki i in. 2010]. Wyzsza temperatura podczas MAE wspomaga
odwodnienie celulozy $ciany komorkowej roslin i zmniejsza jej wytrzymatosé
mechaniczng, a to z kolei utatwia dostep rozpuszczalnika do zwigzkow chemicznych
wewnatrz komorki. Uszkodzenia komorek podczas MAE potwierdzono w probkach
lisci tytoniu przy pomocy skaningowego mikroskopu elektronowego [Zhou
i Liu 2006]. Podobne zmiany w tkance roslinnej swiezej skorki pomaranczowej
obserwowano rowniez podczas ekstrakcji pektyn ta technika [Kratchanova i in.
2004]. Matryca roslinna powinna by¢ w catosci zanurzona w rozpuszczalniku.
W przypadku ekstrakeji konwencjonalnych wyzszy stosunek objetosci rozpuszezalnika
do probki moze zwigkszy¢ wydajnos¢ ekstrakcji. Objetos¢ rozpuszczalnika
w ekstrakcji MAE jest rowniez czynnikiem krytycznym. Dane z literatury nie sa
jednak jednoznaczne, co do zwigkszenia wydajnos$ci ekstrakcji w zaleznosci od
wickszej objetosei rozpuszezalnika. W ekstrakeji MAE z Aretimisia annua L. uzyskano
wieksza wydajnos¢ artemidyny dzieki wickszej ilosci rozpuszcezalnika [Hao i in.
2002]. Ekstrakcje flawonoidow z Saussurea medusa zwigkszono przez zwigkszenie
objetosci cieczy w stosunku do probki —z 25 : 1 (em®- g na 100 : 1 (cm® - g!)
[Gao i in. 2006]. Zastosowanie duzej objetosci rozpuszczalnika zwigksza koszty
p6zniejszych etapdw odparowywania i przygotowania probki. Jednak w przypadku
MAE nadmiar rozpuszczalnika w stosunku do probki moze spowodowac nizsze
stezenie pozyskiwanego analitu. Podczas ekstrakcji pektyny ustalono, ze mniejsza
objetos¢ rozpuszczalnika prowadzita do zwigkszenia ilosci uzyskanej pektyny
przy pH = 1 [Wang i in. 2007]. W wielu do$wiadczeniach optymalny stosunek
rozpuszczalnika i probki wynosit jak 10 : 1 Iub 20 : 1 [Pan i in. 2001, 2003, Li
i in. 2004b, Talebi i in. 2004].

Podobnie jak w innych technikach ekstrakcyjnych czas jest parametrem,
ktorego wptyw takze musi by¢ wziety pod uwagg. Niezbedne jest przeprowadzenie
odpowiednich badan nad optymalizacja czasu ekstrakcji w zaleznosci od ro$liny,
wydzielanego analitu i uzywanego rozpuszczalnika. Dzigki wydtuzeniu czasu
ekstrakcji zwigksza si¢ ilo§¢ analitéw chociaz moze tez nastapic ich rozktad. MAE
jest szybka metoda ekstrakcji, wystarczy kilka lub kilkanascie minut. Stezenie
polifenoli i kofeiny w ekstrakcie wzrastato az do czwartej minuty procesu,
a nastgpnie zmniejszato si¢ wraz z uplywem czasu [Pan i in. 2003]. Najwigksza,
92-procentowg wydajnos¢ ekstrakcji artemizynin z Artemisia annua L. osiaggnigto
w ciggu 12 minut, natomiast przy wydtuzaniu czasu procesu wydajno$¢ spadata [Hao
iin. 2002], poniewaz nastapita degradacja termiczna tego zwigzku. Rozpuszczalniki
takie jak woda, etanol i metanol moga osiggac¢ wysokie temperatury pod wptywem
dlugotrwatego oddziatywania mikrofal, co stwarza ryzyko rozktadu zwiazkoéw
termolabilnych. Moc mikrofal i czas to dwa czynniki, ktére wptywaja na proces
ekstrakcji. Kombinacja niskiej lub umiarkowanej mocy mikrofal przy dhuzszej
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ekspozycji na nie moze zwigkszy¢ wydajno$¢ procesu, co potwierdzono podczas
ekstrakcji ginsenozydéw metodg MAE w r6znych warunkach mikrofalowych
[Shu i in. 2003].

Ekstrakcja wspomagana enzymami (EAE)

Niektore zwiazki bioaktywne zwigzane sa w matrycach roslinnych wigzaniami
chemicznymi i trudno je pozyska¢ w rutynowym procesie ekstrakcji przy uzyciu
rozpuszczalnikdéw. Zaproponowano wstepng obrobke enzymatyczng materiatu
ros$linnego w celu poprawienia wydajnosci ekstrakcji zwiazkéw bioaktywnych.
Stosowane enzymy rozktadajg polisacharydowa strukture $ciany komorkowej
[Rosenthal i in. 1996]. Stosuje si¢ dwa typy ekstrakcji wspomaganej enzymami (EAE
— enzyme assisted extraction): ekstrakcja wodna wspomagana enzymami (EAAE
— enzyme assisted aqueous extraction) 1 ekstrakcja enzymatyczna wspomagana
tloczeniem na zimno (EACP — enzyme assisted cold pressing) [Latif i Anwar
2009]. Do hydrolizy enzymatycznej stosuje si¢ celulazy, amylazy i pektynazy.
Poprawe wydajnosci ekstrakcji mozna osiggnaé, dodajac mieszaning enzymow
pektynolitycznych i celulolitycznych w stosunku 2 : 1 do zwigzkow bioaktywnych
[Maier i in. 2008] lub stosujac do ekstrakcji rozpuszczalnik wodno-alkoholowy
[Larozeiin. 2010]. EAAE jest uznawana za technologi¢ przyjazng dla sSrodowiska,
poniewaz wykorzystuje wode jako rozpuszczalnik zamiast organicznych substancji
chemicznych. Na wydajnos$¢ procesu wptywaja rézne czynniki: rodzaj i wtasciwosci
katalityczne enzymu, sktad i stezenie mieszaniny reakcyjnej, wielkos¢ czastek
materiatlow roslinnych, czas hydrolizy [Niranjan i Hanmoungjai 2004]. Metody
te stosuje sie najczescie] w celu ekstrakcji olejow z nasion [Hanmoungjai 1 in.
2000, Sharma i in. 2002]. Olej ekstrahowany enzymatycznie zawiera wigksza
ilos¢ wolnych kwasow thuszczowych niz tradycyjnie ekstrahowany heksanem
[Puri i in. 2012]. Metoda ta jest takze stosowana do pozyskiwania zwigzkow
fenolowych. Wykorzystano ja do otrzymywania tych zwiazkow z wyttoczyn
z czarnuszki [Landbo 1 Meyer 2001], ze skorek owocow cytrusowych [Li i in.
2006], z odpadéow winogronowych [Gomez-Garcia 1 in. 2012]. Chandini i inni
[2011] uzyli enzymdw taninazy i pektynazy niezaleznie od siebie, aby uzyskaé
polifenole z czarnej herbaty. Maksymalny poziom ekstrakcji zaobserwowano, gdy
uzyto tylko taninazy. W innym doswiadczeniu pozyskano flawonoidy z Ginkgo
biloba, stosujac celulaze z P. decumbens, ktora nie tylko degradowala Sciang
komorkows, ale takze zwickszyla rozpuszczalnos$¢ ekstrahowanych zwigzkow
w wodzie [Chen i in. 2010]. Ekstrakcja enzymatyczna znalazta tez zastosowanie
do ekstrakcji zwigzkéw chemicznych z glonéw, w przypadku ktérych struktura
1 sztywnos¢ $ciany komorkowej utrudnia pozyskiwanie wewnatrzkomérkowych
zwigzkow bioaktywnych [Wang i in. 2010].

Ekstrakcja ciecza pod cisSnieniem (PLE — pressurized liquid extraction)

Inne stosowane nazwy dla tej metody to: przyspieszona ekstrakcja ptynow,
przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem (ASE — accelerated solvent extraction)
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[Nietoiin. 2010]. Metoda PLE polega na zastosowaniu wysokiego ci$nienia, tak aby
utrzymac rozpuszczalnik w fazie ciektej w temperaturze wyzszej niz jego normalna
temperatura wrzenia. Proces wymaga uzycia specjalnie dostosowanych i odpornych
na wysokie ci$nienie i1 temperaturg ekstraktorow. Stosuje si¢ konwencjonalne
rozpuszczalniki, proces przebiega w temperaturze 100-200°C przy ci$nieniu nawet
do 20 MPa [Carabias-Martinez i in. 2005].

Technika PLE wymaga niewielkich ilo$ci rozpuszczalnikow, poniewaz
kombinacja warunkow — wysokiego ci$nienia i temperatury — zmienia wtasciwos¢
cieczy, co sprzyja wydajnosci ekstrakcji [Mustafa i Turner 2011]. Powoduje rowniez
zerwanie stabych wigzan chemicznych (dipol-dipol, sity van der Waalsa i wigzan
wodorowych), co zwigksza zdolno$¢ cieczy do rozpuszczania analitéw, zwigksza
szybkos¢ dyfuzji i kinetyke przenoszenia masy analitow, a takze zmniejsza lepkos¢
1 napigcie powierzchniowe rozpuszczalnikow [Wang i Weller 2006].

W metodzie tej stosowane sg rozne rozpuszczalniki, w tym woda. Dzigki
mozliwosci zastosowania wody metoda ta jest przyjazna dla srodowiska. Woda
umozliwia wyodrgbnianie z materiatu roslinnego zwigzkow polarnych w nizszej
temperaturze ekstrakcji, a w wyzszej temperaturze — zwigzkéw niepolarnych,
ktore w normalnych warunkach cisnienia sa nierozpuszczalne w wodzie [Liu i in.
2013]. Mozna takze stosowac do ekstrakcji rozpuszczalniki dwusktadnikowe jak
woda-metanol lub etanol-woda, ktore sg bardziej efektywne w mieszaninie niz
czyste rozpuszczalniki organiczne [Mustafa i Turner 2011].

PLE z powodzeniem stosuje si¢ do ekstrakcji zwigzkdéw bioaktywnych z rdznych
materiatow roslinnych, sprzyja temu automatyzacja procesu, krotki czas, mata
zawarto$¢ rozpuszczalnika i minimalna wstepna obrobka probki. Jest to czgsto
stosowana metoda do izolacji zwigzkow flawonowych [Ju i Howard 2003, Liu
iin. 2013].

Ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym (SFE — supercritical fluid extraction)

Metoda SFE ma wiele zalet. Jest selektywna i daje mozliwos¢ regulacji efektywnosci
procesu przez zmian¢ parametrow, przyjazna dla srodowiska ze wzgledu na niewielkie
zuzycie rozpuszczalnika nadkrytycznego, a takze szybka dzigki zastosowaniu
zautomatyzowanej aparatury.

W metodzie SFE do ekstrakcji stosuje si¢ rozpuszczalnik lub gaz w stanie
nadkrytycznym (ptyn nadkrytyczny), w warunkach cisnienia i temperatury
wyzszych od jego parametrow krytycznych [Sharif i in. 2014]. Ptyn w stanie
nadkrytycznym wykazuje cechy zarowno cieczy, jak i gazu, cechuje go gestos¢
i zdolno$¢ rozpuszczania charakterystyczna dla rozpuszczalnikow ciektych oraz
$cisliwos$e, szybkos$¢ dyfuzji, lepkos¢ i zdolnos¢ penetracji typowa dla gazow.
Potgczenie tych cech jest zaleta procesu ekstrakcji nadkrytycznej w stosunku do
tradycyjnej ekstrakcji rozpuszczalnikami. Na przebieg SFE wplywa rodzaj uzytego
ptynu nadkrytycznego, temperatura, cisnienie, czas ekstrakcji, sposob kontaktowania
ekstrahowanego materiatu z ptynem nadkrytycznym [Lang i Wai 2001]. Jako
rozpuszczalniki w SFE uzywane sa konwencjonalne rozpuszczalniki organiczne
i ich mieszaniny, a takze niektore gazy: ditlenek wegla, podtlenek azotu, etylen,
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etan, heksafluorek siarki, amoniak. Do ekstrakcji ptynem w stanie nadkrytycznym
najczesciej stosowany jest ditlenek wegla, charakteryzujacy sie niska temperature
krytyczng (31,1°C) oraz niskim ci$nieniem krytycznym (73,8 bar) [R.P. da Silvaiin.
2016]. W celu poprawienia wydajnosci procesu do ekstrakcji zwiazkoéw polarnych
i silnie zwigzanych z matryca uzywa si¢ niewielkich ilosci substancji polarnych
jak metanol, etanol, aceton, acetonitryl oraz dichlorometan. Zmieniajgc paramety
ekstrake;ji, tj. temperature i ciSnienie, mozna selektywnie wydzieli¢ rozne anality.
Gdy stosuje si¢ ekstrakcje ditlenkiem wegla, obnizenie ci$nienia po zakonczonym
procesie pozwala na usunigcie gazu i zaggszczenie analitu. Jest to niewatpliwie
zaleta SFE, gdyZz mozna wyeliminowa¢ etap oczyszczania analitu i ryzyko utraty
sktadnikow lotnych. SFE zazwyczaj wykonuje si¢ w niskich temperaturach, dlatego
czesto stosuje si¢ ja do izolacji zwiazkow termolabilnych.

Ekstrakcja nadkrytyczna z matrycy roslinnej odbywa si¢ zasadniczo w dwoch
etapach: najpierw nastepuje rozpuszczenie zwigzkow chemicznych obecnych
w strukturze tkanek ro§linnych, a pézniej ich rozdzielenie do cieczy nadkrytyczne;j.
Matryca ro$linna absorbuje nadkrytyczny rozpuszczalnik, struktury komorkowe
pecznieja, blony i kanaly transblonowe utatwiajg transfer analitu z matrycy
wewngtrznej na powierzchni¢ matrycy. Rozpuszczone zwiazki sg nastepnie
transportowane z powierzchni do nadkrytycznej cieczy i ostatecznie usuni¢te wraz
zrozpuszczalnikiem [R.P. da Silvaiin. 2016]. Proces wymaga kosztownej aparatury
1to ogranicza jego zastosowanie, zwlaszcza w skali laboratoryjnej [Khosravi-Darani
2010]. Na skale przemystowa metoda SFE jest stosowana m.in. do ekstrakcji
chmielu, kofeiny z kawy, obnizania stezenia alkoholu, usuwania p-karotenu,
usuwaniu ttuszczu zwierzgcego z mleka, ekstrakcji aromatow [Janiszewska
i Witrowa-Rajchert 2005]. SFE jest takze stosowana do otrzymywania substancji
o charakterze terapeutycznym, pozwala na izolacje nowych nieznanych zwigzkow
bioaktywnych [Sovilj i in. 2011].

W badaniach nad wtasciwos$ciami przeciwdrobnoustrojowymi ekstraktow
z ro$lin rOwniez stosowano te metode.

Metody standaryzacji ekstraktow roslinnych
stosowane w badaniach przeciwdrobnoustrojowych

Jednym z podstawowych sposobow oceny procesu ekstrakcji jest obliczenie jej
wydajnosci, ktora liczona jest jako ilos¢ ekstraktu uzyskanego ze 100 g suszonego
materiatu roslinnego (g - 100 g'!' s.m.), moze by¢ takze wyrazana w procentach.
Wydajnos¢ ekstrakcji zalezy od zastosowanej techniki. Zazwyczaj najwyzsza
wydajnos¢ ekstrakcji uzyskuje si¢ w aparacie Soxhleta. Ekstrakcja Soxhleta
z suchych tkanek Cissus quadrangularis jest bardziej wydajna (3,6—5,9%) niz ze
swiezych (0,66-2,24%) [Murthy i in. 2003]. Na wydajnos¢ ekstrakcji wptywat takze
rodzaj stosowanego rozpuszczalnika, a takze wasciwo$ci materiatu biologicznego.
Ekstrakcja suchego materialu roslinnego przebiegata z najwieckszg wydajnoscia
z udziatem wody, w dalszej kolejnosci po zastosowaniu metanolu, octanu etylu
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i n-heksanu [Murthy i in. 2003]. Podczas otrzymywania olejkow uzyskiwano
podobng wydajnos¢, stosujac proces hydrodestylacji i destylacji suchej wspomagane;j
mikrofalami [Lucchesi i in. 2004], jak réwniez proces nadkrytycznej ekstrakcji
CO, 1 hydrodestylacji [Conde-Hernéandez 2016].

Pomiar wlasciwosci antyoksydacyjnych ekstraktéw to kolejny sposob
na poréwnywanie ich potencjalnej przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci.
Wiele zwigzkow o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym wykazuje whasciwosci
antyoksydacyjne. W testach in vitro antyoksydanty zawarte w ekstraktach ro§linnych
dezaktywuja wolne rodniki. Mechanizm tych reakcji polega na przeniesieniu atomu
wodoru (HAT — hydrogen atom transfer), przeniesieniu pojedynczego elektronu
(SET — single electron transfer) lub na kombinacji tych mechanizméw [Liang
1 Kitts 2014]. Z licznych metod pomiaru wlasciwosci antyoksydacyjnych ekstraktow
ro$linnych czgsto stosuje si¢ metode ABTS, DPPH, FRAP, ORAC (tab. 9).

Metody te maja specyficzne ograniczenia. Metody DPPH 1 ABTS sa proste
w wykonaniu i nie wymagaja specjalnie przygotowanej probki. Dodatkowo sg to
metody spektrofotometryczne, aparaturowo dostepne. Rodnik DPPH mozna zakupié¢
komercyjnie, za$ rodnik ABTS trzeba wytwarzac¢ z prekursora. W metodzie DPPH
barwa roztworu po reakcji pomigdzy rodnikami a antyoksydantami jest zotta, co
moze wptywacé na oznaczanie zwigzkodw wykazujacych absorbancje przy tym samym
zakresie fal np. karetonoidow. Stosowany w metodzie FRAP kompleks Fe**— TPTZ
podlega redukcji przez zwiazki, ktorych potencjat redoks jest nizszy od 0,70 V,
takze te ktore nie sg antyutleniaczami. Mozliwe jest takze ponowne utlenienie
powstajacych jonéw Fe** w obecnosci H,O, i tworzenie wtornych rodnikow, co
wplywa na jako$¢ oznaczenia. Szczeg6lnie problematyczne jest oznaczanie tg metodg
probek biologicznych, jak osocze krwi czy homogenaty zawierajace biatka, gdyz
pH reakcji jest niskie i znacznie odbiega od pH fizjologicznego, a niektore zwigzki
jak biatka i tiole nie redukujg kompleksu Fe**— TPTZ, co wpltywa na zanizenie
pomiaru wlasciwosci antyoksydacyjnych probki. Metoda ORAC pozwala mierzy¢
wlasciwosci przeciwutleniajace zwiazkoéw hydrofilowych, jak i lipofilowych. Jest
czula i doktadna ze wzgledu na stosowang sonde fluorescencyjng. Oznaczanie
aktywnosci antyutleniajacej w modelowym uktadzie: kwas linolowy i B-karoten jest
czasochtonne i wymaga przygotowania emulsji kazdorazowo bezposrednio przed
oznaczeniem. Metody oznaczania wlasciwosci antyoksydacyjnych maja wzglednie
krotki czas wykonania i daja obiektywne rezultaty, jednak nalezy je stosowac
adekwatnie do specyfiki analizowanego produktu. Dodatkowo wystepuja rézne
warianty danej metody i r6zne sposoby wyrazania aktywnosci antyoksydacyjnej,
stosowane sg rozne wzorcowe antyoksydanty. Wszystko to komplikuje interpretacje
wynikow. Brakuje norm wskazujacych na uzycie jednej uniwersalnej metody dla
danego ekstraktu, dlatego tez w wielu pracach potencjat antyoksydacyjny ekstraktow
roslinnych oznacza si¢ jednoczesnie r6znymi metodami.

