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W pracy oceniono aktywność mikrobiologiczną kwasu galusowego (GA), pro-
tokatechowego (PCA) oraz wanilinowego (VA) w stosunku do Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas aeruginosa i Candida albicans metodą mikrorozcieńczeń 
w bulionie, oznaczając minimalne stężenie hamujące (MIC) oraz minimalne stę-
żenie bójcze (MBC) w pH 5,0 i 7,0. 

Cytotoksyczność kwasów oznaczono w hodowlach fi broblastów skóry ludzkiej 
(NHSF) testem z użyciem soli tetrazolowej (MTT). 

Najwyższą aktywnością przeciwbakteryjną w pH=5,0 charakteryzował się 
VA, którego minimalne stężenie hamujące (MIC) wzrost S. aureus i P. aerugino-
sa określono odpowiednio: 0,06 i 0,13 mg/ml. W pH=7,0 jedynie GA wykazywał 
aktywność w stosunku do S. aureus (MIC = 0,13 mg/ml) a PCA hamował wzrost 
C. albicans (MIC=0,016 mg/ml). 

W teście oznaczania cytotoksyczności wobec zdrowych fi broblastów skóry 
ludzkiej jedynie GA, w badanym zakresie stężeń (0,032–1,00 mg/ml), wykazywał 
zahamowanie przeżycia NHSF średnio o 25,3 ± 3,8% (przeżywalność na pozio-
mie 74,7 ± 3,8% w odniesieniu do kontroli). Pozostałe badane kwasy nie wpły-
wały na przeżywalność fi broblastów skóry ludzkiej w zakresie badanych stężeń. 

Hasła kluczowe: fenolokwasy, aktywność mikrobiologiczna, cytotoksyczność.
Key words: phenolic acids, antimicrobial activity, cytotoxicity.

Kwasy fenolowe występują powszechnie w tkankach roślinnych. Do tej grupy 
zalicza się hydroksylowe pochodne kwasu benzoesowego i cynamonowego. Kwasy 
oceniane w niniejszej pracy (galusowy – GA, protokatechowy – PCA, wanilinowy 
– VA) są prostymi pochodnymi kwasu benzoesowego (BA), jednego z najczęściej 
stosowanych konserwantów w żywności. Poszukiwanie nowych środków konser-
wujących jest wciąż aktualne, ponieważ dotychczas stosowane konserwanty oprócz 
pożądanego działania przeciwbakteryjnego oraz przeciwgrzybiczego, mogą wywo-
ływać efekty uboczne, w tym nietolerancje pokarmowe i odczyny alergiczne (1, 2).

Kwasy fenolowe należą do grupy związków polifenolowych, które charakteryzu-
ją się głównie właściwościami przeciwutleniającymi. W żywności dominują kwas 
p-kumarowy, kawowy, ferulowy, występują także kwasy: chlorogenowy, galusowy, 
protokatechowy i wanilinowy (3, 4). Szczególnie bogatym źródłem fenolokwasów 
są owoce i warzywa oraz ich przetwory, a także kawa i herbata. Aktywność biolo-
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giczna kwasów fenolowych polega głównie na unieczynnianiu wolnych rodników 
i chelatowaniu jonów metali ciężkich (5, 6).

Kwas benzoesowy charakteryzuje się aktywnością mikrobiologiczną szczególnie 
w stosunku do pleśni i drożdży w pH <5,0. Fenolokwasy, pochodne kwasu benzo-
esowego, wykazują również aktywność przeciwdrobnoustrojową (7, 8, 9, 10). Ak-
tywność mikrobiologiczna w szerszym zakresie pH oraz brak toksycznego wpływu 
na organizm człowieka dałyby podstawy zastosowania tych związków jako nowych 
konserwantów w żywności. Celem pracy była ocena właściwości przeciwbakteryj-
nych i przeciwgrzybiczych wybranych kwasów fenolowych: galusowego, protoka-
techowego, wanilinowego oraz ocena ich toksyczności wobec zdrowych fi brobla-
stów skóry ludzkiej. 

MATERIAŁ I METODY

Materiał do badań stanowiły wybrane kwasy fenolowe: galusowy (GA – 3,4,5-
trihydroksybenzoesowy), protokatechowy (PCA – 3,4-dihydroksybenzoesowy i wa-
nilinowy (VA – 4-hydroksy-3-metoksybenzoesowy) (Sigma, USA) oraz kwas ben-
zoesowy (BA) (Sigma, USA) użyty jako substancja kontrolna. 

