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Streszczenile

Celem eksperymentu byto sprawdzenie oddziatywania wyciggow z roslin wykorzystywanych
w medycynie ludowe] na wzrost bakterii Lactobacillus. Badanie polegato na inkubacji krgzkow
bibuty nasgczonych wyciggami o réznych stezeniach pochodzgacych z cebuli, czosnku | cynamonu
na podiozu z posiewem bakterii Lactobacillus, a nastepnie mierzeniu strefy inhibicji wzrostu.
Stwierdzono, ze kazda z badanych substancji hamuje wzrost bakterii oraz ze intensywnosc inhibicji
wzrasta wraz ze wzrostem stezenia uzytego wyciggu.

Wstep

Pierwszym wyizolowanym antybiotykiem byta penicylina wytwarzana przez Penicillium odkryta
przez Alexandra Fleminga w 1928 (A. Fleming 1929). Przed upowszechnieniem sie dostepnych
komercyjnie  antybiotykow choroby leczono stosujgc  substancje chemiczne obecne
w warzywach | przyprawach m.in. czosnku, cebuli i cynamonie (E. Block 1985). Dziatanie
bakteriobojcze tych roslin wynika z obecnosci substancji czynnych: m.in. allicyny w czosnku
(M. Majewski 2014), flawonoidow (m.in. kwercetyny; E. Hallmann 2006) w cebuli oraz aldehydu
cynamonowego | kwasu cynamonowego (G. El-Baroty 2010) w cynamonie.

Chociaz antybiotyki wykazujg duzg skutecznos¢ w zwalczaniu bakterii, ich stosowanie moze
wigza¢ sie z szeregiem negatywnych skutkdw ubocznych, m.in. obnizeniem odpornosci
(A. Elkrief 2009). Wraz ze stosowaniem antybiotykdw zwieksza sie tez antybiotykoopornosc¢
poszczegolnych bakterii (H. Neu 1992), zatem ich przyjmowanie powinno by¢ ograniczone jedynie
do przypadkow szczegolnie uzasadnionych medycznie. Alternatywg jest stosowanie preparatow
zawierajgcych rosliny o potwierdzonym dziataniu bakteriobojczym, jak rozmaryn, lawenda, czy
wspomniane wczesniej cebula, czosnek | cynamon.

Celem przeprowadzonych badan bylo sprawdzenie allelopatycznego wptywu wyciggow
z czosnku, cebuli oraz cynamony na rozwoj bakterii Lactobacillus.

Materiaty | metody

Wyciagi z czosnku (Alium sativum L., Amaryllidaceae) oraz z cebuli (Alium cepa L.,
Amaryllidaceae) uzyskano poprzez starcie czesci todygowych roslin na tarce, a otrzymany sok
traktowano jako 100%, a w przypadku cynamonu (Cinnamomum verum J. Presl, Lauraceae)
zastosowano 100% olejek cynamonowy (Ecospa, Warszawa, Polska). Nastepnie roztwory te
rozcienczano, poprzez odmierzenie na wadze kuchennej 5g 100% roztworu | dolewanie do niego
wody kranowej, w celu otrzymania odpowiednich stezen: 100%, 87.5%, 75%, 50%, 25%, lub 12.5%.

Figury 1-4 przedstawiajg kolejne kroki przygotowania szalek. Na sterylne szalki (Bionowo,
Legnica, Polska; fig. 1) wylewano podtoze mikrobiologiczne Lactobacillus-MRS agar (Thermo Fisher
Scientific, Nepean, Kanada), ktore uzyskano poprzez rozpuszczenie 31 g podioza w postaci proszku
w 500ml| wody destylowanej (fig. 2). Wykorzystane podtoze ogranicza wzrost bakterii innych
niz Lactobacillus. Po zastygnieciu podtoza, na szalki nanoszono dostepny komercyjnie probiotyk
Tribolak (Fortis Pharmaceuticals, Katowice, Polska) bedgcy zawiesing bakterii Lactobacillus sp.
Beijerinck. Na kazdg z szalek nakrapiano 5 kropli probiotyku i rozprowadzano rownomiernie
PO powierzchni przy uzyciu gtaszczki (fig. 3).

Nastepnie na szalki nanoszono krgzki bibutowe o jednakowej srednicy, uprzednio namoczone
w wodzie kranowej (co stanowito probe kontrolng) lub w jednym z badanych roztworow o okreslonym
stezeniu (proéba badawcza). Tak przygotowane szalki uszczelniano za pomocg parafilmu (fig. 4)
| inkubowano (inkubator INCU-Line IL 23, zakupiony na potrzeby doswiadczenia) w temperaturze
37°C przez trzy dni.