Oprocz porownywania wlasciwosci antyoksydacyjnych ekstraktow z roslin
o potencjalnie przeciwdrobnoustrojowym dziataniu w celu standaryzacji stosuje si¢
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czesto oznaczanie stgzenia substancji czynnych. Jednym z najczgsciej stosowanych
oznaczen jest pomiar catkowitej zawartosci zwigzkow fenolowych. Substancje
zaliczane do tej grupy zwigzkow maja wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe,
mogg takze hamowac¢ inne formy zagrozen mikrobiologicznych jak czynniki
wirulencji i1 tworzenie biofilmu. Metoda Folina-Ciocalteu [Lamuela-Raventos
2017] jest metoda spektrofotometryczng, opiera si¢ na barwnej reakcji pomigdzy
polifenolami a odczynnikiem zawierajacym sole kwasow fosfowolframowego
i fosfomolibdenowego [Everette i in. 2010]. W licznych publikacjach dotyczacych
przeciwdrobnoustrojowych wlasciwos$ci ekstraktow przedstawiono oznaczenia tg
metodg zwigzkow fenolowych [Michel i in. 2012, Mihaylova i in. 2014, Casquete
i in. 2015, Jafri i in. 2019]. W zalezno$ci od rodzaju zawartych w ekstrakcie
substancji aktywnych wykonywane sg oznaczenia st¢zenia i profil chemiczny
olejkow eterycznych, alkaloidow, glikozydow, saponin, tanin [Jafti i in. 2019],
czgsto przy pomocy analizy instrumentalnej HPLC [Giao 2009, Michel i in. 2012,
Gedikogu iin. 2015, Liiin. 2018]. Z wielu sposobdéw chemicznej charakterystyki
ekstraktow stosowanych do badan przeciwdrobnoustrojowych jak do tej pory nie
mozna wskaza¢ grupy metod, ktore beda najbardziej adekwatne i pozwola poréwnac
wyniki uzyskiwane przez rézne zespoly. Na aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
ekstraktow ma wptyw wiele czynnikow, poczynajac od wtasciwosci surowca,
wybor techniki ekstrakeji, dobor odpowiednich metod analizy sktadu chemicznego.
W publikacjach autorzy przedstawiaja wyniki réznych testow i oznaczen, aby
oceni¢ wlasciwosci antydrobnoustrojowe ekstraktow.



Substancje aktywne ekstraktow roslinnych i ich wplyw
na drobnoustroje

Grupy metabolitow wtornych o dzialaniu
przeciwdrobnoustrojowym

Oprocz tego, ze rosliny wytwarzaja podstawowe sktadniki odzywcze, takie jak
biatka, thuszcze 1 weglowodany, potrzebne do podtrzymania funkcji zyciowych, moga
tez metabolizowac¢ inne zwiazki, ktore sg okreslane jako metabolity wtorne (MW).
Pierwotnie uwazano, ze sa to produkty uboczne metabolizmu roslin, ktore nie petniag
zadnej biologicznej funkcji. Obecnie wiadomo, ze MW sg to niskoczasteczkowe
substancje, ktore stuza roslinie do interakcji ze sSrodowiskiem w adaptacji zarowno
do warunkéw stresu biotycznego, jak i abiotycznego [Kusznierewicz 2017, Yang
iin. 2018]. Ze wzgledu na to, ze takie zwigzki nie sa kluczowe dla normalnego
wzrostu, rozwoju i reprodukcji roslin, ale dziataja na nie ochronnie, zazwyczaj
sg syntetyzowane w roslinach ze wzgledu na szczegodlne potrzeby, podczas gdy
metabolity pierwotne spetniajg ogolne biologiczne cele we wszystkich gatunkach.
Kazda z rodzin, rodzajow, a nawet gatunkow roslin wytwarza charakterystyczng dla
siebie mieszank¢ MW, ktore czasami sg podstawg do taksonomicznego podziatu roslin
[Kabera i in. 2014]. Ze wzglgdu na biogenetyczng roznorodno$¢ i zroéznicowane
struktury, istnieje kilka podzialow tych zwigzkow. Klasyfikacja ich moze opiera¢
si¢ na strukturze chemicznej, obecnosci wybranych atomow lub rozpuszczalno$ci
w rdéznych substancjach oraz drog biosyntezy [ Adaszynska i Swarcewicz 2013a,
Kabera i in. 2014].

Jeden z podzialow metabolitow wtomych zaproponowat Croteau w 2000 r.,
dzielac je na terpeny i terpenoidy, alkaloidy 1 zwigzki fenolowe [Azmir i in. 2013].
Natomiast Kusznierewicz [2017] podaje podziat ze wzgledu na szlak biosyntezy,
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Tabela 10. Podzial zwigzkow fenolowych i ich przyktady [opracowano na podstawie:
Kusznierewicz 2017]

Klasa Przyklady zwigzkow
Kwasy hydroksybenzoesowe | kwas galusowy, kwas protokatechowy, kwas rezorcynolowy,
i ich pochodne kwas wanilinowy, kwas gentyzynowy, kwas elagowy
Tyrosol i jego pochodne
Kwasy hydroksycynamonowe | kwas kawowy, kwas p-kumarowy, kwas ferulowy, kwas
i ich pochodne sinapinowy, kwasy chlorogenowe, kwasy szalwiowe
Ksantony magniferyna
Stilbeny reswergtrol, piceid, winiferyny, rapontygenina, piceatannol,
pterostilben
apigenina, luteolina, diosmetyna, chryzyna, trycyna, synenstyna,
flawony . . o . :
nobiletyna, bajkaleina, izoorientyna, witeksyna
flawonole kw§rcetyna, ﬂzetyna, kempferol., moryna, herbacetyna,
robinetyna, mirycetyna, rutyna, izoramentyna
. N . . .
flawon-3-ole ( ) katechma,.( ) eplkatechma, eplgalolfatechma, Galusa
Flawonoidy epigalokatechiny, polimery flawon-3-oli
izoflawony daidzeina, genisteina, glyciteina
flawanony nariggegina, naringina, narirutyna, hesperytyna, hesperydyna,
taksifolina
antocyjanidyny cham.dyna, pelargonidyna, delfinidyna, petunidyna, peonidyna,
malwidyna
. sezamina, sezaminol, sezamolina, diglukozyd
Lignany . . .
sekoizolarycyrezynolu, pinorezynol, schizandryna
Taniny hydrolizujace punikalagina, sangwina H6, lambertianina C, pedunkulagina
Taniny skondensowane procyjanidyna A1, procyjanidyna Bz, procyjanidyna Be

zawierajacy nastepujace grupy: zwiazki fenolowe i polifenolowe, terpenoidy oraz
niebiatkowe zwigzki siarki i azotu [Kusznierewicz 2017]. W kazdej z tych grup
(tab. 10) sa zwiazki, wobec ktérych udowodniono dziatanie przeciwdrobnoustrojowe.
Inne, niezakwalifikowane powyzej, grupy zwigzkéw o wlasciwosciach przeciwdrob-
noustrojowych to: kumaryny, fitosterole i glikozydy [Adaszynska i Swarcewicz
2013b, Barbieri i in. 2017].

Niezaleznym od powyzszych podziatem roslinnych metabolitow wtérnych
jest klasyfikowanie ich do fitoantycypin lub fitoaleksyn. Fitoantycypiny sg to
konstytutywne przeciwdrobnoustrojowe bariery chemiczne, natomiast fitoalek-
syny sa wytwarzane w wyniku ekspresji de novo enzymow wymaganych w ich
szlakach metabolicznych [Jankowska i Swedrzynska 2016]. Taki podziat opiera
sie na dynamice syntezy czasteczki przeciwdrobnoustrojowej i moze by¢ mylacy
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Tabela 11. Podziat terpenoidéw i ich przyktady [opracowano
na podstawie: Kabera i in. 2014]

Terpeny/Terpenoidy Przyklady zwiazkéw
hemiterpeny izopren, kwas izowalerianowy
monoterpeny limonen, eukaliptol, pinen
seskwiterpeny kwas abscysynowy
diterpeny gibereliny
sesterpeny
triterpeny lanosterol, skwalen, brassinosteroidy
tetraterpeny karotenoidy, likopen
politerpeny witamina E, cytokoniny

Tabela 12. Podziat metabolitéw wtornych zawierajgcych siarke [opracowano na
podstawie: Omar i Al-Wabel 2010, St-Gelais i in. 2015, Kusznierewicz 2017]

Grupa metabolitow Przyklady zwiazkéw
sinigryna
Glukozynolany glukonapina
progoitryna
S izotiocyjanian 3-metylotiopropylu
Produkty rozktadu 1zotiocyjaniany | .
i izotiocyjanian 2-allilu
glukozynolan6ow
indole indolo-3-karbinol
alliina
allicyna
metantiosulfinian allilu
disiarczek diallilu
Zwiazki zawierajace grupe allilowa trisiarczek diallilu

trisiarczek allilometylowy

S-allilomerkaptocysteina

ajoen

S-allilocysteina

Dichromony paucinerwina




ze wzgledu na to, Ze ta sama substancja moze by¢ fitoantycyping w jednej rosli-
nie i fitoaleksyng w drugiej. Moze by¢ rowniez tak, ze dana czasteczka jest albo
fitoantycyping albo fitoaleksyna, w zaleznosci od tego, w ktorej czgsci rosliny jest
zlokalizowana [Grayer i Kokubun 2001].

Metabolity wtdrne, charakteryzujace si¢ wlasciwos$ciami przeciwdrobno-
ustrojowymi, mozna dodatkowo podzieli¢ na trzy grupy:

e zwigzki chronigce powierzchni¢ rosliny przed infekcja (jest to pierwsza
linia obrony),

e zwigzki znajdujace si¢ w wakuolach powigzane z systemem aktywacji
hydrolitycznych enzymoéw (bardzo aktywne przy zranieniu tkanki,
magazynowane sg jako nieaktywne prekursory),

e fitoaleksyny — substancje obronne rosliny wytwarzane w odpowiedzi na
atak (nie wystepuja w roslinach o zdrowych, niezaatakowanych tkankach)
[Meyer i in. 2002].

Funkcje w roslinach oraz dzialanie przeciwdrobnoustrojowe
wybranych grup metabolitow wtérnych

Zaktada sig, ze rosliny ewoluowaly razem z patogenami i dlatego wytworzyly
skuteczne mechanizmy obronne. Metabolity wtérne w roslinie petnig ztozone,
adaptacyjne i synergistyczne funkcje. Rosliny dzikie sg bardziej odporne na szereg
chordb wywotanych przez drobnoustroje niz rosliny uprawne. Takie przystosowa-
nie si¢ przypisywane jest synergistycznemu dziataniu wielu tagodnie dziatajacych
antybakteryjnych sktadnikow. Naturalnie rosngce rosliny wykazuja umiarkowane
dziatanie przeciwbakteryjne, nie niszcza patogendéw catkowicie [Mundy iin. 2016].
Ponizej przedstawione sg przyktady i niektore mechanizmy dziatania przeciwdrob-
noustrojowego réoznych grup metabolitow wtornych w roslinach.

Zwiazki fenolowe

Zwigzki fenolowe stanowig najwazniejszg grupe fitochemikaliow. Zazwyczaj sa
odpowiedzialne za odcienie lisci i kolory owocéw [Bouyahya i in. 2017]. Substan-
cje te odgrywaja takze kluczowa role we wzroscie roslin. Na przyktad kaempferol
lub kwercetyna ograniczajg transfer polarnych zwigzkow auksynowych, hamujac
w ten sposob wzrost rosliny. Natomiast gtdwnym zadaniem zwigzkoéw fenolowych,
znajdujacych si¢ w zewnetrznych czesciach roslin, jest ochrona przed szkodliwym
dziataniem promieniowania poprzez jego absorbowanie [Cheynier i in. 2013].
Wspdlna cecha tych zwigzkow jest obecnos¢ w ich czasteczee przynajmniej jednego
pier§cienia aromatycznego z 6 atomami wegla. Do tej grupy naleza zarowno proste
czasteczki, jak np. kwasy fenolowe, jak 1 wysoko spolimeryzowane taniny [Bouyahya
iin. 2017]. Przeciwbakteryjna aktywno$¢ zwigzkoéw fenolowych zwigzana jest z ich
strukturg, a takze rodzajem mikroorganizmu. Ze wzgledu na duze zréznicowanie
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w budowie tych zwiazkéw ich dzialanie przeciwdrobnoustrojowe opiera si¢ na
réznych mechanizmach. Zwiazki fenolowe majg zdolnos¢ do interakcji z btong
cytoplazmatyczna, $ciang komorkows, kwasami nukleinowymi oraz transportem
energii, zmieniajac lub hamujac w ten sposob ich funkcje. Dziataja takze poprzez
denaturacj¢ enzymow badz wiazanie witamin, mineratow czy weglowodanow,
przez co te zwigzki stajg si¢ niedostepne dla mikroorganizméw [Skroza i in. 2019].

Kwasy fenolowe

Kwasy fenolowe sg bardzo rozpowszechnione w $wiecie roslinnym i wystepuja
m.in. w liciach, owocach, ziarniakach zb6z, oliwie z oliwek czy winie. Zwigzki
te w roslinach wystepuja najczesciej w formie zwigzanej. Na przyktad kwasy
hydroksycynamonowe czesto maja polaczenia estrowe z kwasami hydroksylo-
wymi lub glukoza, natomiast kwasy hydroksybenzoesowe najczesciej wystepuja
jako glikozydy [Gawlik-Dziki 2004]. Toksycznos¢ kwasow fenolowych wobec
drobnoustrojow $cisle powigzana jest z potozeniem i ilo$cig grup hydroksylowych
w czasteczce — im wyzsza jest hydroksylacja, tym wieksza toksycznos¢ [Bouyahya
iin. 2017]. Jest ona takze zalezna wprost proporcjonalnie od dlugosci tancucha
alkilowego [Merkl i in. 2010]. Kolejna zaleznoscia jest to, ze oligomery wykazuja
wicksza aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa niz odpowiadajace im monomery
kwasu fenolowego [Elgir i in. 2008]. Mechanizmy odpowiedzialne za przeciwdrob-
noustrojowe dziatanie kwasow fenolowych, takie jak hamowanie ich enzymow,
moga by¢ wynikiem ich reakcji z grupami sulthydrylowymi lub niespecyficznych
interakcji z biatkami [Bouyahya i in. 2017].

Chociaz poszczegolne kwasy fenolowe wykazuja pewne dziatanie przeciwdrob-
noustrojowe, wielu naukowcow dowiodlo, ze jest ono nizsze niz np. flawonoidow.
Jednym z mozliwych wyjas$nien tego zjawiska jest nizsza polarno$¢ kwasow feno-
lowych, przez co stabiej dyfunduja do srodowiska [Skroza i in. 2019].

Stilbeny

Najwazniejsza funkcja stilbenow jest ich dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, dlatego
zwiazki te zaliczane sa do fitoaleksyn. Dziataja takze odstraszajaco na zwierzeta
roslinozerne, maja wlasciwosci allelopatyczne oraz antyoksydacyjne. Wytwarzane
sa w ro$linie w niewielkich ilo$ciach. Na aktywacje¢ ich biosyntezy majg wptyw
infekcje, uszkodzenia tkanki, promieniowanie UV, ozon i jony glinu [Koztowska
i Czekata 2017].

Najszerzej przebadanym przedstawicielem tej grupy metabolitow wtdrnych
jest resweratrol — substancja powszechnie wystepujaca m.in. w owocach winoro$li
czy orzeszkach ziemnych. Wyniki wielu badan udokumentowaty przeciwdrobno-
ustrojowe dzialanie tego zwiazku. W badaniach wiasnych Skroza i in. [2019] wy-
kazali, ze resweratrol dziatat silnie przeciwko bakteriom Gram-dodatnim (S. aureus
i B. cereus) 1 nieco stabiej przeciwko bakteriom Gram-ujemnym (E. coli i S. In-
fantis), co potwierdzito wyniki innych badaczy [Skroza i in. 2019]. Resweratrol
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wplywa takze na ograniczenie rozwoju H. pylori oraz wirusa H. simplex [Mikula-
Pietrasik i in. 2015].

Pterostilben — eter metylowy resweratrolu — wykazuje dziatanie przeciwgrzy-
biczne i w poréwnaniu z resweratrolem silniej hamuje kietkowanie sporangii
maczniaka rzekomego winorosli. Lee i in. [2017] udowodnili, Ze pterostilben
wykazuje dziatanie bakteriobdjcze wobec bakterii S. aureus i E. coli, chociaz
wczesniejsze publikacje informowaty jedynie o dziataniu bakteriostatycznym [Lee
iin. 2017]. Reniin. [2019] réwniez wykazali w swoich badaniach przeciwbakte-
ryjne dzialanie pterostilbenu wobec wskazanych bakterii, opisujac jednoczesnie
jego mechanizm. Zwiazek ten indukuje stres oksydacyjny, wytwarzajac wolne
rodniki tlenowe i wywotujac depolaryzacje bton i jej uszkodzenia. To prowadzi
do naruszenia struktury bakterii i wycieku kwaséw nukleinowych oraz biatek.
W ten sposob hamowany jest rozw6j patogenéw [Ren i in. 2019].

Innymi przyktadami zwigzkéw nalezacych do stilbenow, o udokumentowa-
nych wlasciwo$ciach antybakteryjnych, sg tetrastilbeny — kolofenol-A i -B, ktore
dziatajag wobec S. aureus [Shahidi i Yeo 2018].

Flawonoidy

Flawonoidy powszechnie wystepuja w warzywach, owocach, orzechach, nasionach,
lodygach i kwiatach roslin, herbacie, winie, propolisie i miodzie [Cushnie i Lamb
2005]. W roslinie najczesciej wystepuja w formie aglikonow o charakterze hydro-
fobowym lub jako glikozydy (wowczas charakter zwigzku zmienia si¢ na bardziej
hydrofilny). W glikozydach najczgsciej wystepuja glukoza, galaktoza, ramnoza,
ksyloza i arabinoza [Makowska-Was i Janeczko 2004]. Rolg flawonoidow wyste-
pujacych w kwiatach jest zapewnienie im barwy przyciagajacej owady zapylajace.
Natomiast tym znajdujacym si¢ w li§ciach przypisuje si¢ funkcje ochronng przed
grzybami chorobotworczymi lub promieniowaniem UV-B. Dodatkowo poprzez
dziatanie antyoksydacyjne ograniczaja szkodliwo$¢ wolnych rodnikow powstajacych
w trakcie fotosyntezy [Cushnie i Lamb 2005, Adaszynska i Swarcewicz 2013b].
Inne funkcje flawonoidéw w roslinach to udzial w transferze energii, dziataniu
hormonéw wzrostu, kontroli fotosyntezy i oddychania oraz determinacji pici.
Sa takze czescig systemu ochronnego rosliny przed atakiem roslinozercow, gdyz
nadaja roslinom gorzki smak lub posiadaja wlasciwosci fotouczulajace [Cushnie
i Lamb 2005, Muth i Kachlicki 2009, Quinn i in. 2014].