W badaniach mikrobiologicznych wykorzystano szczepy pozyskane z kolekcji 
NCTC (ang. National Collection of Type Cultures, Wielka Brytania) oraz ATCC 
(ang. American Type Culture Collection, USA): Staphylococcus aureus (NCTC 
4163), Pseudomonas aeruginosa (NCTC 6749) oraz Candida albicans (ATCC 
10231). Wartości minimalnego stężenia hamującego wzrost mikroorganizmów 
(MIC – ang. minimal inhibitory concentration) oraz minimalnego stężenia bójczego 
(MBC – ang. minimal bactericidal concentration) zostały określone metodą mi-
krorozcieńczeń w bulionie, zgodnie ze standardami Amerykańskiego Narodowego 
Komitetu Klinicznych Standardów Laboratoryjnych (NCCLS) (11, 12). Oznaczenia 
wykonano trzykrotnie w pH=5,0 i pH=7,0. Różne wartości pH podłoża uzyskano 
poprzez dodatek 0,1 mol/l HCl. Badane kwasy rozpuszczano w dimetylosulfotlenku 
(DMSO) a następnie w bulionie lub podłożu RPMI 1640 o odpowiednim pH i ste-
rylizowano przy użyciu fi ltrów strzykawkowych o wielkości porów 0,45 μm. Kon-
trolę wzrostu badanych szczepów wykonano w podłożu zawierającym DMSO (w 
stężeniu użytym do rozpuszczania badanych kwasów), gentamycynę (PAA, Austria) 
i nystatynę (Pharma Cosmetic, Polska).

Ocenę cytotoksyczności kwasów w odniesieniu do zdrowych fi broblastów skóry 
ludzkiej (NHSF – ang. Normal Human Skin Fibroblasts), pozyskanych z kolekcji 
ATCC [CRL-1474], wykonano metodą z użyciem soli tetrazolowej MTT (13). Do 
hodowli NHSF (z pasażu 9-tego) stosowano podłoże hodowlane DMEM z gluko-
zą (4,5 g/l), L-glutaminą oraz pirogronianem sodu (PAA, Austria) z dodatkiem su-
rowicy bydlęcej (Biomed, Polska) w ilości 10% oraz antybiotyków – penicyliny
(50 U/ml) i streptomycyny (50 μg/ml) (Sigma, USA). Konfl uentną hodowlę pod-
dawano działaniu trypsyny (Sigma, USA) a następnie zawieszano w medium ho-
dowlanym z surowicą do uzyskania gęstości w zakresie 0,5–1 × 105 komórek/ml. 
Do każdego wgłębienia 96-oczkowej płytki dodawano po 100 μl zawiesiny. Po 
dwugodzinnej inkubacji komórek w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO2 do 
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wgłębień dodano po 100 μl odpowiednich stężeń badanych kwasów lub po 100 μl
medium wzrostowego do dołków kontrolnych. Badane substancje były rozpusz-
czane w DMSO a następnie rozcieńczane w medium hodowlanym i sterylizowa-
ne przez fi ltr strzykawkowy (końcowe stężenie DMSO – 0,5%). Po 24-godzinnej 
inkubacji medium usuwano, płytki przepłukiwano zbuforowanym roztworem soli 
fi zjologicznej – PBS (Biomed, Polska) i dodawano roztwór soli tetrazolowej MTT 
w PBS o stężeniu 0,5 mg/ml w objętości 200 μl do każdego wgłębienia. Płytki 
zawinięte w folię aluminiową inkubowano przez 4 godziny, po tym czasie roztwór 
MTT usuwano. Powstały formazan rozpuszczano dodając do każdego wgłębienia
180 μl DMSO i po 15 minutach 20 μl buforu Sorensen’a (0,1 mol/l glicyny oraz
0,1 mol/l NaCl doprowadzony do pH 10,5 za pomocą 0,1 mol/l NaOH). Absorban-
cję mierzono przy długości fali λ=570 nm na spektrofotometrze BioTek EL 800, 
dane analizowano z użyciem programu komputerowego KCjunior oraz Statistica 8. 
Wyniki przedstawiono jako % wartości kontrolnej (P):

P = (Ap/Ak) × 100, 

gdzie: Ap – średnia absorbancji próby badanej, Ak – średnia absorbancji próby
kontrolnej.