Kazda kombinacja (tj. wycigg z jednej z trzech roslin o jednym z szesciu stezen) byta
reprezentowana przez 10 szalek. Na kazde] szalce umieszczono po 4 krazki bibutowe
w rownomiernych odstepach. tgcznie przygotowano 190 szalek (w tym 10 szalek stanowigcych
probe kontrolng), na ktorych znajdowato sie 760 krgzkow.
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Figura 1 Sterylna szalka Figura 2 Szalka z podtozem Figura 3 Szalka z posiewem
Petriego MRS—-agar Lactobacillus przed inkubacjg

Figura 4 Szalka przygotowana Figura 5 Szalka po 3 dniach Figura 6 Szalka po 3 dniach
do inkubacji inkubacii Inkubacji

Po inkubacji (fig. 5-6) mierzono stopien zahamowania wzrostu bakterii, jako podwojong
szerokosc¢ strefy inhibicji zgodnie z protokotem Kirby-Bauer (J. Hudzicki 2009). W celu okreslenia,
wycigg z ktérego gatunku najskuteczniej hamuje wzrost bakterii przy okreslonym stezeniu otrzymane
dane analizowano statystycznie w programie R 3.6.3 (R Core Team, 2019). W tym celu sprawdzono,

czy dane spetniajg zatozenia analizy wariancji ANOVA testami Levene’a oraz Shapiro-Wilka (komendy
leveneTest | shapiro.test). Poniewaz zatozenia testu nie byly spetnione, zastosowano test

Kruskala-Wallice'a (komenda kruskal.test) oraz test Wilcoxona, a nastepnie poprawke
Bonferroniego (komendy pairwise.wilcox.test oraz p.adjust). Wyniki zwizualizowano przy
uzyciu komend geom boxplot z pakietu ggplot2.

Wyniki

Tabela 1 Wartosci P dla poréwnywanych wynikéw inhibicji pomiedzy réznymi wyciggami Zakres inhibicji od stezenia i rodzaju wyciagu
w okreslonych stezeniach w tescie Wilcoxona &
Porownywane wyciagi:
Porownywane stezenie: Cebula-czosnek Cebula-cynamon Czosnek-cynamon
20-
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pomiedzy badanymi grupami (P<0.05). Tabela 1.
ukazuje wartosci P z testu Wilcoxona dla
porownywanych wynikow inhibicji pomiedzy réznymi

wyciggami w okreslonych stezeniach. Intensywnosc Iﬂ

Inhibicji wywotywanej przez cebule i czosnek nie réznita

sie statystycznie za wyjgtkiem stezenia 100%. 0- . ==
Porownania cebuli z cynamonem oraz czosnku 125% 25%  50% 75% &75% 100% Grupa

Stezenie

z Cynamonem Vf’ykazah_’ roznice istotne Statystycznie we Wykres 1 Zalezno$c¢ inhibicji od stgzenia i rodzaju wyciggu
wszystkich rozcienczeniach poza 25%.

Wykres 1. przedstawia zaleznos¢ pomiedzy szerokoscig strefy inhibicji, a stezeniem oraz rodzajem
zastosowanego wyciggu. Wszystkie wyciggi o stezeniu powyzej 50% hamowaty wzrost bakterii, a efekt
ten wzrastat wraz ze wzrostem stezenia wyciggu: najintensywniej dziatat roztwor czosnku w stezeniu
100%, a najstabiej wyciggi z cynamonu niezaleznie od ich stezenia.

Dyskusja

Wykazane witasciwosci bakteriobdjcze badanych wyciggow sg zgodne z literaturg. Mechanizm
dziatania poszczegolnych zwigzkow aktywnych moze by¢ bardzo odmienny: allicyna obecna w czosnku
nalezy do tiosulfiniandw moze zatem doprowadzi¢ do utraty funkcji niektorych biatek poprzez reakcje
z grupami tiolowymi (J. Borlinghaus | wspoétautorzy 2014). Z kolel kwercetyna obecna w cebuli zaburza
tworzenie sciany komarkowej bakterii (S. Wang i wspotautorzy 2018).

Mimo odmiennych mechanizmdw dziatania poszczegolnych substanciji, wyciggi z czosnku i cebuli
charakteryzowaty sie podobng zdolnoscig hamowania wzrostu bakterii Lactobacillus. Moze to wynikac
z faktu, ze pomimo roznicy w zwigzkach aktywnych (allicyna w czosnku, kwercetyna w cebuli), oba
gatunki zawierajg wiele innych substancji aktywnych (V. Lanzotti 2006). Poniewaz cebula 1 czosnek sg
blisko spokrewnione (nalezg do tego samego rodzaju — Allium; N. Friesen 2006) szeroki profil zwigzkow
aktywnych w obu gatunkach jest prawdopodobnie zblizony.

Najmniejszy stopien inhibicji strefy wzrostu, ktdry zaobserwowano po zastosowaniu cynamonu,
moze wynikaC z faktu, ze w badaniu uzyto olejku o wtasciwosciach hydrofobowych. Mogto to utrudnic
dyfuzje zwigzkow aktywnych do pozywki, ktora jest srodowiskiem hydrofilowym. Taka forma dostarczenia
byta jednak koniecznoscig, z racji na trudnosci techniczne ekstrakcji ptynnego wyciggu z suche] kory
cynamonowca w warunkach domowych.

Wiasciwosci bakteriobdjcze czosnku, cebuli I cynamonu mogg przyczyni¢ sie do leczenia chorob
bez konieczno$SC¢ zazywania antybiotyku oraz zmniejszaC opornos¢ bakterii na wybrane antybiotyki
(D. Jonkers 1999). Jednoczesnie nalezy pamietaC, ze mogg mieC rowniez negatywny wptyw
na funkcjonowanie organizmu. Z racji, ze powodujg zahamowanie wzrostu bakterii Lactobacillus, ktore
wystepuja w mikrobiomie jelit (A. Azad 2018), nadmierne spozywanie badanych roslin mogtoby
teoretycznie powodowac¢ zaburzenie rownowagi mikrobiomu, co moze objawiacC sie m.in. zwiekszaniem
masy ciata w porownaniu do osob majgcych prawidtowy sktad flory jelitowej (C. Ohland | wspotautorzy

2013).
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