Chociaz jest stosunkowo niewiele badan nad interakcja struktury flawonoidow
iich aktywnoscia przeciwbakteryjna, wyniki tych badan pozwolity zidentyfikowaé
wspoélne cechy w budowie aktywnych zwigzkéw. Antybakteryjny mechanizm
dzialania oraz jego sita $cisle zwigzane sg z budowg chemiczng oraz obecnos$cia
lub brakiem okreslonych grup funkcyjnych. Wykazano na przyktad, ze flawonoidy
niezawierajace grupy -OH w pierscieniu B (czyli czgsteczki mniej polarne) majg
silniejsze dzialanie przeciwbakteryjne niz zwigzki bez tej cechy w budowie [Cush-
nie i Lamb 2005, Adaszynska i Swarcewicz 2013a, Skroza i in. 2019]. Naukowcy
prébowali takze ustali¢, czy flawonoidy dziatajg na bakterie statycznie czy bojczo.
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Na podstawie opublikowanych badan mozna wyciagnaé wniosek, ze nie dziataja
one bakteriobojczo, ale powoduja tworzenie si¢ agregatow bateryjnych, przez co
zmnigejsza si¢ catkowita liczba kolonii bakteryjnych [Cushnie i Lamb 2005].

Jednym z mechanizméw dziatania przeciwdrobnoustrojowego flawonoidow
jest hamowanie syntezy kwaséw nukleinowych. Mori i in. w 1987 r., na podstawie
wynikoéw ze swoich badan z wykorzystaniem takich flawonoidow jak robinetyna,
myricetyna i epigallokatechina, wyciagneli wniosek, ze pierscien B flawonoidow
moze wptywac¢ na interkalacj¢ lub wigzania wodorowe taczace zasady azotowe
w strukturze drugorzgdowej kwasow nukleinowych, co moze wyjasnia¢ hamujace
dziatanie na syntez¢ DNA i RNA [Cushnie i Lamb 2005]. Inny wykryty mecha-
nizm to hamowanie dziatania gyrazy DNA. Ohemeng i in. [1993] stwierdzili, ze
dziatanie inhibitorowe wobec tego enzymu wykazywaly gléwnie flawonoidy,
w ktorych strukturze wystgpowata hydroksylacja w pierscieniu B. Rowniez Plaper
1in. [2003] doszli do wniosku, ze przeciwbakteryjne dziatanie kwercetyny moze by¢
przynajmniej czesciowo zwigzane z hamowaniem gyrazy DNA [Plaper i in. 2003].

Przyktadem innego mechanizmu flawonoidow jest zaburzanie funkcji btony
cytoplazmatycznej bakterii. Wykazano korelacj¢ pomigdzy przeciwbakteryjnym
dziataniem jednego z flawanonow (soforanoflawanonu G) a obnizeniem ptynnosci
btony cytoplazmatycznej komorki bakteryjnej. Wyniki innych badan sugeruja,
ze katechiny moga wnika¢ przez podwojng warstwe lipidowa blony i zaburzac¢
jej funkcje barierowe. Zwiazki z tej grupy slabiej dziataja na bakterie Gram-
dodatnie ze wzgledu na réznice w budowie Sciany komorkowej Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych bakterii. U Gram-ujemnych lipopolisacharyd §ciany komoérkowe;j
stanowi bardziej skuteczna bariere i obserwowany efekt biologiczny jest mniejszy
[Cushnie i Lamb 2005]. Oddzialywanie na btony komérkowe oraz ich niszczenie
udowodnili takze w swoich badaniach Stapleton i in. w 2004 r. [Cushnie i Lamb
2005]. Tagousop i in. [2018], badajac przeciwdrobnoustrojowe dzialanie eks-
traktow, zawierajacych glikozydy flawonoidowe z Graptophyluum grandulosum,
wykazali, ze uszkadzaty one btong cytoplazmatyczng bakterii i powodowaty utrate
wewnatrzkomorkowych sktadnikéw [Tagousop i in. 2018].

Wykazano takze, ze flawonoidy moga spowolni¢ metabolizm drobnoustrojow.
Haraguchi i in. [1998], po przeprowadzeniu badan nad dziataniem przeciwdrob-
noustrojowycm likochalkonow A i C z korzeni rosliny Glycyrrhiza inflata, wy-
snuli hipoteze, ze zwigzki te mogg zaklocaé metabolizm energetyczny podobnie
jak antybiotyki hamujace oddychanie. Zaobserwowali oni, ze badane ekstrakty
W znacznym stopniu obnizyty zuzycie tlenu przez komorki M. luteus i S. aureus,
podczas gdy takie zjawisko nie wystapito w przypadku komorek bakterii £. coli,
co bylo jednoczesnie silnie skorelowane z dziataniem przeciwbakteryjnym liko-
chalkonow [Haraguchi i in. 1998].

Terpenoidy
Terpenoidy stanowig najwickszg grupe biologicznie aktywnych substancji ro-

$linnych. Naleza do niej oligopolimery izopropenu. Funkcje tych zwigzkoéw
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w tkankach roslinnych zwigzane sg z adaptacja do warunkow stresu abiotyczne-
go oraz biotycznego (np. atak patogendow czy zwierzat roslinozernych) [Kabera
iin. 2014]. Dodatkowo ze wzgledu na wysoka lotno$¢ terpenoidow, rosliny moga
komunikowac si¢ poprzez nie z innymi organizmami, takimi jak sasiednie rosliny,
owady zapylajace czy wrogowie roslinozercow [Maftei 2010]. Wiele z nich wy-
kazuje wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i antywirusowe [Kabera i in. 2014].

Diterpeny

Zwiazki nalezace do furanoditerpendéw, wyizolowane z nasion Caesalpinia sappan,
wykazywaly antybakteryjne dziatanie wobec gatunku S. aureus, w tym szczepu
opornego na metycyling MRSA [Zhang i in. 2013]. Diterpeny o licznych wiasci-
wosciach przeciwbakteryjnych sg takze gtownymi sktadnikami aktywnymi roslin
zrodzaju szatwia. Dang i in. [2018] wykazali antybakteryjng aktywnos¢ ekstraktow
szatwii (Salvia pratii) wobec S. aureus, P. aeruginosa i A. baumannii.

Karotenoidy

Karotenoidy s3 to naturalne zwigzki wytwarzane przez rosliny, niektore bakterie
i grzyby. Aby miaty one kolor z6tty, pomaranczowy czy czerwony w swojej struk-
turze muszg zawiera¢ przynajmniej 7 sprz¢zonych wigzan podwojnych, w innych
przypadkach sg bezbarwne [Muszynska i in. 2016]. Ekstrakty z papryki, zawierajace
kapsantyne i kapsorubing (gtéwne karotenoidy odpowiedzialne za barwe papryki),
wykazywaly dziatanie antybakteryjne, skuteczniejsze na bakterie Gram-dodatnie
(S. aureus), chociaz Gram-ujemne (E. coli) tez byly w pewnym stopniu na nie
wrazliwe. Obecno$¢ grup alkoholowych (-OH) w strukturze badanego pigmentu
zwigksza aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, ze wzgledu na zmiane natury biatka
komoérkowego 1 wzrost przepuszczalnosci bton komorkowych [Hussein 2016].
Ernawita i in. [2016] badali aktywno$¢ ekstraktow karotenoidowych z réznych
owocow cytrusowych i wykazali ich dziatanie bakteriostatyczne wobec bakterii
S. aureus (wigksze) i K. pneumoniae (mniejsze). Aktywno$¢ ekstraktow uzyska-
nych z miazszu owocoéw byla wicksza niz tych ze skorki [Ernawita 1 in. 2016].

Alkaloidy

Alkaloidy sa zasadowymi zwigzkami organicznymi o bardzo zréznicowanej struk-
turze. Ich cechg wspdlng jest obecnos¢ przynajmniej jednego atomu azotu, choé
w niektorych zwigzkach wystepuje nawet pie¢ takich atomow [Cushnie i in. 2014,
Barbieri i in. 2017]. Gtéwne funkcje alkaloidow w roslinach to odstraszanie zwie-
rzat roslinozernych, ochrona przed toksycznymi produktami ubocznymi procesu
fotosyntezy poprzez zdolnos¢ do wygaszania tlenu singletowego oraz ochrona przed
infekcja (fitoantycypiny i fitoaleksyny) [Gonzalez-Lamothe i in. 2009, Mithofer
i Boland 2012, Cushnie i in. 2014].

Alkaloidy wykazuja dziatanie antybakteryjne oraz antywirusowe. Przyktadem
moze by¢ sanguinarina, izolowana z klaczy Sanguinaria canadensis. Wywiera
ona dziatanie przeciwdrobnoustrojowe poprzez zaktécenia w tworzeniu gtdéwnego
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biatka zaangazowanego w proces podziatu komorkowego (FtsZ) oraz hamowanie
cytokinazy [Beuria i in. 2005, Croaker i in. 2016]. Cushnie i in. [2014] opisali kilka
mechanizméw dziatania antybakteryjnego alkaloidow. Pergularinina i tyloforyni-
dyna hamujg syntez¢ kwasu nukleinowego poprzez blokowanie enzymu reduk-
tazy dihydrofolianowej. Bardziej zr6znicowane dzialanie wykazuja sanguinarina
i berberyna, ktore wiaza si¢ z FtsZ, hamuja tworzenie pierscienia Z wokot biegu-
na komorki lub indukuja wydtuzenie komorek bez wplywu na replikacje DNA,
segregacje nukleotydow czy strukture blony komorkowej [Cushnie i in. 2014].
Avci i in. [2018] badali aktywnos¢ przeciwbakteryjna trzech roslinnych alkalo-
idow — boldyny, bulgokapniny i roemeryny — wobec komorek B. subtilis. Jedy-
nie roemeryna wykazywata dziatanie antybakteryjne poprzez gromadzenie si¢
w $cianie komodrkowej bakterii i wywolanie stresu oksydacyjnego w wyniku
tworzenia reaktywnych form tlenu, co deregulowato rézne szlaki metaboliczne,
W tym pobieranie jonow zelaza [Avci i in. 2018].

Zwiazki zawierajace siarke

Zwiazki organiczne zawierajace siarke, takie jak allicyna, ajoen czy izotiocyjaniany,
wykazujg dziatanie przeciwbakteryjne zarowno wobec bakterii Gram-dodatnich,
jak i Gram-ujemnych.

Zwigzki siarki stosunkowo rzadko wystepuja wsrod roslin wyzszych. Rosli-
ny z rodziny Alliaceae (czosnkowate) wytwarzajg allilowe pochodne cysteiny,
do ktorych nalezy alliina. Natomiast u przedstawicieli nalezacych zaréwno do
rzedu Brassicales (kapustowce), jak i do rodzin Pittosporaceae i Phytolaccaceae
(szartatowate), mozna spotka¢ glukozynolany. St-Gelais i in. [2015] wyizolowali
z korzeni, kory i drewna drzewa Dira paluris kolejna grupg metabolitow wtornych
zawierajacych siarke i nazwali jg dichromonami. Jest to pierwsza grupa takich
zwigzkow w rodzinie Thymelaeaceae (wawrzynkowate).

Glukozynolany wystepuja w takich warzywach jak: kapusta, brokut, rukiew
wodna, chrzan, brukselka i kalarepa. Nienaruszone glukozynolany nie maja
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych, zyskuja je dopiero po hydrolizie pod
wplywem mirozynazy (B-tioglukozydaza), przeksztatcone do izotiocyjanianow,
nitryli, epitionitryli czy tiocyjanianéw. Udowodniona jest przecidrobnoustrojowa
aktywnos$¢ tych zwiagzkow wobec licznych gatunkow, m.in. E. coli, C. albicans,
B. subtilis, C. jejuni, H. pylori i V. parahaemoliticus [Borges i in. 2015]. Borges
i in. [2015] na podstawie badan wykazali aktywno$¢ przeciwbakteryjng dwoch
izotiocyjanianow — allylizotiocyjanianu i fenyletylizotiocyanianu wobec gatun-
kéw E. coli, P. aeruginosa, S. aureus i L. monocytogenes. Oceniali takze wybrane
wyrozniki fizjologiczne komorek bakteryjnych. Badane zwigzki powodowaty
zmiang tadunku powierzchniowego btony komoérkowej, co skutkowato przerwa-
niem jej integralnosci i wyciekiem cytoplazmy poza komoérke [Borges iin. 2015].
Hinds i in. [2017] badali aktywno$¢ przeciwbakteryjng pieciu glukozynolanow
wyizolowanych z brokutéw wobec kilku gatunkéw bakterii. Jedynie synigryna
przejawiala silng aktywno$¢ antybakteryjna, w dodatku tylko wzgledem bakterii
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Gram-dodatnich (S. aureus, MRSA i B. cereus), natomiast zaden z glukozynola-
now nie wykazal aktywnosci wobec bakterii Gram-ujemnych [Hinds i in. 2017].
Obserwowano takze zahamowanie wzrostu grzybow z gatunkoéw G. graminis,
L. maculans, R. solani, F. graminearum, B. sorokiniana i P. irregulare w obecnosci
izotiocyjanianow [Smolinska i in. 2003].

Allicyna (zwiazek powstajacy z alliiny w wyniku hydrolizy enzymatycznej
w obecnosci alliinazy) jest to substancja wystepujaca m.in. w czosnku. Ekstrakt
czosnku 0,5% ma wtasciwosci hamujgce wzrost drobnoustrojow chorobotworczych
[Meyer i in. 2002].

Dichromony wykazywaly dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wobec bakte-
rii S. aureus, natomiast nie dziataty na Gram-ujemne komorki E. coli i grzyby
C. albicans [St-Gelais i in. 2015].

Kumaryny

Kumaryny sg pochodnymi benzo-a-pironu o budowie dwupierscieniowej [Ada-
szynska i Swarcewicz 2013b]. Najczesciej spotykane sa w nasionach (kawa,
orzechy), owocach (gtownie cytrusowych), warzywach (pomidory, brokuty, pa-
pryka) i korzeniach roslin [Bielawska i in. 2014]. Zazwyczaj w ro$linie wystepuja
w formie glikozydow lub wchodzg w sktad olejkow eterycznych. Wykazuja zna-
czace dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. Jedna z najwazniejszych izokumaryn
marchwi, czyli 6-metylomeleina wykazata toksyczne dziatanie wobec grzybow
i bakterii, przy czym Alternaria alternata byta najbardziej na nig wrazliwa [De
Girolamo i in. 2004]. Dentatyna i nordentatyna, wyizolowane z Clausena excavata,
wykazywaly dziatanie antybakteryjne wobec mykobakterii. W innych badanich
udowodniono aktywno$¢ przeciwbakteryjng w stosunku do S. aureus, P. vulgaris,
P aeruginosa, P. mirabilis oraz E. cloacae grandiwtiny wyizolowanej z Ferulaga
campestris [Adaszynska i Swarcewicz 2013a, 2013b]. Dlugotancuchowe alkilowe
pochodne kumaryny (ammoresinol i ostrutyna) dziataty antybakteryjnie wobec
B. megaterium, M. luteus i S. aureus. Natomiast imperatoryna z Angelica dahurica
i Angelica archangelica wykazywata aktywno$¢ antybakteryjna wobec S. dysen-
teriae. Pirokumaryny wyizolowane z korzeni Ferulago campestris mialy whasci-
wosci przeciwbakteryjne wobec S. aureus, S. Typhi, E. cloacae, E. aerogenes oraz
H. pylori [Bielawska i in. 2014]. W badaniach przeprowadzonych przez Tamene
i Endale [2019] wykazano znaczne zahamowanie wzrostu bakterii S. aureus
1 B. subtilis przez pochodne haptafiliny i imperatoryny, wyekstrahowane z korzeni
Clausena anisata.

Kumaryny wykazuja rowniez dzialanie antywirusowe. Dentyna i nordentatyna
(piranokumaryny), izolowane z Clausena excavata, hamowaty dzialanie wirusa
HIV-1. Natomiast kalanolid A (dipiranokumaryna) i B (piranokumaryna) uzyska-
ne z Calophyllum lanigerum calkowicie blokuja replikacje tego wirusa. Znaczng
aktywnos¢ anty-HIV wykazywaly réwniez inne piranokumaryny (ang. pseudo-
cordatolide C i calanolide F), uzyskane z ekstraktow z Calophyllum lanigerum
1 Calophyllum teysmannii [Bielawska i in. 2014].
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Fitosterole

Fitosterole, czyli sterole roslinne, spotykane sa w jadalnych i leczniczych ro$linach,
w tym w nasionach i ich olejach. Do najbardziej aktywnych zwiazkoéw z tej grupy
naleza: kampesterol, stigmasterol i 3-sitosterol [Toiu i in. 2019]. Zwiazki te pod
wzgledem budowy i funkcji sg roslinnym odpowiednikiem cholesterolu. Wchodza
one w sktad bton komorkowych ro§lin, obnizajac ptynnos¢, gtéwnie powierzch-
niowej warstwy [Kope¢ i in. 2011]. Wykazano pozytywny zwigzek pomiedzy
poziomem steroli roslinnych w olejach z orzechow laskowych (przede wszystkim
[-sitosterolu, kampesterolu, avanasterolu i stigmasterolu) a aktywno$cig prze-
ciwdrobnoustrojowa [ Velickovska i in. 2018]. W badaniach nad ekstraktem z kory
Neocarya macrophylla wykazano dziatanie przeciwdrobnoustrojowe stigmasterolu
wobec S. pyogenes, B. subtilis, B. cereus, E. coli i C. albicans [Yusufi in. 2018].

Glikozydy

Glikozydy to pochodne weglowodanow i zwigzkow niecukrowych: fenolowych,
alkoholi lub zawierajacych siarke. Wiele roslin magazynuje zwigzki chemiczne
w formie nieaktywnych glikozydow, ktore moga by¢ aktywowane w odpowiednim
momencie przez enzymy hydrolityczne [Kabera i in. 2014].

Do glikozydow o bardziej ztozonej strukturze naleza saponiny. Sg to glikozylo-
wane antycypiny, spotykane w wielu gatunkach roslin i, w zalezno$ci od struktury
ich aglikonodw, moga naleze¢ do jednej z trzech gtdéwnych grup: triterpenoidow,
steroidow 1 glikoalkaloidow steroidowych. Ze wzgledu na ich aktywnos¢ prze-
ciwdrobnoustrojowa uwaza si¢, ze naturalng rolg tych czasteczek w roslinie jest
wspomaganie ochrony przeciwko potencjalnym patogenom. Najlepiej poznane sg
potencjalne mechanizmy obronne avenacyny i o-tomatyny. Avenacyny s3 sapo-
ninami z korzeni owsa. Aktywno$¢ przeciwgrzybiczna tych zwiazkow jest zwia-
zana z ich zdolnoscig do tworzenia kompleksow ze sterolami obecnymi w btonie
grzybow, co prowadzi do powstawania w niej poréw, a tym samym zaburzona
jest ciagltos¢ btony.