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

Wyniki MIC oraz MBC poszczególnych kwasów w odniesieniu do S. aureus, P. 
aeruginosa oraz C. albicans w pH=5,0 i pH=7,0 przedstawiono w tabeli I. VA wyka-
zywał najsilniejsze działanie antymikrobiologiczne w pH=5,0 (MIC=0,06–0,13 mg/
ml), jednak nie obserwowano tego działania w pH=7,0 (MIC>1,0 mg/ml). Najwyż-
szą aktywnością mikrobiologiczną w pH=7,0 charakteryzował się GA, który wyka-
zywał działanie w stosunku do S. aureus oraz C. albicans (MIC odpowiednio 0,13 
mg/ml i 0,002 mg/ml). Nie stwierdzono aktywności żadnego z kwasów w pH=7,0 
w stosunku do G(-) P. aeruginosa. GA, PCA oraz VA w pH=5,0 wykazywały silniej-
szą lub na takim samym poziomie aktywność przeciwbakteryjną w porównaniu do 
kwasu benzoesowego, w pH=7,0 nie stwierdzono takiej zależności. Badane kwasy 
wykazywały niższą aktywność bójczą w porównaniu do BA, za wyjątkiem GA, któ-
ry w pH=7,0 działał silniej bójczo w stosunku do S. aureus (MBC=0,13 mg/ml).

W teście oznaczania cytotoksyczności badanych kwasów w stosunku do NHSF 
nie wykazano znaczących różnic w zależności od stężenia kwasu w badanym zakre-
sie (0,032–1,00 mg/ml) (tab. II). W związku z tym obliczono średnią, na podstawie 
której badano statystyczną zależność pomiędzy przeżywalnością NHSF inkubo-
wanych z BA oraz ocenianymi kwasami. Wykazano istotnie mniejszą przeżywal-
ność fi broblastów poddanych 24-godzinnej inkubacji z GA (p<0,000001) oraz VA 
(p=0,00172). Biorąc pod uwagę procent przeżycia fi broblastów poddanych działa-
niu ocenianych kwasów należy stwierdzić, że jedynie GA wykazywał aktywność 
cytotoksyczną w zakresie badanych stężeń, powodując zmniejszenie przeżywalno-
ści NHSF o 25,3±3,8% (74,7±3,8% przeżywalności w stosunku do kontroli). Po-
zostałe badane kwasy nie wpływały na przeżywalność fi broblastów skóry ludzkiej 
w zakresie badanych stężeń. 
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Ta b e l a  II. Przeżywalność NHSF po 24-godzinnej inkubacji w podłożu zawierającym różne stężenia kwasów: ga-
lusowego, protokatechowego lub wanilinowego

Ta b l e  II. Viability of NHSF incubated for 24 h in medium with variable concentrations of gallic, protocatechuic and 
vanillic acid

Stężenie (mg/ml)

Przeżywalność (% kontroli) ± SD

Kwas
benzoesowya, b 

(BA) 

Kwas galusowy 
(GA)

Kwas
protokatechowy 

(PCA)

Kwas wanilinowy 
(VA)

0,032
0,063
0,125
0,250
0,500
0,750
1,000

średnia

101,88±14,3
101,73±10,5
104,39±8,4
107,55±6,9
104,80±4,6
103,54±6,7
108,08±4,4

104,57±2,5

82,77±3,9
72,76±8,5
72,09±4,8
74,06±3,9
75,60±10,1
74,11±9,9
71,48±13,8

74,70±3,8

100,37±21,4
106,50±4,2
109,02±7,2
107,52±7,8
102,70±10,9
102,93±7,8
096,00±9,7

103,58±4,5

105,51±1,4
97,52±4,0
97,65±3,5
96,95±4,7
98,23±4,3
96,49±4,5
95,39±4,9

98,20±3,4

a p (BA/GA) < 0,000001; b p (BA/VA) = 0,00172.

WNIOSKI

1. Najwyższą aktywność przeciwbakteryjną (MIC) w pH=5,0 wykazywał kwas 
wanilinowy. 

2. Badane kwasy wykazują niższą aktywność bójczą w porównaniu do kwasu 
benzoesowego, za wyjątkiem kwasu galusowego, który w pH=7,0 działa silniej bój-
czo w stosunku do S. aureus.

3. Badane kwasy, z wyjątkiem kwasu galusowego, nie wykazywały działania cy-
totoksycznego w teście oznaczania cytotoksyczności wobec zdrowych fi broblastów 
skóry ludzkiej.