Natomiast a-tomatyna jest gldwng saponing w pomidorach. Jest ona gromadzo-
na w zdrowych ros$linach w biologicznie aktywnej formie. Zaleznos¢ pomig¢dzy
nagromadzeniem si¢ tego zwigzku w roslinie a jej odpornoscig na choroby nie
byta fatwa do udowodnienia. Spowodowane to byto tym, ze prowadzono badania
z wykorzystaniem grzybow, ktore wytwarzaly enzym rozktadajacy a-tomatyne,
a tym samym wykazywaty na nig odpornos¢. Kiedy zastosowano w badaniach
zmutowane szczepy, pozbawione wspomnianego enzymu, nie byly one w stanie
porazaé rosliny [Bouarab i in. 2002]. W innych badaniach wykazano, ze produkty
rozpadu a-tomatyny sa w stanie sttumi¢ reakcj¢ obronng organizmu. W zwigzku
z tym brak odpornosci rosliny na dany patogen nie moze by¢ wigzany jedynie ze
zniknigciem przeciwdrobnoustrojowego zwigzku, ale takze ze zdolnoscia produktow
jego rozktadu do obnizenia odpowiedzi obronnej organizmu [ Gonzalez-Lamothe
i1in. 2009].
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Wplyw ekstraktow roslinnych na chorobotworcze
grzyby drozdzoidalne

Grzyby drozdzoidalne z rodzaju Candida uwazane sg za drobnoustroje komensalne,
ktore maja rowniez zdolnos¢ powodowania chorob, tzw. kandydoz, u ludzi o ob-
nizonej odpornosci immunologicznej. Szacuje si¢, ze infekcje powodowane przez
Candida moga powodowac ok. 71% przypadkow zachorowan i 5% przypadkow
$miertelnych w §rodowisku szpitalnym. Przyczyna tego stanu lezy w opornosci
grzybow drozdzoidalnych na dostepne $rodki farmaceutyczne oraz zdolnosci do
tworzenia biofilmu na materiatach i wyposazeniu medycznym [Giongo i in. 2016].

Gatunkiem o najwyzszym stopniu patogennosci jest C. albicans, ktory cha-
rakteryzuje si¢ dualnym cyklem rozwoju (komensalnym i chorobotwoérczym)
w organizmie cztowieka. Candida albicans jest grzybem polimorficznym, u kto-
rego zmiany morfogenetyczne sga cz¢scig mechanizmu patogenezy w komorkach
gospodarza. Forma drozdzowa jest zwigzana z kolonizacja bezobjawowa, transmisja
i rozprzestrzenianiem szczegolnie z krwig, natomiast forma mycelialna (przyjmuje
posta¢ nitkowatych strzepek) zwigzana jest z adhezja i inwazja sluzowki charakte-
rystyczng dla objawow chorobowych oraz produkceja czynnikéw powodujacych lizg
makrofagow [Cauchie 1 in. 2017]. Gatunek ten jest gtdbwng przyczyna kandydoz
pochwy i sromu (VVC — vulvovaginal candidiasis) u kobiet na calym Swiecie,
a doktadne mechanizmy patogenezy tego grzyba zostaty zaprezentowane w pu-
blikacji Pytki i in. [2019]. Cechy chorobotworcze, m.in. zdolno$¢ do tworzenia
biofilmu, wykryto rowniez u innych grzybow drozdzoidalnych z rodzaju Candida:
C. tropicalis, C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. glabrata, C. dubli-
niensis i C. kefyr, ktore naleza do naturalnej mikrobioty cztowieka [Giongo i in.
2016]. Obserwuje si¢ wzrost infekcji powodowanych przez grzyby drozdzoidalne
inne niz albicans, poniewaz wykazuja one duzg opornos$¢ na powszechnie stosowane
czynniki antygrzybowe, np. flukonazol [Mandras i in. 2016, Bassyouni i in. 2019].

Odpowiedzig na ten problem sa badania nad wlasciwosciami antygrzybowymi
ekstraktoéw pochodzenia ro§linnego, ktore mogtyby uzupetic rynek lekow przeciw
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infekcjom wywotywanym drozdzakami. Jednoczesnie z badaniami aktywno$ci
przeciwdrobnoustrojowej substancji roslinnych trwaja prace nad tworzeniem roz-
nych formut preparatéw o skutecznym dziataniu, np. inkorporacji w nanostruktury
[Giongo i in. 2015].

Liiin. [2016] oznaczyli aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa, kinetyke oraz
mechanizm molekularny dziatania olejku czosnkowego na C. albicans. MIC ozna-
czono metoda ptytkowa w podtozu uzupetnionym réznymi stezeniami olejku i wy-
niost on 0,35 ug - cm3. Badania kinetyki wskazaty, ze jego efekt bojczy na grzyby
drozdzoidalne zalezat od czasu dziatania oraz dawki. Obserwacje w mikroskopie
elektronowym wskazaly, ze olejek moze penetrowac zarowno btong komérkowa,
jak i blony organelli, powodujac ich destrukcje i w konsekwencji $mier¢ komorki.
Natomiast analiza sekwencji RNA wykazata ekspresje roznych, krytycznych ge-
now, m.in. zwigzanych z reakcjami utleniania i redukcji w komorce, patogeneza
i odpowiedzia komorkowa na zwiazki toksyczne i1 glodzenie [Li i in. 2016].

W badaniach Giongo i in. [2016] grzyby drozdzoidalne C. albicans, C. tropica-
lis, C. glabrata i C. krusei byty poddane dziataniu olejku z geranium Pelargonium
graveolens, ktory znany jest z dziatania terapeutycznego w roznych schorzeniach,
np. biegunce, chorobach skory, wrzodach zotadka i innych, dzigki takim sktadni-
kom jak citronellol i geraniol [Shawl i in. 2006]. Badanie aktywno$ci antygrzy-
bowej metoda mikrorozcienczen wykazato, ze grzyby drozdzoidalne C. albicans,
C. tropicalis i C. krusei byly wrazliwe na olejek (MIC wynosit 1,82-3,64 pg - cm),
za$ C. glabrata byly duzo bardziej oporne (MIC = 14,6 pg - cm™). Olejek w po-
staci nanoemulsji dziatat stabiej. Obie formy olejku hamowaly w r6znym stop-
niu tworzenie biofilmu przez badane grzyby drozdzoidalne na plytkach polie-
tylenowych i1 cewnikach poliuretanowych, co daje szanse na wykorzystanie ich
w celach medycznych [Giongo i in. 2016]. Z kolei Mandras i in. [2016] wyka-
zali wrazliwos¢ 46 izolatéw klinicznych grzybow drozdzoidalnych C. albicans,
C. tropicalis i C. glabrata na olejki eteryczne z tymianku (Thymus vulgaris), kopru
whloskiego (Foeniculum vulgarae), gozdzika (Eugenia caryophyllata), sosny (Pinus
silvestris), szatwii (Salvia officinalis), melisy (Melissa officinalis) i lawendy (La-
vandula vera). Badacze potwierdzili dziatanie wszystkich olejkow, a najbardziej
skuteczne okazaly sie olejki tymiankowy i sosnowy, ktére najmocniej dziataty
na C. albicans — MIC90 (zahamowanie 90% komorek) wynosil odpowiednio
0,125%10,06% v - v-'. W olejkach tych dominowaty odpowiednio tymol i a-pinen
[Mandras i in. 2016]. W badaniach Piekut [2017] nad wptywem ekstraktow roslin
przyprawowych (imbiru, kopru, lubczyku, tymianku, kwiatu nagietka) wykazano
skuteczne dzialanie hamujace w 90% rozwoj C. albicans przez dodatek do hodowli
mikroorganizmu ekstraktu etanolowego z lubczyku, bogatego w zwiazki fenolowe
[Piekut 2017]. Khan [2017] sprawdzit dziatanie ekstraktu wodnego i metanolowego
nasion kopru wloskiego metodg krazkowo-dyfuzyjng na potencjalnie chorobo-
tworcze grzyby drozdzoidalne z rodzaju Candida 1 stwierdzit efekt hamowania
wzrostu C. albicans, C. glabrata 1 C. tropicalis. Bassyouni i in. [2019] badali
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Tabela 13. Przyktady substancji i zwiazkow roslinnych dziatajacych na chorobotworcze

grzyby drozdzoidalne
Substancja .. Efekt L,
aktywna Grzyby drozdzoidalne przeciwdrobnoustrojowy Zrédio
Olejek . 5 -
C. albicans ATCC 10231 MIC =0,35 ug - cm Liiin. 2016
czosnkowy
Olejek C. albicans ATCC 14053, MIC = 1,82 pg - cm™
geraniowy C. tropicalis ATCC 66029, MIC = 1,82 pg - cm™ Giongo i in.
z Pelargonium | C. glabrata ATCC 66032, MIC = 14,6 pg - cm™ 2016
graveolens C. krusei ATCC 6258 MIC = 3,64 pg - cm™
Olejek C. albicans, MIC90 =0,125% v - w! Mandras i in
eteryczny C. glabrata, MIC90 = 0,125% v - w™! 2016 ST
z tymianku C. tropicalis MIC90 = 0,250% v - w™!
Olejek C. albicans, MIC90 = 0,06% v - w! Mandras i in
eteryczny C. glabrata, MIC90 =0,25% v - w! 2016 ’
Z sosny C. tropicalis MIC90 =0,50% v - w!
Ekstrakt hamowanie wzrostu
etanolowy C. albicans PKM PAN O Piekut 2017
090%v-w
z lubczyku
canciowy i ¢ tropicalis, ODECNOSE SHE Khan 2017
z kopru zahamowania wzrostu
. C. glabrata
wioskiego
Olejek z kopru iczk)?;f;cgnz lllji’acrfs nglf(jt;iet MIC =0,78% v - w! Bassyouni i in.
. . — - 0, cwl
wloskiego chorych na VVC MIC =0,78-6,25% v -w' |2019
C. albicans ATCC 10231, ;t?f-‘l/;;hﬁ;]“
Olejek C. tropicalis CMCCEF c2f, ’ >
eteryczny C. glabrata CMCCEF c6e 6,5-15,5 mm
z Clausena C. krusei ATCC 6258, T(l)’g:fg’; ﬁ He i in. 2019
lansium C. parapsilosis ATCC 22019, ; ’
izolaty kliniczne C. albi 7,9-12,1 mm
zolaty Z . albicans 8.1-15.3 mm
flt‘sgi‘;i strefa inhibicji
ry u C. albicans ATCC 10231 0,0-12,0 mm Pinna i in. 2019
surowe MIC 0,25 —>2,5 mg - em™
i w no$nikach

dziatanie olejkow: z rumianu rzymskiego (Anthemis nobile), z kopru wloskiego
(Foeniculum vulgare), jojoba (Simmondsia chinensis), czarnuszki siewnej (Nigella
sativa), kozieradki (Trigonella foenum-graecum), czapetki pachnacej (Syzygium
aromaticum) i imbiru (Zingiber officinale) na izolaty C. albicans pozyskane od
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kobiet chorych na kandydoze oraz na C. albicans ATCC 10231 i stwierdzili naj-
wyzsza aktywno$¢ antygrzybowa olejku z kopru wioskiego. MIC tego olejku
dla wszystkich badanych szczepdéw miescit sie¢ w zakresie 0,78—6,25%. Preparat
ro$linny dziatat rdwniez biobdjczo na komdrki tworzace biofilm, gdzie MIC50
wynosit 3,12%, a MIC 90 — 6,25% [Bassyouni i in. 2019]. He i in. [2019] spraw-
dzili dziatanie olejku eterycznego z lisci lub owocni Clausena lansium na grzyby
drozdzoidalne C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata
metodg krazkowo-dyfuzyjna i otrzymali strefy zahamowania wzrostu wszystkich
szczepow w zakresie 6,5-23,1 mm. Najbardziej wrazliwa okazata si¢ C. glabrata,
dajac strefy inhibicji powyzej 20 mm. Z kolei wyzsza aktywnos$¢ grzybobojcza
wykazaty olejki z owocni, bogate w B-fellandren i B-seskwifellandren [He 1 in.
2019]. Pinna i in. [2019] badali wptyw surowych ekstraktow z tymianku i cytryny
oraz ekstraktow pakowanych w nanoczasteczki, np. liposomy lub glycerosomy,
na C. albicans. Wykazali skuteczne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe ekstraktu
z tymianku, w metodzie krazkowo-dyfuzyjnej strefa inhibicji wynosita 12 mm
dla surowego ekstraktu i ok. 12 mm dla glycerosoméw. MIC surowego ekstraktu
wynosit 0,25 mg - cm, ale nanoczasteczki dziataty znacznie stabiej, dajac MIC
>2,5mg - cm3. W tedcie time-kill grzyby drozdzoidalne po 3 h ekspozycji na su-
rowy ekstrakt tymiankowy wykazaty 30 procentowy spadek zywotno$ci. Badacze
nie wykazali dziatania ekstraktu z cytryny na C. albicans. Zestawienie badan nad
dzialaniem substancji ro§linnych na grzyby drozdzoidalne przedstawia tabela 13.



Wplyw ekstraktow roslinnych na chorobotworcze
grzyby plesniowe

Grzyby plesniowe, znane przede wszystkim jako srodowiskowe saprofity rozkta-
dajace szczatki organiczne, moga by¢ przyczyna powaznych schorzen u ludzi.
Grzyby z rodzaju Aspergillus wystepuja na calej kuli ziemskiej i sposréd ponad
185 gatunkow 20 z nich sg to gatunki chorobotworcze. Wérdd nich 4. flavus powo-
duje bezposrednie infekcje i choroby systemiczne u ludzi i razem z A. fumigatus,
A. terreus, A. nidulans, A. clavatus i A. niger sa przyczyna inwazyjnych aspergiloz,
ktore wystepuja rzadko u 0sob z prawidtowa odpornoscia, ale daja wysoki wskaznik
zachorowalno$ci i §miertelnosci u pacjentow z obnizong odpornoscia [ Wierzbicka
2001, Tian i in. 2012]. Wykazano, ze konidia 4. fumigatus tatwo docierajg do
phluc wraz z powietrzem i u 0oséb z uposledzonym uktadem immunologicznym
nie sg wlasciwie neutralizowane, zaczynaja kietkowac, a mlode strzgpki wnikaja
w migzsz plucny, powodujac uszkodzenie tkanki i sg przyczyng inwazyjnego lub
przewleklego zakazenia drog oddechowych. Objawy chronicznej aspergilozy ptuc
mogg prowadzi¢ do systemicznego zakazenia i pogorszenia funkcjonowania ptuc
[Zacharias i Sheppard 2019]. Posta¢ przewlekta, martwicza aspergilozy zwykle
z czasem prowadzi do obumierania tkanki ptucne;j. Z kolei alergiczna aspergiloza
oskrzelowo-ptucna spowodowana jest miejscowa reakcja immunologiczng na
kolonizacje¢ drzewa oskrzelowego przez grzyby [Wierzbicka 2001].

Innym waznym problemem sg schorzenia r6znych narzadoéw cztowieka pojawia-
jace si¢ po spozyciu skazonych produktéw zywnosciowych grzybami plesniowymi
zdolnymi do syntezy i wydzielania mikotoksyn. Duza grupa grzybow wytwarza
w sumie ponad 400 mikotoksyn [Libudzisz i in. 2008]. Aspergillus flavus jest jed-
nym z gtéwnych grzybow wytwarzajacych aflatoksyny — powszechnie wystepujace
i niebezpieczne metabolity wtormne o silnym dziataniu hepatotoksycznym. Okoto
4,5 miliarda ludzi narazonych jest na kontakt z ta mikotoksyna w ilosciach niekon-
trolowanych, a aflatoksykoza zajmuje szoste miejsce wérdd 10 najwazniejszych
zagrozen dla zdrowia [Williams i in. 2004]. Wykazano, ze aflatoksyny maja tez
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dziatanie rakotworcze, teratogenne, immunosupresyjne, a najwicksze ryzyko stanowi
aflatoksyna B, umieszczona w grupie pierwszej kancerogendéw ludzkich [Bluma
i Etcheverry 2008]. Do innych, groznych mikotoksyn naleza m.in. fumonizyny
o dziataniu kancerogennym, uszkadzajgce nerki ochratoksyny, a takze trichoteceny
wywolujace toksyczng aleukemi¢ zywieniowg [Dec i in. 2017]. Ochratoksyna
A wytwarzana jest gtdéwnie przez grzyby z gatunkéw: A. ochraceus, A. carbona-
rius, A. westerdijkiae, A. niger, P. nordicum i P. verrucosum rozwijajacych si¢ na
ziarnach zboz, kawy, w napojach, winogronach i winach. Ochratoksyna A oprocz
dziatania nefrotoksycznego jest teratogenna, embriotoksyczna, genotoksyczna,
immunosupresyjna i immunotoksyczna z natury. Europejska Agencja Badan nad
Rakiem sklasyfikowata jg jako potencjalnie kancerogenng (grupa 2A), a dopusz-
czalna jej ilo$¢ wynosi 5 ug - kg! w ziarnach zb6z [Hua i in. 2014]. Inne miko-
toksyny o potencjalnym dziataniu rakotworczym to sterigmatocystyna, aflatok-
syna M, gryzeofulwina, fumonizyna B , wytwarzane przez grzyby A. versicolor,
A. nidulans, A. parasiticus, A. nomius, P. giseofulvum, F. moniliforme, F. verticil-
lioides, F. poliferatum, rbwniez umieszczone sg w grupie 2A [Libudzisz i in. 2008].
Z uwagi na $rodowisko wytwarzania mikotoksyn jakim jest zywnos$¢, istnieje
pilna potrzeba poszukiwania alternatywnych do substancji chemicznych metod
zapobiegajacych rozwojowi grzybow w surowcach i produktach spozywczych.
Takim rozwigzaniem sg ekstrakty roslinne lub ich sktadniki o silnym dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym, ktdére moga stanowi¢ naturalne konserwanty zywosci.

Przyklady dzialania ekstraktéw roslinnych i olejkéw eterycznych na grzyby
chorobotworcze i toksynotworcze
Tian i in. [2011, 2012] badali wptyw olejku z kopru ogrodowego, zawierajacego
karwon, limonen i apiol na 4. flavus i stwierdzili pozytywny wplyw na hamowanie
grzyba z warto$cig MIC na poziomie 2 pl - cm™. Nastgpnie wykazali metoda cyto-
metrii przeptywowej, ze wraz ze wzrostem stezen olejku dodawanego do hodowli
w zakresie 0,25-2 ul - em liczba uszkodzonych komorek grzyba sukcesywnie
zwigkszala sie, jednocze$nie zawarto$¢ ergosterolu w btonach komdrkowych
malata, osiggajac przy dodatku 1 pl - cm™ olejku obnizenie zawartosci o blisko
80%. Zmniejszat si¢ rowniez mitochondrialny potencjal blonowy oraz aktywnos¢
mitochondrialnej ATP-azy i dehydrogenazy wraz ze wzrostem stezen olejku ko-
prowego. Autorzy wykazali rowniez, ze wzrost reaktywnych form tlenu wptywa
krytycznie na przezywalno$¢ komorek grzyba A. flavus [Tian i in. 2012].

W badaniach Dec i in. [2017] chorobotworcze grzyby z rodzaju Aspergillus:
A. flavus, A. fumigatus, A. ochraceus, A. parasiticus, A. niger i A. versicolor pod-
dano dziataniu metanolowych ekstraktéw z r6znych organow nastgpujacych roslin:
melisy (Melisa officinalis L.), lubczyku ogrodowego (Levisticum officinale L.),
rozmarynu lekarskiego (Rosmarinus officinalis L.), majeranku (Organum majo-
rana L.), bylicy draganka (Artemisia dracunculus L.), szalwii lekarskiej (Salvia
officinalis L.), imbiru (Zingiber officinale), leszczyny pospolitej (Corrylus avellana
L.), pieprzu czarnego (Piper nigrum L.) i papryki (Capsicum L.). Dla wigkszo$ci
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ekstraktow MIC wyniost 50 mg - cm™, za wyjatkiem szatwii (250 mg - cm™) oraz
imbiru i leszczyny (100 mg - cm™). W metodzie studzienkowej wykazano sku-
teczne dziatanie ekstraktow z pieprzu i papryki wobec wszystkich gatunkow, za
wyjatkiem A. fumigatus. Ten gatunek byt natomiast skutecznie hamowany przez
dziatanie ekstraktow z lubczyku, rozmarynu i estragonu [Dec i in. 2017]. Aspergillus
flavus 1 A. niger poddano réwniez dziataniu ekstraktéw metanolowych i wodnych
z maku kolczastego (Argemone mexicana L.), rosliny stosowanej w niektorych
krajach do leczenia infekcji zgbow lub chorob skornych, brodawek, opryszczki,
a nawet zottaczki. Wykazano wysoka skuteczno$¢ obu rodzajow ekstraktow, szcze-
golnie tych otrzymanych z todyg, ktora byta wyzsza 1,5-1,8 razy od amfoterycyny
B [More i Karat 2016].

Bluma i Etcheverry [2008] przetestowali 41 wodnych i etanolowych ekstraktow
oraz 22 rozne olejki eteryczne wzgledem szczepow grzybow Aspergillus sekcji Flavi
metoda in vitro i stwierdzili potencjat antygrzybowy olejkow z boldo (Peunus boldus
Mol), poleo (Lippia turbinate var. integrifolia), gozdzikow (Syzygium aromaticum
L.), anyzu (Pimpinella anisum L.) i tymianku gorskiego (Thymus vulgaris), ktore
wptywaty na faze lag i szybkos¢ wzrostu grzybow w ziarnie kukurydzy oraz na
hamowanie akumulacji aflatoksyny B, osiggajgc wartos¢ maksymalng przy stgzeniu
olejkow 2-3 mg - g! [Bluma i Etcheverry 2008]. Okazato si¢, ze olejki te mogly
oddzialywa¢ hamujaco na wzrost 4. niger i A. carbonarius W pozywce na bazie
orzeszkow ziemnych. Najbardziej skuteczny byt olejek z boldo w st¢zeniu 1500
pl - "1 2000 pl - I'', podawany odpowiednio droga kontaktowa i lotng. Nieco
stabiej dziataty olejki z poleo i gozdzikowy. Autorzy dowiedli, ze wywieraty one
wplyw hamujacy na szlak syntezy ochratoksyny A [Passone i in. 2012].

Rowniez olejki eteryczne z gwiazdnicy (Ageratum conyzoides) i oregano
(Origanum vulgare), zawierajace jako gtowne sktadniki odpowiednio prekocen
1 4-terpineol, dziataly hamujaco na wzrost A. flavus in vitro i in vivo oraz na
produkcje¢ aflatoksyny B,. Olejek z gwiazdnicy skuteczniej hamowal produkcje
aflatoksyny w hodowli grzyba na ziarnie soi, natomiast olejek z oregano dziatat
skuteczniej w podtozu zawierajacym ziarno kukurydzy [Esper i in. 2014].

Przeciwdrobnoustrojowe dziatanie olejkow eterycznych: cynamonowego
(85% aldehydu cynamonowego), naturalnego i syntetycznego aldehydu cynamo-
nowego (95- 1 99-procentowego), olejku z Litsea citrate (85% cytralu), cytralu
(96%), eugenolu (99%), eukaliptusa (80% cyneolu), anyzu (92% anetolu), migty
pieprzowej (50% mentolu) i kamfory (55% bomeolu) badano wobec 4. ochraceus
zdolnego do produkcji ochratoksyny A, stosujac fumigacje lub kontakt bezposredni.
Najbardziej efektywny okazat si¢ naturalny aldehyd cynamonowy, dajac catkowite
zahamowanie wzrostu grzyba w stezeniach 150-250 ul - I'! stosowanych poprzez
fumigacje lub w stezeniach 250-500 ul - I"! podczas dziatania kontaktowego. Na-
tomiast wartosci MIC wynosily dla prob z aldehydem cynamonowym 500 pl - I
Przeciwdrobnoustrojowe dziatanie olejkéw potwierdzity zmiany morfologiczne
strzepek. Wykazano negatywny wplyw olejkow, zwlaszcza naturalnego aldehydu
cynamonowego, na biosyntezg ergosterolu oraz produkcj¢ ochratoksyny A zwigzang
z ograniczeniem wzrostu grzybni [Hua i in. 2014].
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Ekstrakty roslinne w zakazeniach bakteryjnych

Ekstrakty ro§linne majg duzy potencjal w walce z chorobotwérczymi mikroor-
ganizmami. Ich najcenniejsze wlasciwosci polegaja na hamowaniu aktywnosci
i wzrostu chorobotwoérczych szczepéw wywotujacych zaburzenia rownowagi
mikrobiologicznej w organizmie cztowieka. Dziatajg zarowno na drobnoustroje
powodujace zakazenia typu endogennego, jak i egzogennego. W grupie pierwszej
wystepuja m.in.: paleczki E. coli, H. pylori, K. pneumoniae, ziarniaki S. aureus
i Enterococcus spp. Wsrod mikrobioty egzogennej pochodzacej ze srodowiska
zewngtrznego i wywotujacej zakazenia znajdujg si¢ m.in. pateczki Salmonella,
Shigella czy enteropatogenne szczepy E. coli. Zaliczamy tu takze bakterie L. mo-
nocytogenes, Y. enterocolitica czy laseczki B. cereus. Szczego6lng grupg stanowig
bakterie wywotujace choroby przenoszone droga ptciowa takie jak: N. gonorrhoeae
(rzezaczka), H. ducreyi (wrzdd weneryczny migkki), M. hominis 1 U. urealyticum.
Wiele z tych mikroorganizméw jest opornych na atybiotyki i w zwigzku z tym
zastosowanie ekstraktow roslinnych o dziataniu bakteriob6jczym czy bakteriosta-
tycznym wydaje si¢ by¢ dobra, alternatywna metodg leczenia zakazen bakteryjnych.

Wsrod ekstraktoéw wodnych o efektywnym dziataniu bakteriobdjczym, szcze-
gdlnie wobec bakterii Gram-dodatnich, nalezy wymieni¢ wyciagi z szalwii, rozma-
rynu i oregano. Ekstrakt z szatwii moze by¢ dodatkowo skutecznym $rodkiem kon-
serwujacym w przemysle spozywczym ze wzgledu na swoja wysoka antybakteryjng
aktywnos$¢ [Hac¢-Szymanczuk 2015a]. Ekstrakty etanolowe z rozmarynu i szatwii
o stezeniu 40% rowniez charakteryzowaty si¢ silnym dziataniem bakteriobojczym
wobec B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATTC 25923, E. coli ATTCC 25922,
K. pneumoniae 196 czy S. Enteritidis ATTCC 13076. Powodem byt sktad chemiczny
ekstraktow, zawierajacych kwas rozmarynowy, chlorogenowy, kawowy i rutozyd.
Uzyskane wyniki badan wskazujg na skuteczno$¢ zastosowania ekstraktow jako
naturalnych konserwantéw zywnosci [Ha¢-Szymanczuk 2015b].
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Preparaty pozyskane z migty pieprzowej odmiany ,,ASIA” rowniez miaty dziata-
nie bakteriobojcze. Wykazano, ze olejek eteryczny, w ktorego sktadzie zidentyfiko-
wano az 45 substancji chemicznych, byt skuteczniejszy w swoim bakteriobdjczym
dziataniu od ekstraktu, ktory zawierat 15 substancji. Olejek eteryczny hamowat
wzrost szczepoOw chorobotworczych S. aureus PCM 2054, S. aureus — szczep
wieloantybiotykooporny i E. coli. Inni autorzy dowodzili, ze dziala on réwniez
na bakterie P. aeruginosa, ale nie wszystkie publikacje to potwierdzity [Kizil i in.
2010, Sakovi¢ i in. 2010]. Jego skuteczno$¢ wobec badanych szczepow bakterii
byta réwniez zauwazalna, gdy stosowano olejek w stezeniu do 5—30% [Jeyakumar
iin. 2011]. Obserwowano takze réznice w jego bakteriobdjczym dziataniu, ktore
mogty by¢ wynikiem odmiennego pochodzeniem surowca ros§linnego i w zwigzku
z tym zréznicowanego sktadu biochemicznego olejku z miety pieprzowe;.

Wyniki badan dotyczace wyciagow z czosnku sg rowniez obiecujace. Wska-
zuja one na aktywno$¢ ekstraktu czosnkowego wobec bakterii Gram-dodatnich
oraz Gram-ujemnych, w tym wielu szczepow chorobotworczych. W tej grupie sa
réwniez gronkowce enterotoksyczne (wytwarzajace enterotoksyny A, B, C), szcze-
py antybiotykooporne, np. metycylinooporne bakterie S. aureus [Kedzia 2010].
Glownym sktadnikiem aktywnym w wyciagu czosnkowym jest allicyna, ktora
jest skuteczna w walce z enterokokami opornymi na wankomycyne. W zwigzku
z tym obserwowano synergistyczne, przeciwdrobnoustrojowe dziatanie zarowno
ekstraktu z czosnku, alliicyny 1 wankomycyny [Arora i Kaur 1999]. Podobne
zjawisko potwierdzil Ward i wspotpracownicy, ktorzy badali antybiotykooporne
szczepy S. aureus, poddawane skutecznemu dziataniu wyciggu z czosnku oraz
antybiotykow takich jak ampicylina czy norfloksacyna. Stwierdzili, ze ekstrakt
czosnkowy w polaczeniu z wybranym antybiotykiem dziatat synergistycznie,
obnizajac odpornos¢ szczepdéw na antybiotyk [Ward i in. 2002].

Ekstrakt z gorzkiego melona rowniez wykazywat duza aktywnos$¢ antybak-
teryjng wobec wielu gatunkow chorobotwoérczych. Jednak wigkszg aktywnoscig
charakteryzowat si¢ ekstrakt otrzymany z owocdéw niedojrzatych niz z dojrzatych.
Roéwniez dowiedziono, ze etanolowe ekstrakty z owocow, nasion i oleju melona
maja wlasciwosci przeciwbakteryjne [Kulczynski i in. 2017].

Opisano rowniez bakteriobdjcze dziatanie ekstraktow z lisci 1 korzeni mniszka
lekarskiego. Najbardziej skuteczne byty ekstrakty etanolowe, etanolo-octanowe
i metanolowe w rozpuszczalnikach: chlorku metylenu, octanu etylu i octanu butylu
z lisci tej rosliny oraz etanolowe i metanolowe ekstrakty z korzeni. Wyciagi korzenne
wykazywaty silne bakteriobojcze dziatanie wobec Gram-dodatnich bakterii S. aureus
czy B. cereus, natomiast byty nieaktywne wobec Gram-ujemnych bakterii E. coli
1 S. Typhi. Natomiast ekstrakty wodne z lisci mniszka lekarskiego nie hamowaty
skutecznie wzrostu wickszosci bakterii z wyjatkiem E. coli i B. subtilis. Bardziej
efektywnie dziatal wodny ekstrakt z korzeni tej rosliny [Lis i Grabek-Lejko 2016].

Wsrod ekstraktow etanolowych z imbiru, kopru, tymianku, lubczyku, pie-
truszki i kwiatu nagietka najbardziej bakteriobdjczy okazal si¢ ten otrzymany
z lubczyku. Hamowat wzrost czterech szczepdw chorobotworczych S. aureus, E. coli,
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B. cereus 1 P. aeruginosa. Drugim z kolei, o podobnych wlasciwosciach, byt ekstrakt
otrzymany z tymianku. Mial porownywalng zawartos¢ kwasow fenolowych jak
ekstrakt z lubczyku 1 wykazywat wysoka aktywno$¢ bakteriobojcza w stosunku
do komorek E. coli i S. aureus [Piekut 2017].

Uwaza sig¢, ze dotychczas najlepsze wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
wykazuja olejki eteryczne oraz wyciagi etanolowe z roslin przyprawowych [Suhaj
2006, Djeddi i in. 2007]. Czg$¢ z nich jest nawet stosowana jako konserwanty,
np. wyciagi z bazylii, pieprzu, lebiodki, gozdzikéw i szalwii. Pozostate moga
w przyszlosci sta¢ si¢ naturalnymi i bezpiecznymi konserwantami lub stabiliza-
torami zywnosci o bakteriobojczych lub bakteriostatycznych wtasciwosciach.

Na szczegdlng uwage zastuguje zastosowanie preparatow roslinnych w trudnych
do wyleczenia zakazeniach H. pylori. Dotychczasowe leczenie tych zakazen opierato
si¢ na stosowaniu inhibitorow pompy protonowej zmniejszajacych wydzielanie
sokow zotadkowych w potaczeniu z antybiotykami: amoksycyling, klarytromycyna,
teracykling oraz chemioterapeutykami: metronidazolem i tynidazolem. Niestety
u 10-20% pacjentéw nie obserwowano pozytywnych skutkow leczenia z powodu
opornos$ci szczepoéw na stosowane leki. Badania wykazuja jednak skutecznos¢
hamowania wzrostu H. pylori w wyniku uzycia réoznych wyciagdéw roslinnych.
Wsrod nich wymienia si¢ te otrzymane z czosnku, zurawiny, oregano, brokuthu,
zielonej herbaty chinskiej, kurkumy, cynamonowca wonnego, akacji, zielonych
skorek winogron, soku z jabtek i piwonii chinskiej [Takeuchi i in. 2014].

Ponadto dowiedziono, ze Citrosept w stezeniu 0,1 mg i roztwor witaminy C —
1 mg hamowaty wzrost szczepu H. pylori. Zastosowanie Citroseptu w ilosci 0,1 mg
lub 1 mg oraz 50 ug - cm sorbinianu potasu powodowato takie same pozytywne
efekty. Alliofil w stezeniu 100 ug - cm= catkowicie ograniczat wzrost H. pylori,
to samo zjawisko obserwowano przy stezeniu Alliofilu 1 mg - cm~ w mieszaninie
z sorbinianem potasu 0,5 mg - cm™ [Mackiw i in. 2012]. Ekstrakt z cynamonowca
wonnego zawierajacy aldehyd cynamonowy w stezeniu >500 pug - cm™ rowniez
hamowatl wzrost chorobotworczego szczepu [Muhammad i in. 2015]. Bardzo do-
bre wyniki otrzymywano, stosujac 0,5% i 1% ekstrakt z herbaty chinskiej, ktory
dodawano przed rozpoczeciem hodowli H. pylori, jak i po jej zakonczeniu. W obu
przypadkach obserwowano strefy zahamowania wzrostu chorobotworczej bakterii
[Stoicov iin. 2009]. Przyktady (tab. 15) dowodza, Ze istniejg alternatywne sposoby
leczenia H. pylori poza obowigzujagcymi antybiotykami i chemioterapeutykami.

Inng grupa preparatow roslinnych sg wyciagi charakteryzujace si¢ wysoka
aktywnos$cig wobec szczepéw wywolujacych choroby bakteryjne przenoszone
droga plciowa. Wsrdd tych drobnoustrojow nalezy wymieni¢ N. gonorrhoeae
(rzezaczka), H. ducreyi (wrzdd weneryczny migkki), M. hominis, U. urealyticum
(zapalenie cewki moczowej).

Jadhav iin. [2014] stosowali dwie metody badania aktywnosci antybakteryjne;j
ekstraktow roslinnych z migdatecznika. Oznaczali strefy inhibicji metoda dyfuz;ji
krazkow agarowych (mm) oraz badali najnizsze stezenie wyciagu roslinnego
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Tabela 16. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa ekstraktow z ro§lin przeciw patogenom

przenoszonym droga plciowa

Nazwa botaniczna Cze$¢ roSliny uzyta do Drobnoustrdj wrazliwy Zrédio
rofliny przygotowania ekstraktu na dziatanie ekstaktu
o N. gonorrhoeae ATCC,
Terminalia ..

. N. gonorrhoeae (szczep | Jadhav i in.
paniculat/ owoce . ;
miedatecznik laboratoryjny), H. ducreyi | 2014

Z
g ATCC
Terminalia N. gonorrhoeae ATCC, ..
Jadhav i in.
crenulatal owoce N. gonorrhoeae (szczep 2014
migdalecznik laboratoryjny)
N. gonorrhoeae ATCC,
Cuscuta reflexal N. gonorrhoeae (szczep | Jadhav i in.

. kora . .

kanianka laboratoryjny), H. ducreyi | 2014
ATCC
N. gonorrhoeae ATCC,
Bridelia retusa Kora N. gonorr}.zoeae (szczep . Jadhav i in.
laboratoryjny), H. ducreyi | 2014
ATCC
N. gonorrhoeae ATCC,
Syzygium cumini/ . N. gonorrhoeae (szczep | Jadhav i in.
. liscie . .
czapetka kuminowa laboratoryjny), H. ducreyi | 2014
ATCC
C;;\Ie?ldl;{a/ etk lewiat U. urealyticum, Ores$c¢anin i in.
officinalis/ nagiete wia M. hominis 2015
lekarski
. Korki N Kiiin.
Vitis) winorodl owoce (ciemne, skorki) H. ducreyi awrocki i in
resweratrol 2013
Alli )
ium sativum/ cebula N. gonorrhoeae Kedzia 2010
czosnek
Distemonanthus Obiang i in.
k N. h
benthamianus ora gonorrioeae 2019
Solanum torvu owoce N. gonorrhoeae 20; 11 gng -

(MCC — minimum chlamycidum concentration) hamujace rozw6j Chlamydia (um -
cm?). W zaleznosci od zastosowanych szczepow: H. ducreyi ATCC, N. gonorrho-
eae ATCC czy N. gonorrhoeae (szczep laboratoryjny) oraz wykorzystanej metody
osiggano rozne wyniki §wiadczace o braku dziatania lub efektywnym dziataniu
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ekstraktow roslinnych. Wickszo$¢ zastosowanych ekstraktow z migdatecznika
byta skuteczna i hamowata wzrost badanych bakterii chorobotwoérczych [Jadhav
iin. 2014].