S. K.  C z e c h o w s k a,  R.  M a r k i e w i c z ,  M. H.  B o r a w s k a

SELECTED ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND CYTOTOXICITY OF VARIED
PHENOLIC ACIDS IN VITRO

S u m m a r y

In this study antimicrobial activity of gallic acid (GA), protocatechuic acid (PCA) and vanillic acid 
(VA) against Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans was measured using 
microbroth dilution method at pH=5.0 and 7.0. Cytotoxicity assay of studied acids was estimated in the 
human skin fi broblasts using Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) test. 

VA showed the highest antibacterial activity at pH=5.0, minimal inhibitory concentration (MIC) ranged 
0.06 and 0.13 mg/ml. GA showed antimicrobial activity at pH=7.0 at concentration 0.13 mg/ml against S. 
aureus. PCA at pH=7.0 had the best antifungal activity (MIC=0.016 mg/ml). GA showed slightly cytoto-
xic activity at concentration of 0.032–1.00 mg/ml (approximately 74.7±3.8 % viability).



Nr 3964 S.K. Czechowska i inni

PIŚMIENNICTWO

1. Pietrzak J., Obuchowicz A., Zeckei J., Wierzyk A.: Niepożądane reakcje na dodatki do żywności. 
Lekarz, 2007; 12: 99-106. – 2. Nettis E., Colanardi M.C., Ferrannini A., Tursi A.: Sodium benzoate-in-
duced repeated episodes of acute urticaria/angio-oedema: randomized controlled trial. Br. J. Dermatol., 
2004; 151 (4): 898-902. – 3. Budryn G., Nebesny E.: Fenolokwasy – ich właściwości, występowanie w su-
rowcach roślinnych, wchłanianie i przemiany metaboliczne. Bromat. Chem. Toksykol. 2006; 2: 103-110. 
– 4. Belitz H.D., Grosch W., Schieberle P.: Fruits and fruit products. Food Chemistry. Springer-Verlag, 
Berlin, Hilderberg. 2004; 764-766. – 5. Szumiło J.: Kwas protokatechowy w prewencji nowotworów. 
Post. Hig. Med. Dośw., 2005; 59: 608-615. – 6. Lodovici M., Guglielmi F., Meoni M., Dolara P.: Effect of 
natural phenolic acids on DNA oxidation in vitro. Food Chem Toxicol. 2001; 39 (12): 1205-1210. – 7. Ro-
driguez Vaquero M.J., Alberto M.R., Manca de Nadra M.C.: Antibacterial effect of phenolic compounds 
from different wines. Food Control, 2007; 18: 93-101. – 8. Nohynek L.J., Alakomi H.L., Kähkönen M.P., 
Heinonen M., Helander I.M., Oksman-Caldentey K.M., Puupponen-Pimia R.H.: Berry phenolics: antimi-
crobial properties and mechanisms of action against severe human pathogens. Nutr Cancer. 2006; 54 (1): 
18-32. – 9. Rauha J.P., Remes S., Heinonen M., Hopia A., Kähkönen M., Kujala T., Pihlaja K, Vuorela 
H., Vuorela P.: Antimicrobial effects of Finnish plant extracts containing fl avonoids and other phenolic 
compounds. Int. J. Food Microbiol., 2000; 56: 3-12. – 10. Chao C.Y., Yin M.C.: Antibacterial effects of 
roselle calyx extracts and protocatechuic acid in ground beef and apple juice. Foodborne Pathog Dis. 
2009; 6 (2): 201-206.

11. Woods G.L., Washington J.A.: Antibacterial susceptibility tests: dilution and disk diffusion methods, 
in Manual of Clinical Microbiology. Murray P.R., Baron E.J., Pfaller M.A., Tenover F.C., Yolken R.H. 
(red.), ASM Press, Washington, 1995; pp. 1334-1336. – 12. Espinel-Ingroff A., Pfaller M.A.: Antifungal 
agents and susceptibility testing. In Manual of Clinical Microbiology, Murray P. R., Baron E. J., Pfaller 
M. A., Tenover F. C., Yolken R.H. (red.), ASM Press, Washington, 1995. – 13. Carmichael J., DeGraff 
W.G., Gazdar A.F., Minna J.D., Mitchell J.B.: Evaluation of a tetrazolium-based semiautomated colori-
metric assay: assessment of chemosensitivity testing. Cancer Res., 1987; 47: 936-942.

Adres: 15-089 Białystok, ul. Kilińskiego 1.