Ruddock i in. [2005] oznaczyli sktad 19 naturalnych preparatéw z czosnku
i 5 ekstraktow ze Swiezego czosnku, a takze ich dziatanie przeciwbakteryjne. Pre-
paraty ekstrahowano przez 5, 10 lub 15 min w wodzie i rozcienczano do st¢zenia
200 mg - cm*. Minimalne stezenia hamujace ekstraktu (MIC) i minimalne stezenia
bakteriobojcze (MBC) badano wobec trzech wskaznikowych mikroorganizmow:
N. gonorrhoeae, S. aureus 1 E. faecalis. Podczas gdy 47% wodnych ekstraktow
czosnkowych wykazywato aktywno$¢ przeciwko N. gonorrhoeae, tylko 16%
hamowalto S. aureus lub E. faecalis. Zasadniczo produkty o wysokiej aktywnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej zawieraty wigcej sktadnikow czosnku o dzialaniu porow-
nywalnym do wyciagow ze §wiezego czosnku, podczas gdy produkty o marginalne;j
aktywnosci przeciwbakteryjnej czesto zawieraty nizsze st¢zenia sktadnikow niz
wskazano na etykietach produktow. Rozne czasy ekstrakcji wplywaly na dziatanie
przeciwbakteryjne tylko przeciwko N. gonorrhoeae i miaty tendencj¢ do korela-
cji z poziomem allicyny. Wiele ekstraktow wykazywalo rozbieznosci zaréwno
w skladzie, stosunku allicyny do alliiny, jak i dziataniu przeciwdrobnoustrojowym,
co budzi obawy co do standardow przygotowania i kontroli jako$ci tych produktow
[Ruddock i in. 2005].

Badano rowniez ekstrakty wodne, wodno-etanolowe i wodno-acetonowe
pozyskane z kory drzewa Distemonanthus benthamianus i owocow Solanum
torvu, ro$lin rosngcych w Gabonie. Testy wrazliwosci bakterii N. gonorrhoeae
przeprowadzono odpowiednio na podtozu Muellera Hintona i statym Sabouraud,
stosujac metode dyfuzyjna i minimalnych stgzen hamujacych. We wszystkich
testach szczep N. gonorrhoeae wykazywat wrazliwo$¢ na zastosowane ekstrakty.
Jednak najskuteczniejsze dzialanie bakteriobojcze osiagano, wykorzystujac eks-
trakty wodno-etanolowe i wodno-acetonowe z wyzej wymienionych czgsci roslin
[Obiang i in. 2019].

Dotychczasowe standardowe leczenie zakazen bakteryjnych antybiotykami
i chemiofarmaceutykami bywa zawodne. Wiaze si¢ to z obecno$cig szczepow
antybiotykoopornych i powstawaniem efektow ubocznych w postaci nietolerancji
sktadnikow lekow u niektorych pacjentow. Powoduje to zmniejszenie efektywnos$ci
terapii i szybki nawrot choroby. Dlatego terapia alternatywna zwigzkami z ekstrak-
tow pochodzenia roslinnego moze si¢ sta¢ nowa forma leczenia wspomagajacego
dla obecnie istniejacej wielolekowej terapii zakazen bakteryjnych.
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Oddzialywania ekstraktow roslinnych
na drobnoustroje probiotyczne

Drobnoustroje probiotyczne

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie preparatami probiotycznymi, ktore
zawieraja drobnoustroje o wtasciwos$ciach prozdrowotnych. Najczesciej sa stoso-
wane w antybiotykoterapii lub w dysbiozach jelitowych. Wptywaja pozytywnie
na homeostaze przewodu pokarmowego.

Termin ,,probiotyk”, z jezyka greckiego pro bios, oznacza ,,dla zycia”. W 1965 r.
po raz pierwszy zaproponowano (Daniel Lilly i Rosalie Stillwell) tak g nazwe
dla szeregu mikroorganizmow, ktore korzystnie oddziatujg na wzrost innych ga-
tunkéw bakterii wptywajacych pozytywnie na zdrowie gospodarza [Markowiak
i Slizewska 2017]. Wedtug Miedzynarodowego Towarzystwa Naukowego ds. Pro-
biotykow i Prebiotykow (ISAPP) oraz WHO drobnoustroje probiotyczne to ,,zywe
drobnoustroje, ktére podawane w odpowiednich ilosciach wywotuja korzystny
skutek zdrowotny u gospodarza” [Hill i in. 2014]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
wlasciwosci probiotyczne sg cecha szczepowa, a nie rodzajowa czy gatunkowa.
Ilja Miecznikow jako pierwszy rozpoczat badania nad kulturami probiotycznymi.
Stwierdzit, ze spozycie kwasnego mleka obfitujacego w bakterie kwasu mleko-
wego sprzyjato zdrowiu i zachowaniu rownowagi mikrobiologicznej jelit, a takze
zaobserwowal, ze poszczegolne gatunki bakterii hamowaty badz stymulowaty
wzrost innych gatunkow [Kubiszewska i in. 2014].

Pierwszym, ktory prowadzit w Polsce badania nad zastosowaniem bakterii
kwasu mlekowego w chorobach jelit u niemowlat, byt pediatra i neurolog Jozef
Brudzinski. Inni badacze, Zychowicz i Cieplinska, w 1972 r. prowadzili obserwacje
dotyczace wptywu fermentowanego preparatu mlecznego na ustgpienie objawow
jelitowych spowodowanych przez epidemi¢ czerwonki u dzieci. Po raz pierwszy
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zastosowali fermentowany preparat mleczny, ktory zawierat bakterie L. acidophilus,

nazwany potem mlekiem acidofilnym. Pod wptywem zastosowanego leczenia

u dzieci nastgpita znaczna poprawa apetytu oraz wigksza odpornos$¢ na infekcje

drég oddechowych [Zychowicz i Cieplinska 2002]. Podawanie probiotykow stato

si¢ wiec nowg metoda terapeutyczng w leczeniu i profilaktyce chorob u dzieci

i dorostych [Plaza-Diaz i in. 2018].

Najczesciej u ludzi stosuje si¢ jako probiotyki bakterie fermentacji mlekowej
(tab. 17) z rodzaju Lactobacillus (tj.: L. acidophilus, L. amylovorus, L. planta-
rum, L. casei, L. paracasei, L. gasseri, L. johnsoni, L. reuteri, L. rhamnosus)
1 Bifidobacterium (tj.: B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve, B. longum,
B. infantis) oraz S. salivarius ssp. thermophilus, L. lactis [Gawgcki 1 Libudzisz
2006]. Wsrod drozdzy probiotycznych wykorzystuje si¢ najczgsciej S. cerevisiae
(boulardii). Probiotyki w Polsce wystepuja w postaci lekow OTC (bez recepty),
suplementow diety lub dodatkow do zywnosci. Ponadto, aby mogly by¢ stosowane,
musza posiadac tzw. status GRAS (generally regarded as safe) [Klaenhammer 2000].

Kazdy probiotyk, ktory jest dopuszczony do spozycia, musi spetnia¢ okreslone
wymagania. Powinien:

* by¢ wyizolowany z przewodu pokarmowego czlowieka,

* mie¢ ustalong metodami genetycznymi przynalezno$¢ rodzajows i gatunkowg
oraz by¢ zdeponowany w renomowane;j kolekcji szczepow,

* posiada¢ dokumentacje naukowa i wyniki badan klinicznych w renomowanych
czasopismach,

*  by¢ niechorobotwoérczy, nieinwazyjny oraz niekarcynogenny,

* posiada¢ odporno$¢ na niskie pH soku zotadkowego oraz dziatanie enzyméow
trawiennych i z6tci po podaniu doustnym,

* miec¢ zdolnos¢ adhezji do komorek nablonka jelitowego i kolonizacji jelita
cztowieka,

* mie¢ wysoka zywotno$¢ i zdolno$¢ do szybkiego namnazania w jelitach,

*  wykazywa¢ antagonistyczng aktywno$¢ wobec typowych patogendw przewodu
pokarmowego,

* mie¢ wysoka skutecznos¢ w oddzialywaniu na organizm cztowieka i bezpie-
czenstwo potwierdzone in vitro i w badaniach klinicznych z zastosowaniem
placebo, randomizacji i podwdjnie §lepej proby,

» charakteryzowac si¢ aktywnos$cig probiotyczng po procesie technologicznym
i w czasie przechowywania [Jach i in. 2013].
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Tabela 17. Lista szczepéw bakterii fermentacji mlekowej o udokumentowanych wlasciwosciach
probiotycznych [opracowano na podstawie: Gawecki i Libudzisz 2006, Nowak i in. 2010]

Gatunek i rodzaj

szczepu probiotycznego

Numer szczepu

Firma bedaca wlascicielem szczepu

S.

L.
L.

L.

S T T T T T T T TR TS

B.

S.

acidophilus
acidophilus

acidophilus

. acidophilus
. acidophilus
. acidophilus

casei

casei

. fermentum
. Johnsonii

. plantarum
. paracasei
. paracasei
. reuteri

. rhamnosus
. rhamnosus
. rhamnosus
. rhamnosus
. rhamnosus
. salivarius
. lactis

. animalis

. animalis

. breve

. longum

longum

cerevisiae (boulardii)

cerevisiae (boulardii)

NCFM R
DDS-1

SBT-2062

ROO11
LA-1

LB

Shirota
DN-114001
RC-14

Lal (Lj1)
299V
CRL-431
F19
SD2112
R0052
GR-1

271

GG

LB21
UCCI118
L1A
DN-173 010
HNO19(DR 10)
Yakult

BB536

SBT-2928

lyo (DiarSafe,
Ultravure i in.)
(Florastor)

Biocodex (Creswell
OR)

Rhodia, Inc. (Medioson, WI)
Nebraska Cultures, Inc. (Lincoln, NE)

Snow Brand Milk Production Co., Ltd. (Tokyo,
Japan)

Institut Rosell (Montreal, Canada)
Chr. Hansen (Hersholm, Denmark)
Lacteol Laboratory (Houdan, France)
Yakult (Tokyo, Japan)

Danone (Paris, France)

Urex Biotech (London, Ontario, Canada)
Nestlé (Lausanne, Switzerland)
Probi AB (Lund, Sweden)

Chr. Hansen (Hersholm, Denmark)
Arla Dairy (Stockholm, Sweden)
Biogaia (RALEIGH, NC)

Institut Rosell (Montreal, Canada)
Urex Biotech (London, Ontario, Canada)
Probi AB (Lund, Sweden)

Valio Dairy (Helsinki, Finland)
Essum AB (Umea, Sweden)
University College (Cork, Ireland)
Essum AB (Umea, Sweden)

Danone (Paris, France)

New Zealand Dairy Board

Yakult (Tokyo, Japan)

Morinaga Milk Industry Co., Ltd. (Zama-City,
Japan)

Snow Brand Milk Production Co., Ltd. (Tokyo,
Japan)

Biocodex (Creswell OR)

Biocodex (Creswell OR)
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Dzialanie preparatow roslinnych na probiotyczne kultury bakterii fermentacji
mlekowej

Dotychczas prowadzono badania glownie dotyczace bakteriobdjczego lub grzybo-
bojczego zastosowania ekstraktow roslinnych na chorobotworcze grzyby i bakterie
wystepujace w organizmie cztowieka jako alternatywy dla antybiotykoterapii.
Jednak interesujace jest rowniez ich oddzialywanie na pozyteczna florg bakteryjna
przewodu pokarmowego cztowieka, przede wszystkim drobnoustrojéw fermenta-
cji mlekowej z rodzajow Lactobacillus, Bifidobacterium i Streptococcus. W tym
celu zbadano stosowanie preparatéw roslinnych rownocze$nie z probiotykami,
aby sprawdzi¢ czy nie istnieja miedzy nimi interakcje o charakterze antagoni-
stycznym, co mogltoby by¢ przeciwwskazaniem do ich wspdlnego stosowania.
W sumie przebadano 35 handlowych preparatow roslinnych i suplementdéw diety
o przeciwdrobnoustrojowym dziataniu oraz sze$¢ szczepow wzorcowych bakte-
rii mlekowych pochodzacych z kolekeji ATCC, tj.: L. acidophilus ATCC 4356,
L. casei ATCC 393, L. rhamnosus Hansen 1968, B. bifidum ATCC 35914, S. sa-
livarius ssp. thermophilus ATCC 14485 [Kedzia 2012]. Zastosowane substancje
roslinne wystgpowaty w postaci kapsutek, past, tabletek, drazetek, pastylek, kropli,
ptynu oraz syropu. W celu przeprowadzenia badan, preparaty odwazano w ilosci2 g
i zawieszano w 20 cm?® podtoza ptynnego RCM (Reinforced Clostridial Medium),
anastepnie wprowadzano wybrang hodowle wzorcowych drobnoustrojow w ilo$ci
10°-10° komorek - cm™. Pobrano probki kontrolne, a pozostala cze$¢ hodowli
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 60 min. Po tym czasie ponownie
pobrano probki hodowli z probiotykami i wykonano posiewy drobnoustrojow
na plytki Petriego z proby kontrolnej i po 60 min na nast¢pujace podtoza: MRS
dla Lactobacillus i Streptococcus, BHB dla drozdzy i BSM dla Bifidobacterium.
Ptytki inkubowano w warunkach beztlenowych w temperaturze 37°C przez 3-5
dni. Potem oznaczano liczbe kolonii mikroorganizmow probiotycznych wyrostych
na podtozach z kontrolg i po 60 min hodowli. W ten sposéb wyznaczono wplyw
badanego preparatu na drobnoustroje probiotyczne.
Przebadane preparaty farmaceutyczne sklasyfikowano w trzech grupach:
*  preparaty, ktore dziataly jak prebiotyki i wzmagatly namnazanie probiotycznych
bakterii mlekowych (tab. 18),
* preparaty obojetne dla badanych bakterii (tab. 19)
* preparaty, ktére hamowaty rozwdj bakterii fermentacji mlekowe;j, tj.: Lacto-
bacillus, Bifidobacterium i Streptococcus (tab. 20).

Wymienione preparaty roslinne (tab. 18) oddzialtywuja prebiotycznie, sty-
mujlujac do wzrostu szczepy: L. acidophilu ATCC 4356, L. casei ATCC 393,
L. rhamnosus Hansen 1968, B. bifidum ATCC i S. salivarius ssp. thermophilus ATCC
14485. W zwiazku z tym korzystnie jest stosowaé je szczegdlnie w potaczeniu
z tymi probiotykami.
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Tabela 18. Farmaceutyczne preparaty roslinne wzmagajace namnazanie wybranych szczepow
bakterii z rodzaju Lactobacillus, Bifidobacterium i Streptococcus [opracowano na podstawie:
Hotderna-Kedzia i Kedzia 2012]

Preparat pochodzenia
roslinnego

Skladniki biologicznie aktywne

Szczep bakterii
probiotycznych

Ginjal — kapsultki

wyciag z konika morskiego Hippocampus
coronatus, korzenia zen-szenia oraz lisci
mlecza, lisci ortosyfonu, lisci Strobilanthes

L. acidophilus ATCC
4356

Septolete — drazetki

chlorek benzalkoniowy, mentol, tymol

L. acidophilus ATCC
4356

Olbas — pastylki

olejki eteryczne: eukaliptusowy, gozdzikowy,
kajeputowy, jalowcowy, migtowy, brzozowy,
mentol

L. acidophilus ATCC
4356

Pollen — kapsutki

pytek kwiatowy sproszkowany

L. acidophilus ATCC
4356

Apigardin Forte —
pastylki

wyciag z propolisu, macerat z prawos$lazu

L. acidophilus ATCC
4356

Propolis Plus — kapsutki

wyciag z propolisu, pylek kwiatowy

B. bifidum ATCC
35914

Alliofil — drazetki

czosnek suszony, 1i$¢ pokrzywy
sproszkowany

L. rhamnosus Hansen
1968, B. bifidum
ATCC 35914

Alax — drazetki

alona — zageszczony sok z lisci aloesu,
wyciag z kory kruszyny

L. casei ATCC 393,
L. rhamnosus Hansen
1968

Nursea — tabletki

wyciag z klacza ostryza dlugiego i ziela
karczocha

S. salivarius ssp.
thermophilus ATCC
14485, L. casei
ATCC 393

Terpichol

mentol, menton, a-pinen, cyneol,
kamfenmentol, menton, a-pinen, cyneol,
kamfen

S. salivarius ssp.
thermophilus ATCC
14485

Uroval manosa

wyciag z wielkoowocowej zurawiny

S. salivarius ssp.
thermophilus ATCC
14485
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Tabela 19. Farmaceutyczne preparaty roslinne obojg¢tne wobec szczepow bakterii z rodzaju
Lactobacillus, Bifidobacterium 1 Streptococcus [opracowano na podstawie: Hotderna-Kedzia

i Kedzia 2012]

Preparat pochodzenia

Skladniki biologicznie obojetne

Szczep bakterii

roslinnego probiotycznych
olejki eteryczne: cytrynowy,
Amol — ptyn gozdzikowy, cynamonowsy, . L. acidophilus ATCC 4356
cytronelowy, z migty pieprzowej,
lawendowy, mentol
Azulan — ptyn wyciag z koszyczkéw rumianku L. acidophilus ATCC 4356

Alliofil — drazetki

czosnek suszony, sproszkowany 1i$¢
pokrzywy

L. casei ATCC 393

Solaren — ptyn

wyciag z ktacza kurkumy

L. acidophilus ATCC 4356

Nefrol — ptyn

wyciag z korzenia marzanny
barwierskiej, owocu aminku
egipskiego, ziela nawloci, mniszka,
pietruszki, fasoli, jezowki

L. acidophilus ATCC 4356

Nursea trawienie —
tabletki

wyciag z klacza ostryza dlugiego
i ziela karczocha

L. rhamnosus Hansen 1968

Fitolizyna — pasta

wyciag z ktacza perzu, tusek czosnku,
lisci brzozy, nasion kozieradki, korzeni
pietruszki, lubczyku, ziela nawtoci,
skrzypu i rdestu ptasiego

L. acidophilus ATCC 4356

Persen Forte — kapsutki

wyciag z korzenia koztka, szyszek
chmielu, ziela melisy

L. acidophilus ATCC 4356

Urinal — kapsulki

wyciag z owocOw zurawiny blotnej

L. acidophilus ATCC 4356

Urosept — drazetki

wyciag z korzenia pietruszki, naowocni
fasoli, lisci brzozy, boréwki brusznicy,
koszyczkow rumianku

L. casei ATCC 393,

L. rhamnosus Hansen 1968,
S. salivarius ssp.
thermophilus ATCC 14485,
B. bifidum ATCC 14485

Uroval manosa —

wyciag z zurawiny wielkoowocowej

L. casei ATCC 393,

kapsutki L. rhamnosus Hansen 1968
Xenna — tabletki wyciag z listkow senesu L. acidophilus ATCC 4356
Venescin — drazetki eskulina, rutyna, wyciag z kasztanowca | L. acidophilus ATCC 4356
Boldaloin — tabletki alkaloid z lisci boldo, wyciag z aloesu | L. acidophilus ATCC 4356

Raphacholin C — drazetki

wyciag z korzenia czarnej rzodkwi
i ziela karczocha, kwas
dehydrocholowy, olejek z migty
pieprzowej

L. acidophilus ATCC 4356

Radirex — tabletki

korzen rzewienia sproszkowany

L. acidophilus ATCC 4356
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Ss;rnolius Thymi comp. - wyciag z tymianku, tymol L. acidophilus ATCC 4356
wyciag z propolisu, olejek z trawy
Propolki — pastylki cytrynowej, wyciag z aloesu i imbiru, | L. acidophilus ATCC 4356
mentol
Borowka — kapsutki sproszkowany owoc borowki czernicy | L. acidophilus ATCC 4356
Wierzbownica ziele wierzbownicy, wyciag z ziela
drobnokwiatowa — . . ¥, wyclag L. acidophilus ATCC 4356
. wierzbownicy
tabletki
Oliwka — kapsutki wyciag z lisci oliwki L. acidophilus ATCC 4356
Tymlan.ek z podbiatem — wyciag z ziela tymianku i lisci L. acidophilus ATCC 4356
pastylki podbialu
olej z owocow rokitnika, wyciag
Akron Sept — tabletki z prawoslazu i aloesu, bioflawonoidy | L. acidophilus ATCC 4356
cytrusowe
mentol, menton, a-pinen, cyneol L. casei ATCC 393,
Terpichol — kapsulki | \> > PR, YN0, L. acidophilus ATCC 393,
amie L. rhamnosus Hansen 1968
L. casei ATCC 393,
L. acidophilus ATCC 393,
Propolis Plus — tabletki | wyciag z propolisu, pytek kwiatowy L rhamnosus Hansen 1968,
S salivarius ssp.
thermophilus ATCC 14485

Z przeprowadzonych badan wynika, ze wszystkie wymienione w tabeli 19
preparaty sa obojetne w stosunku do szczepow: L. acidophilus ATCC 4356,
L. casei ATCC 393, L. rhamnosus Hansen 1968, B. bifidum ATCC i S. salivarius
ssp. thermophilus ATCC 14485, co pokazuje, ze nie ma zadnych przeciwskazan
w ich stosowaniu razem z wyzej wymienionymi kulturami pobiotycznymi.

Jedynie preparaty rosline Pectosol krople i Tinctura Salviae ptyn (tab. 20) zde-
cydowanie hamowatly wzrost probiotycznych bakterii: L. acidophilus ATCC 4356,
L. casei ATCC 393, L. rhamnosus Hansen 1968, B. bifidum ATCC i S. salivarius
ssp. thermophilus ATCC 14485. W zwigzku z tym nie nalezy zaleca¢ ich stosowania
razem z wyzej wymienionymi probiotykami.

Dzialanie preparatéow roslinnych na probiotyczne drozdze S. cerevisiae
(boulardii)

Obecnie w leczeniu 0s6b dorostych i dzieci oprocz bakterii fermentacji mlekowej
stosuje si¢ szczepy drozdzy probiotycznych: S. cerevisiae (boulardii) lyophy-
lized, S. cerevisiae (boulardii) biocodex czy S. cerevisiae (boulardii) CNCM
1-745. Wystepuja one w postaci doustnych lekow przeciwbiegunkowych z grupy
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probiotykéw. W jelitach wykazuja dziatanie o charakterze przeciwzapalnym
i przeciwdrobnoustrojowym. Przyktadem jest S. cerevisiae (boulardii) CNCM 1-745
wystepujacy w preparacie Enterol, ktory cechuje sie aktywnos$cia przeciwzapalng
wobec enterokrwotocznego szczepu E. coli oraz przeciwdrobnoustrojowa w sto-
sunku do bakterii z gatunkow E. coli, C. difficile, S. Typhimurium, Y. enterolitica
i grzyboéw drozdzoidalnych C. albicans, C. krusei, C. pseudotropicalis. Szczep
wykazuje rowniez aktywnos¢ neutralizacji toksyn bakteryjnych, takich jak toksyna
A-C. difficile i toksyna cholery. Inne dziatania probiotyku to immunostymulujace
wydzielanie przeciwciatl klasy IgA i innych immunoglobulin, co zwigksza wy-
dzielanie poliamin (sperminy, spermidyny) oraz zwigksza st¢zenie sekrecyjnych
immunoglobulin IgA. U tego szczepu obserwuje si¢ rowniez aktywnos$¢ enzymow
z grupy disacharydaz S. cerevisiae (boulardii), wytwarza on takze witaminy
z grupy B: (B, Bp, Bg, kwas pantotenowy i nikotynowy).

Tabela 20. Preparaty roslinne hamujace wzrost szczepow bakterii z rodzaju Lactobacillus,
Bifidobacterium i Streptococcus [opracowano na podstawie: Hotderna-Kedzia i Kedzia 2012]

Preparat pochodzenia
roslinnego

Sktadniki biologiczne
hamujace namnazanie szczepéw

Szczep probiotyczny

Terpichol — kapsutki

mentol, menton, a-pinen, cyneol,
kamfen

B. bifidum ATCC 14485,
L. acidophilus ATCC 4356

Alliofil — drazetki

czosnek suszony, sproszkowany li§¢
pokrzywy

S. salivarius ssp. thermophilus
ATCC 14485, L. acidophilus
ATCC 4356

Urosept — drazetki

wyciag z korzenia pietruszki,
naowocni fasoli, lisci brzozy,
boréwki brusznicy, koszyczkow
rumianku

L. acidophilus ATCC 4356

Alax — drazetki

alona — zaggszczony sok z lisci
aloesu, wyciag z kory kruszyny

L. acidophilus ATCC 4356

Nursea trawienie —
tabletki

wyciag z klacza ostryza dhugiego
i ziela karczocha

B. bifidum ATCC 14485,
L. acidophilus ATCC 4356

Tinctura Salviae — ptyn

wyciag z lisci szatwii

L. casei ATCC 393,

L. rhamnosus Hansen 1968,

S. salivarius ssp. thermophilus
ATCC 14485, B. bifidum ATCC
14485, L. acidophilus ATCC
4356

Pectosol — krople

wyciag z korzeni omanu wielkiego
i mydInicy, porostu islandzkiego,
ziela hyzopu 1 macierzanki

L. acidophilus ATCC 4356,
L. casei ATCC 393,

L. rhamnosus Hansen 1968,
B. bifidum ATCC 14485

Uroval manosa —
kapsulki

wyciag z zurawiny wielkoowocowej

B. bifidum ATCC 14485,
L. acidophilus ATCC 4356
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Tabela 21. Preparaty roslinne oboj¢tne (0), hamujace (-) lub aktywujace (+) wzrost szczepu
drozdzy probiotycznych S. cerevisiae (boulardii) SB48-MY A-796 [opracowano na podstawie:
Holderna-Kedzia i Kedzia 2012]

Preparat pochodzenia Skladniki Dzialanie pre'paratu na s.z.czep
roslinnego biologicznie aktywne S. cerevisiae (boulardii)
& & y SB48-MYA-796
. . mentol, menton, a-pinen, cyneol,
Terpichol — kapsutki Kkamfen 0
wyciag z korzenia pietruszki,
Lo naowocni fasoli, liSci brzozy,
Urosept — drazetki borowki brusznicy, koszyczkow 0
rumianku
Uroval manosa — wyciag z zurawiny
. : . 0
kapsutki wielkoowocowej
Alliofil — drazetki c.z,gsnek suszony, sproszkowany 7
lis¢ pokrzywy
Tinctura Salviae — plyn | wyciag z liSci szatwii -
Alax — drazetki alona — zaggszezony sok z lisci 9
aloesu, wyciag z kory kruszyny
wyciag z korzeni omanu wielkiego
Pectosol — krople i mydlnicy, porostu islandzkiego, -
ziela hyzopu i macierzanki
Alax — drazetki alona — zaggszezony sok z lisci n
aloesu, wyciag z kory kruszyny
Nursea trawienie — wyciag z klacza ostryza dlugiego .
tabletki i ziela karczocha

Badania kliniczne wykazuja, ze zastosowanie szczepu S. cerevisiae (boulardii)
skraca czas trwania ostrych biegunek infekcyjnych u dzieci o okoto jeden dzien
[Nowak i in. 2010]. Potwierdzaja to badania Kotowskiej i wspotpracownikow,
w czasie ktorych podawano doustnie probiotyk z S. cerevisiae (boulardii) w dawce
250 mg dwa razy dziennie, gdzie obserwowano rzadsze wystgpowanie biegunek
u 7,5% dzieci niz w grupie placebo, w ktorej biegunki pojawity sie u 23% dzieci.
Roéwnoczesnie nie obserwowano negatywnych efektow dziatania tej terapii [Ko-
towska iin. 2005]. S. cerevisiae (boulardii) jest tez skuteczny w leczeniu biegunek
poantybiotykowych spowodowanych dziataniem C. difficile u dzieci oraz osob
dorostych. Polecana dawka probiotyku wynosi 2,5 - 10" j. na dzien przez okres
6 tygodni, za$§ w biegunkach o zaostrzonym przebiegu zaleca si¢ dawke 1,2 - 10'°
j. na dzien przez 5 dni [Steinka 2011, Salazar-Lindo 1 in. 2004]. Ponadto efektyw-
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no$¢ dziatania szczepu obserwowano u 71% pacjentéw z remisja wrzodziejacego
zapalenia jelita grubego (colitis ulcerosa) [Guslandi 2003].

Sprawdzono wptyw preparatow roslinnych na aktywno$¢ szczepu S. cerevisiae
(boulardii) SB48-MYA-796 [Holderna-Kedzia i Kedzia 2012]. Ma to znaczenie
w przypadku, kiedy pacjent oprocz probiotyku stosuje inny lek pochodzenia ro-
slinnego. Wazne jest sprawdzienie, czy miedzy nimi nie dochodzi do interakcji
i czy nie ma przeciwskazan do ich rownoczesnego stosowania (tab. 21).

Analiza otrzymanych wynikow pokazuje, ze preparaty roslinne wykazuja
zroéznicowang aktywno$¢ wobec drozdzy probiotycznych S. cerevisiae (boulardii)
SB48-MYA-796. Z pewnoscig nie nalezy ich stosowaé¢ wspolnie z preparatami
hamujgcymi namnazanie drozdzy. Jednak ciekawe wydaje si¢ przeprowadzenie
dalszych badan w kierunku oznaczenia pojedynczych substancji, ktore bezposred-
nio hamuja namnazanie tych mikroorganizméw, gdyz farmaceutyczne preparaty
roslinne sg zwykle mieszaning wielu zwigzkow bioaktywnych.



Zastosowanie ekstraktow roslinnych w ochronie
roslin przed chorobotworczymi grzybami
i bakteriami

Ekstrakty ro§linne maja zastosowanie w ochronie roslin uprawnych i ozdobnych
przed patogenami pochodzenia grzybowego i bakteryjnego. Badania nad biolo-
gicznymi $rodkami ochrony roslin w krajach Unii Europejskiej w ostatnich latach
bardzo zyskaty na znaczeniu. Wynika to z wymagan stawianych rolnictwu eko-
logicznemu i zintegrowanemu ujetych w Dyrektywie Parlamentu Europejskiego
iRady 2009/128/WE z 21 pazdziernika 2009 r., ustanawiajgcej ramy wspolnotowego
dziatania na rzecz zréwnowazonego stosowania pestycydoéw [Dz. Urz. UE L 309/71
7 24.11.2009, art. 14, zatgcznik nr II1], ktére catkowicie lub czesciowo eliminuja
powszechne, chemiczne §rodki ochrony roslin. W Polsce uprawy organiczne rozwi-
jaty si¢ prezenie od konca lat 90. XX w. 1 w 2015 r. stanowity 674 694 ha. Natomiast
w catej Unii Europejskiej w 2016 1. byto to 12 mln ha [Pylak i in. 2019]. Réwniez
w innych regionach §wiata (np. w Azji) obserwuje si¢ wzmozone zainteresowanie
uzyciem naturalnych preparatéw do ochrony roslin uprawnych zamiast pestycydow,
co wynika z obserwacji danych dostepnych w literaturze z ostatnich lat. Wzrasta-
jaca $wiadomos$¢ konsumentow dotyczaca zdrowej zywnosci takze pozytywnie
wplywa na rozwdj badan i komercjalizacje naturalnych preparatow roslinnych.

Ekstrakty roslinne sg ekologicznie przyjazne i biodegradowalne, czgsto row-
niez sg tansze niz konwencjonalne pestycydy. Poprawiaja produkcje rolnicza
poprzez zwigkszenie potencjatu antyoksydacyjnego, wyzwalanie mechanizmow
odpornosci systemicznej roslin na choroby, wzmacnianie poboru wody i sktad-
nikéw odzywczych i zwigkszenie fotosyntezy u roslin uprawnych [Ganie i in.
2013]. Jednym z najwazniejszych etapéw w przygotowaniu ekstraktu jest wybor
odpowiedniego materiatu roslinnego i metody ekstrakcji. Wybor wtasciwego
rozpuszczalnika decyduje o ekstrakcji najwigkszej ilo$ci substancji aktywnej,
wigc istotna jest standaryzacja warunkow ekstrakcji [Gurjar 1 in. 2012, Pylak
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i in. 2019]. Gatunki roslin wybierane do badan zaleza zwykle od dostepnosci
w danym regionie $wiata, od prowadzonych tam upraw oraz lokalizacji osrodkow
zajmujgcych sie badaniem wlasciwosci roznych czgsci roslin i opracowywaniem
nowych, naturalnych preparatow ochronnych. Do popularnych ekstraktéw ro-
slinnych, ktéore mozna zastosowa¢ do produkeji biopreparatow wykorzystywa-
nych w zapobieganiu chorobom roslin i zwalczaniu ich, naleza m.in. ekstrakty
z miodli indyjskiej (4zadirachta indica A. Juss), czosnku (4/lium sativum Linn.),
eukaliptusa (Eucalyptus globulus), ostryza dtugiego (kurkumy — Curcuma longa
Linn.) oraz imbiru (Zingiber officinale Rosc.) i tytoniu (Nicotiana tabacum Linn.).
Natomiast popularne olejki eteryczne wykorzystywane w ochronie roslin to: olejek
pokrzywowy (Urtica spp.), tymiankowy (Thymus vulgaris Linn.), eukaliptusowy,
rutowy (Ruta graveolens Linn.), herbaciany (Melaleuca alternifolia) oraz z trawy
cytrynowej (Cymbopogon flexuosus Wats.) [Gurjar i in. 2012].

Pomimo wielu niewatpliwych zalet, preparaty roslinne maja ograniczenia, do
ktorych naleza: trudnosci w standaryzacji metod ekstrakcji, szybka degradacja,
dobra skuteczno$¢ w badaniach in vitro, a ograniczona w stosowaniu polowym,
potrzeba tworzenia formul uzytkowych preparatow, szkodliwo$¢ niektorych
sktadnikow roslinnych dla ludzi i roslin [Gurjar i in. 2012].

Ekstrakty i substancje izolowane z czosnku (4/lium sativum) charakteryzuja
si¢ szerokim spektrum dziatania na grzyby fitopatogenne takie jak: Fusarium sp.,
Alternaria sp., Botrytis sp., Phytophtora sp. i inne. Substancja szczeg6lnie dziatajaca
biobojczo jest allicyna powstajaca z alliiny po mechanicznym uszkodzeniu tka-
nek 1 uwolnieniu enzymu — liazy alliiny [Curtis i in. 2004]. Mechanizm dziatania
allicyny jest oparty na jej aktywnosci inhibitora syntetazy acetylokoenzymu A
i blokowania syntezy kwasow tluszczowych, steroli i innych. Druga czynng
substancjg jest ajoen, ktory powstaje z allicyny [Saniewska 1996]. Na rynku sg
dostepne preparaty na bazie czosnku takie jak Bioczos BR i Bioczos ptynny,
przeznaczone do ochrony roslin warzywnych i ozdobnych. Badania skutecznos$ci
Bioczosu wobec szarej ple$ni na uprawie truskawki prowadzity Marjanska-Cichon
i Sapiehe-Waszkiewicz [2011], ktére stwierdzity podobne dziatanie preparatu
przeciwgrzybowego do rutynowo stosowanego pestycydu Switch 62,5 WG.
Ponadto nie wplywat on negatywnie na cechy jakosciowe truskawek [Marjanska
-Cichon i Sapieha-Waszkiewicz 2011]. Daniel i in. [2015] potwierdzili dziatanie
hamujace ekstraktow z czosnku, otrzymujac w wyniku dziatania 40-procento-
wym wodnym roztworem czosnku hamowanie B. cinerea w 92%, a roztwory
60- 1 80-procentowe wykazaty 100% skutecznosci hamujacej [Daniel i in. 2015].
Wykazano tez efektywne dziatanie ekstraktu z czosnku oraz allicyny na P. infe-
stans i Alternaria spp. in vitro i w badaniach polowych na marchwi, pomidorach,
ziemniakach [Slusarenko i in. 2008]. Ekstrakty wodne z czosnku o st¢zeniach
1,25; 2,51 5% w petni hamowaly in vitro wzrost grzybni patogenu L. theobromae
powodujacego gnicie koncow todyg drzew owocowych, np. cytrusowych lub
pestkowych, natomiast wzrost L. pseudotheobromae byt ograniczony w 81,17%
dziataniem 5-procentowego ekstraktu [Bui i in. 2018].
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Wyciagi z nasion 1 migzszu grejpfruta (Citrus paradise) dzialaja grzybo-
i bakteriobojczo, a ponadto wzmacniaja system odpornosci roslin. Wsrod wielu
zwigzkow antygrzybowych wystepujacych w wyciagu z grejpfruta dominujg
alifatyczne aldehydy, monoterpeny (limonem) i nutkaton, ktéore mogg dziata¢
synergistycznie w hamowaniu wzrostu i rozwoju fitopatogenow [Kurzawinska
2016]. Stwierdzono, ze wyciag z grejpfruta redukuje liczbg grzybdéw patogennych:
F. oxysporum, A. alternata, B. cinerea rozwijajacych si¢ na grochu lub fasoli
[Patkowska 2006]. Moze tez by¢ stosowany in vitro do hamowania kietkowania
zarodnikow B. cinerea — wykietkowato tylko 14% zarodnikow na winogronach,
po spryskaniu tylko 17,2% owocow posiadato objawy infekcji [Xu i in. 2007].
Na rynku sa dostgpne wyciagi z grejpfruta pod nazwa Biosept Active (dawniej
Biosept 33SL) i Septovital 200 SL (dawniej Grevit 200 SL) zalecane do ochrony
ro$lin przed zgorzela siewek, fuzarioza, fytoftoroza, maczniakami, rdzami i innymi
chorobami grzybowymi.

Wodne i wodno-acetonowe wyciagi z roslin z rodziny baldaszkowatych: kopru
ogrodowego (Antheum graveolens), pasternaku (Pastinacia sativa), pietruszki
(Petroselium hortens v. crispum) istotnie hamuja wzrost kolonii nastepujacych
grzybow: R. solani, F. solani, B. cinerea dzigki dziataniu kumaryny i furanokuma-
ryny. Ekstrakt z pietruszki dziata fungistatycznie na S. nodorum — patogen pszenicy,
podobnie jak metanolowe wyciagi z pietruszki i kopru [Moliszewska i Burgiet
1998]. Rowniez wyciag z ziela barszczu Sosnowskiego (Heracleum sosnowskyi)
okazat si¢ dziata¢ hamujaco w 90% na kietkowanie zarodnikow F. culmorum, za$
stabiej na B. cinerea [Piotrowski i in. 1995].

Kolejng ro$ling, ktérej ekstrakty wykorzystuje si¢ do hamowania wzrostu
grzybow chorobotworczych jest koper wtoski (Foeniculum vulgare) nalezacy do
rodziny selerowatych (4Apiaceae), wystepujacy na potudniu Europy, zwlaszcza
w rejonie srédziemnomorskim oraz w wielu rejonach tropikalnych na §wiecie [Khan
2017]. Wykazano, ze ekstrakty z nasion i skorki hamujg kietkowanie zarodnikow
S. sclerotiorum [Soylu i in. 2007]. Ekstrakty wodne dziataja hamujaco na wzrost
A. alternata w metodzie krazkowo-dyfuzyjnej. Za dzialanie ekstraktow z nasion
odpowiadaja obecne w nich flawonoidy, fenole, aglikony, glikozydy, pochodne
kwasu hydroksycynamonowego i anetol. Efekt toksycznosci oparty jest na inhibicji
biatek poprzez oksydacje grup sulthydrylowych Iub poprzez interakcje niespe-
cyficzne. Metanolowe ekstrakty nie wykazywatly istotnego dziatania na grzyby,
co tlumaczy si¢ spadkiem rozpuszczalnosci i lotnosci sktadnikoéw chemicznych
podczas ekstrakceji rozpuszczalnikiem organicznym [Khan 2017].

Obiecujace wyniki dotyczace hamujacego wptywu réznych ekstraktow z korzeni
i ktaczy bergenii (Bergenia stracheyi) na grzyby fitopatogenne uzyskali Kumar
i Tyagi [2013]. Stosowali oni ekstrakty etanolowe, octanowe, chloroformowe,
eterowe na: A. alternata, C. gloeosporioides, F. oxysporium i R. solani. Etanolowy
ekstrakt w stezeniu 3,5% hamowat in vitro catkowicie wzrost grzybni Alternaria
i Rhizoctonia, w 87% hamowal wzrost Colletotrichum i w 79% Fusarium. Dzia-
tanie pozostalych rodzajow ekstraktow bylo znacznie stabsze. Za wlasciwosci
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przeciwdrobnoustrojowe bergenii odpowiadaja bergenina, arbutyna, hydrochinon,
[B-sitosterol, arbutyna metylu. Jednak ekstrakty moga dziata¢ toksycznie, wigc ich
zastosowanie jest mimo wszystko ograniczone w praktyce [Kumar i Tyagi 2013].

Dziatanie pigciu etanolowych ekstraktow roslinnych uzyskanych z bylicy piotu-
nu (Artemisia absinthium L.), datury (Datura stramonium L.), pokrzywy zwyczajnej
(Urtica dioica L.), orzecha wloskiego (Juglans regia L.) 1 migty polnej (Mentha
arvensis L.) przebadano in vitro wobec A. solani. Wszystkie ekstrakty dziataty
przeciwgrzybowo. Ekstrakt z D. stramonium byt najskuteczniejszy w hamowaniu
wzrostu patogenu, wykazat $rednig inhibicj¢ wzrostu 4. solani w 61,12%. Drugi pod
tym wzgledem byt ekstrakt z 4. absinthium w 58,54%. Najmniej skuteczny okazat
si¢ ekstrakt z pokrzywy, ktory ograniczat grzybnig srednio w 37,34%. Pod wzgledem
stezenia ekstraktow najskuteczniejsze byly roztwory 60-procentowe, dajac $redni
stopien inhibicji patogenu w 57,37%, natomiast roztwor ekstraktu z datury hamowat
mycelium nawet w 71,57%. Z drugiej strony, sposrod roztwordéw 20-procentowych
ekstrakty z datury i bylicy hamowaty patogen w ponad 50% [Ganie i in. 2013].

Do hamowania S. rolfsii — patogenu glebowego, powodujacego choroby ponad
500 gatunkow roslin, uzyto wodnych ekstraktow z lisci rosliny Moringa oleifera
(zwanej drzewem chrzanowym). Badania na ptytkach Petriego wykazaly wysokie
dziatanie hamujace ekstraktow sporzadzonych z 15 1 20 g lisci w 10 cm® wody.
W doswiadczeniach szklarniowych i polowych ekstrakty z 15 i 20 kg lisci na
10 1. wody ograniczaly w ok. 30% objawy choroby grochu potudniowego (Vi-
gna unguiculata): zamieranie siewek 1 zgnilizne todyg [Adandonon i in. 2006].
W innych badaniach sprawdzono przeciwdrobnoustrojowe dziatanie ekstraktow
uzyskanych z kwiatéw aksamitki (7agetes erecta), gailardii (Gaillardia aristata),
chryzantemy (Chrysanthemum indicum) 1 mleczary (Calotropis gigantea) na
S. rolfsii. Wykazano najwyzszg skutecznos¢ wodnych ekstraktéw zarowno w pod-
tozu ptynnym z dodatkami r6znych stezen ekstraktow, jak i na ptytkach Petriego.
Obserwacje pokazaty, ze najskuteczniejsze byty ekstrakty o stezeniu 100 mg - cm™
z kwiatow aksamitki, nastgpnie mleczary i chryzantemy, dajac strefy inhibicji od-
powiednio 19,7 mm, 18,3 mm i 18,0 mm. Badania in vivo na ciecierzycy wykazaty,
ze ekstrakty z kwiatow aksamitki hamowaty kietkowanie zarodnikoéw patogenu
w ok. 30% 1 ograniczaly wystgpienie objawow gnicia w ok. 40-50%, w zaleznos$ci
od uzytych stezen [Wavare i in. 2017].

Badano réwniez dziatanie ekstraktow roslinnych na ograniczanie wzrostu
bakterii z rodzaju Xanthomonas powodujacych choroby roslin uprawnych na catym
$wiecie. Bakterie te infekuja 124 gatunki roslin jednolisciennych i 268 gatunkéw
roélin dwuli$ciennych, dajac m.in. objawy zarazy bakteryjnej ryzu, czarnej zgnilizny
kapusty 1 zarazy cytrusowej. Deivamani i Muthamilan [2015] sprawdzali wplyw
wodnych ekstraktow z roslin: Abutilon indicum L., Acalypha indica L., Aegle mar-
melos L., Azadirachta indica A., Calotropis gigantea L., Coleus forskohlii, Datura
stramonium L., Neerium oleander L., Ocimum basilicum L., Ocimum sanctum L.,
Parthenium hysterophorus L., Phyllanthus niruri L., Polyalthia longifolia L.,
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Prosopis juliflora L. 1 Vitex negundo L. na izolaty X. campestris pv. campestris
z kapusty. Badacze zaobserwowali w metodzie in vitro najlepsze dziatanie hamu-
jace wzrost bakterii 10-procentowych ekstraktow z datury Datura stramonium L.,
Phyllanthus niruri L. 1 Polyalthia longifolia L. [Deivamani i Muthamilan 2015].
Xanthomonas axonopodis pv. citri jest bakterig powodujaca zmiany martwicze na
réznych czesciach roslin cytrusowych. Tahir i in. [2016] przetestowali, jak dziala na
nig 10 wodnych ekstraktow z ro6znych czesci nastepujacych roslin: czosnku (4//ium
sativum L.), cebuli (Allium cepa L.), miodli indyjskiej (Azadirachta indica), chilli
(Capsicum annum), Calotropis gigantea, Dalbrgia sissoo, eukaliptusa (Eucalyptus
camelduensis), gardenii (Gardenia florida), melii pospolitej (Melia azedarach) oraz
imbiru (Zingiber officinalis), stosujac metode studzienkowa. Najskuteczniejsze
bylo antybakteryjne dziatanie czosnku i miodli indyjskiej, chociaz w metodzie in
vivo ekstrakty te samodzielnie w niewielkim stopniu ograniczaly wystepowanie
zmian chorobowych na roslinach cytrusowych [Tahir i in. 2016].

Olejki eteryczne pozyskiwane z ro$lin sa mieszaninami lotnych zwigzkow
organicznych, zawierajacymi sktadniki utlenione i weglowodory: seskwiterpeny
i monoterpeny. Sktadniki te odpowiadajg za wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
olejkow, a mechanizm ich dziatania zwigzany jest z ich naturg lipofilowa, dzigki
ktorej moga wchodzi¢ w reakcje z blonami komoérkowymi grzybow (wigzanie
ergosteroli, inhibicja biosyntezy btony), powodujac destrukcje btony i wyciek
sktadnikéw komorkowych. Ponadto olejki powoduja utrate energii przez komorki na
skutek hamowania tancucha oddechowego w btonach mitochondrialnych, inhibicji
pomp protonowych i spadku produkcji ATP [Nazzaro i in. 2017, Tomazoni i in.
2017]. Wykazano réwniez dzialanie inhibicyjne na polimeryzacje chityny, co ma
wplyw na dojrzewanie $ciany komorkowej grzybow, tworzenie sept, zaklocenia
podziatu komorkowego 1 wzrostu komorek [Nazzaro i in. 2017]. Wyczerpujace
informacje dotyczace mechanizméw dziatania olejkdéw eterycznych i ich gtownych
sktadnikow wraz z przyktadami znajduja si¢ w opracowaniu Nazzaro i in. [2017].
Olejki eteryczne otrzymywane z wielu roslin dziatajag hamujaco na rozmnazanie
i rozwoj mikroorganizmow chorobotworczych dla roslin, wykazuja dziatanie bio-
bojcze przede wszystkim przy zwalczaniu grzybow: Penicillium sp., Alternaria sp.,
F. oxysporum, P. cryptogea, S. vesicarium, S. fuliginea, wykazuja takze wlasciwosci
zapobiegania kietkowaniu zarodnikéw i grzybni [Ciesielska i in. 2011]. Sposrod
olejkow eterycznych na uwage zastuguja: olejek migtowy, tymiankowy i kminkowy,
ktore hamowaty w badaniach in vitro wzrost grzybow Pytium sp. i F. sulphurenum
oraz olejki: eukaliptusowy, rozmarynowy, lawendowy hamujace Fusarium spp. i inne
grzyby [Bartynska i Budzikur-Ramza 2001]. Olejek migtowy uzyskuje si¢ z lisci
i kwitngcych wierzchotkow Mentha piperita L. W jego sktadzie wystepuja: mentol,
menton, rézne estry, pinen, tymol, karwon, aldehyd octowy i izowalerianowy, octan
1izowalerianian metylu oraz substancje taninowe i zywiczne [Ciesielskaiin. 2011].
Olejek kminkowy jest lotnym olejem ro§linnym uzyskiwanym z Carum carvi L.,
ro$liny z rodziny baldaszkowatych wystepujacej w Europie i Azji $rodkowej i za-
chodniej, obecnie uprawianej w Wielkiej Brytanii, Rosji i Ameryce. W sktad olejku
kminkowego wchodzi karwon (53-63%) oraz d-limonen [Ciesielska i in. 2011].
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Tabela 22. Wykaz najbardziej znanych patogenow grzybowych roslin i preparatéw produkowanych

z ro$lin, ktorych dziatanie przeciwdrobnoustrojowe zostato przebadane

P. nicotianae
P. capsicum

lilak wezesny
trawa
cytrynowa,
bazylia

olejek eteryczny
olejki eteryczne

in vitro, in vivo

Patogen Roslina Preparat Metoda Zrédlo
Alternaria sp. czosnek ekstrakt, allicyna | in vitro, polowa | Slusarenko i in. 2008
A. alternata grejpfrut ekstrakt in vivo Patkowska 2006
A. alternata koper wloski ekstrakt in vitro Khan 2017
A. solani bergenia ekstrakt in vitro Kumar i Tyagi 2013

bylica piotun, ekstrakt in vitro Ganie i in. 2013
datura, ekstrakt in vitro Ganie i in. 2013
pokrzywa zw., | ekstrakt in vitro Ganie i in. 2013
orzech wloski ekstrakt in vitro Ganie i in. 2013
A. solani migta polna, ekstrakt in vitro Ganie i in. 2013
eukaliptus, olejki eteryczne | in vitro, in vivo | Tomazoni i in. 2017
kamforowiec
A. oryzae oleander, olejki eteryczne Harish i in. 2008
Pithecolobium
dulce
B. cinerea czosnek ekstrakt polowa Marjanska-Cichon
i Sapicha-
-Waszkiewicz 2011
B. cinerea czosnek ekstrakt Daniel i in. 2015
B. cinerea grejpfrut ekstrakt in vivo Patkowska 2006
B. cinerea grejpfrut ekstrakt in vitro, in vivo | Xui in. 2007
B. cinerea pietruszka, ekstrakty Moliszewska i Burgiet
koper ogrodowy, 1998
pasternak
C. gloeosporioides bergenia ekstrakty in vitro Kumar i Tyagi 2013
F. culmorum barszcz ekstrakt Piotrowski i in. 1995
sosnowskiego
F. oxysporum grejpfrut ekstrakt in vivo Patkowska 2006
F. oxysporum bergenia ekstrakt in vitro Kumar i Tyagi 2013
F. solani pietruszka, ekstrakty in vitro Moliszewska i Burgiet
koper ogrodowy, 1998
pasternak
F. sulphurenum migta, tymianek, | olejki eteryczne |in vitro Bartynska i Budzikur-
koper -Ramza 2001
Fusarium spp. eukaliptus, olejki eteryczne | in vitro Bartynska i Budzikur-
rozmaryn, -Ramza 2001
lawenda
F. poae lawenda, melisa | ekstrakty, olejki Czerwinska i Szparaga
eteryczne 2015
L. theobromae czosnek ekstrakty in vitro Buiiin. 2018
L. pseudotheobromae
P. infestans czosnek ekstrakt, allicyna | in vitro, polowa | Slusarenko i in. 2008

Jing i in. 2017
Amini i in. 2016
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P. drechslei trawa olejki eteryczne Amini i in. 2016
cytrynowa,
bazylia
P. melonis trawa olejki eteryczne Amini i in. 2016
cytrynowa,
bazylia
Pytium sp. mieta, tymianek, | olejki eteryczne | in vitro Bartynska i Budzikur-
koper -Ramza 2001
R. solani pietruszka, ekstrakty in vitro Moliszewska i Burgiet
koper ogrodowy, 1998
R. solani pasternak ekstrakty in vitro Kumar i Tyagi 2013
bergenia
S. sclerotiorum koper wioski ekstrakt in vitro Soylu i in. 2007
S. sclerotiorum sosna zwyczajna | ekstrakt in vitro Czerwinska i Szparaga
2015
S. sclerotiorum lawenda, melisa | ekstrakty, olejki | in vitro Czerwinska i Szparaga
eteryczne 2015
S. rolfsii Moringa ekstrakty in vitro, in vivo, | Adanonon i in. 2006
oleifera polowa
S. rolfsii aksamitka, ekstrakty in vitro, in vivo | Wavare i in. 2017
chryzantema, ekstrakty in vitro Wavare i in. 2017
mleczara, ekstrakty in vitro Wavare i in. 2017
gailardia ekstrakty in vitro Wavare i in. 2017
S. nodorum pietruszka, ekstrakty in vitro Moliszewska i Burgiet
koper 1998

Olejek sosnowy uzyskuje si¢ z odpadoéw S$cieru drzewnego Pinus palustris

Mill. i innych gatunkoéw sosen, np. Pinus sylvestris. W jego sktad wchodzg przede
wszystkim alkohole drugorzedowe i trzeciorzgdowe oraz monoterpeny [Ciesiel-
ska i in. 2011]. Olejki eteryczne z igiet sosnowych stosowane sa w medycynie
ludowej w leczeniu zaburzen oddechowych. W badaniach Czerwinskiej i Szparagi
[2015] wodny wyciag z sosny zwyczajnej skutecznie hamowat wzrost grzyba
S. sclerotiorum w metodzie krazkowo-dyfuzyjnej, dajac strefe zahamowania
wzrostu o $rednicy 26,33 mm.

Badania prowadzone nad dziataniem roztwordéw olejkow eterycznych ekstra-
howanych z roslin eukaliptusa (Eucalyptus globulus i Eucalyptus staigeriana) oraz
z kamforowca (Cinnamomum camphora) na patogen pomidorow A. solani wykazaly
dobra skutecznos$¢ in vitro 1 in vivo. Charakterystyka chromatograficzna wykazata,
ze gtdéwnymi sktadnikami wyzej wymienionych olejkow byty odpowiednio: 1,8-ci-
neol, cytral i linalol. Minimalne st¢zenia hamujace dla poszczegdlnych olejkow
wynosity odpowiednio: 10 pl - cm™, 1 pl - cm™ i 1-1,5 pl - cm™. Najskutecz-
niej hamowaty kietkowanie zarodnikow rowniez olejki z Eucalyptus staigeriana
i Cinnamomum camphora. Wszystkie olejki byly efektywne w kontrolowaniu
objawow wczesnej zarazy pomidora, podobnie jak stosowany fungicyd Azoxy-
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strobin, wigc mogg by¢ potencjalnie wykorzystane w kontrolowaniu tej choroby
pomidora [Tomazoni i in. 2017].

Rodzina roslin jasnotowatych (Lamiaceae) znana jest ze stosowania jej
w kuchni oraz jako czynniki zapobiegajace chorobom. Najbardziej znane i wy-
korzystywane sa lawenda (Lavandula angustifolia), melisa (Melissa officinalis),
szatwia (Salvia officinalis) oraz paczulka wonna (Pogostemon cablin). Olejki
i ekstrakty z tych ro§lin posiadaja wlasciwosci antyseptyczne, przeciwzapalne
1 przeciwdrobnoustrojowe [Hussain i in. 2011]. Wtasciwos$ci antygrzybowe wod-
nych ekstraktow i olejkow eterycznych z lawendy i melisy badaly Czerwinska
i Szparaga [2015] metoda krazkowo-dyfuzyjng. Autorki wykazaty najwicksza
skuteczno$¢ olejkow eterycznych na S. sclerotiorum 1 F. poae, natomiast slabszg
na B. cinerea, F. sambucinum i F. solani. [Czerwinska i Szparaga 2015].

Innym ciekawym przyktadem rosliny jest lilak wczesny (Syringa oblata),
z ktorego ekstraktow otrzymuje m.in. terpen — eugenol, odpowiedzialny za dziatanie
antygrzybowe. Jing i in. [2017] zastosowali olejek eteryczny z paczkow kwiato-
wych lilaka oraz roztwory eugenolu do hamowania wzrostu grzyba P. nicotianae,
powodujacego chorobe tytoniu, tzw. czarny trzon tytoniowy. Autorzy stwierdzili
hamujgce dzialanie eugenolu na badany patogen z wartosciag MIC wynoszaca
200 pg - cm. Eugenol powodowat wyciek protoplazmy, wskazujac na uszkodze-
nie blony komoérkowej mycelium. Emulsje eugenolu dziataly ochronnie na tyton
w warunkach testow polowych, co stwarza mozliwosci praktycznego zastosowania
ich w biokontroli P. nicotianae [Jing i in. 2017].
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