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W pracy oceniono aktywnos¢ mikrobiologiczng kwasu galusowego (GA), pro-
tokatechowego (PCA) oraz wanilinowego (VA) w stosunku do Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa i Candida albicans metodq mikrorozcienczen
w bulionie, oznaczajqc minimalne stezenie hamujqce (MIC) oraz minimalne ste-
zenie bojcze (MBC) w pH 5,01 7,0.

Cytotoksycznosé kwasow oznaczono w hodowlach fibroblastow skory ludzkiej
(NHSF) testem z uzyciem soli tetrazolowej (MTT).

Najwyzszq aktywnosciq przeciwbakteryjing w pH=35,0 charakteryzowal sie
VA, ktorego minimalne stezenie hamujqce (MIC) wzrost S. aureus i P. aerugino-
sa okreslono odpowiednio: 0,06 i 0,13 mg/ml. W pH=7,0 jedynie GA wykazywal
aktywnos¢ w stosunku do S. aureus (MIC = 0,13 mg/ml) a PCA hamowal wzrost
C. albicans (MIC=0,016 mg/ml).

W tescie oznaczania cytotoksycznosci wobec zdrowych fibroblastow skory
ludzkiej jedynie GA, w badanym zakresie stezen (0,032—1,00 mg/ml), wykazywal
zahamowanie przezycia NHSF Srednio o 25,3 + 3,8% (przezywalnos¢ na pozio-
mie 74,7 + 3,8% w odniesieniu do kontroli). Pozostale badane kwasy nie wply-
waly na przezywalnos¢ fibroblastow skory ludzkiej w zakresie badanych stezen.

Hasta kluczowe: fenolokwasy, aktywno$¢ mikrobiologiczna, cytotoksycznosc.
Key words: phenolic acids, antimicrobial activity, cytotoxicity.

Kwasy fenolowe wystgpuja powszechnie w tkankach roslinnych. Do tej grupy
zalicza si¢ hydroksylowe pochodne kwasu benzoesowego i cynamonowego. Kwasy
oceniane w niniejszej pracy (galusowy — GA, protokatechowy — PCA, wanilinowy
— VA) sa prostymi pochodnymi kwasu benzoesowego (BA), jednego z najczgsciej
stosowanych konserwantow w zywnos$ci. Poszukiwanie nowych srodkéw konser-
wujacych jest weigz aktualne, poniewaz dotychczas stosowane konserwanty oprocz
pozadanego dziatania przeciwbakteryjnego oraz przeciwgrzybiczego, moga wywo-
tywa¢ efekty uboczne, w tym nietolerancje pokarmowe i odczyny alergiczne (1, 2).

Kwasy fenolowe naleza do grupy zwiazkéw polifenolowych, ktore charakteryzu-
ja si¢ gléwnie wlasciwosciami przeciwutleniajacymi. W zywnosci dominuja kwas
p-kumarowy, kawowy, ferulowy, wystepuja takze kwasy: chlorogenowy, galusowy,
protokatechowy i wanilinowy (3, 4). Szczego6lnie bogatym zroédlem fenolokwaséw
sg owoce 1 warzywa oraz ich przetwory, a takze kawa i herbata. Aktywnos$¢ biolo-
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giczna kwasow fenolowych polega gtdéwnie na unieczynnianiu wolnych rodnikow
i chelatowaniu jonéw metali ciezkich (5, 6).

Kwas benzoesowy charakteryzuje si¢ aktywnoscig mikrobiologiczna szczegdlnie
w stosunku do plesni i drozdzy w pH <5,0. Fenolokwasy, pochodne kwasu benzo-
esowego, wykazujg rowniez aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa (7, 8, 9, 10). Ak-
tywno$¢ mikrobiologiczna w szerszym zakresie pH oraz brak toksycznego wptywu
na organizm cztowieka dalyby podstawy zastosowania tych zwiazkéw jako nowych
konserwantéw w zywnosci. Celem pracy byta ocena wlasciwosci przeciwbakteryj-
nych i przeciwgrzybiczych wybranych kwasow fenolowych: galusowego, protoka-
techowego, wanilinowego oraz ocena ich toksycznosci wobec zdrowych fibrobla-
stow skéry ludzkie;j.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowily 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) uzyty 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). Warto$ci minimalnego stezenia hamujacego wzrost mikroorganizmow
(MIC — ang. minimal inhibitory concentration) oraz minimalnego stezenia bdjczego
(MBC - ang. minimal bactericidal concentration) zostaly okreslone metoda mi-
krorozcieniczen w bulionie, zgodnie ze standardami Amerykanskiego Narodowego
Komitetu Klinicznych Standardéw Laboratoryjnych (NCCLS) (11, 12). Oznaczenia
wykonano trzykrotnie w pH=5,0 i pH=7,0. Rozne wartosci pH podtoza uzyskano
poprzez dodatek 0,1 mol/l HCI. Badane kwasy rozpuszczano w dimetylosulfotlenku
(DMSO) a nastepnie w bulionie Iub podtozu RPMI 1640 o odpowiednim pH i ste-
rylizowano przy uzyciu filtrow strzykawkowych o wielkosci poréw 0,45 um. Kon-
trole wzrostu badanych szczepéw wykonano w podtozu zawierajacym DMSO (w
stezeniu uzytym do rozpuszczania badanych kwaséw), gentamycyne (PAA, Austria)
i nystatyne¢ (Pharma Cosmetic, Polska).

Oceng cytotoksyczno$ci kwaséw w odniesieniu do zdrowych fibroblastow skory
ludzkiej (NHSF — ang. Normal Human Skin Fibroblasts), pozyskanych z kolekcji
ATCC [CRL-1474], wykonano metoda z uzyciem soli tetrazolowej MTT (13). Do
hodowli NHSF (z pasazu 9-tego) stosowano podloze hodowlane DMEM z gluko-
za (4,5 g/1), L-glutaming oraz pirogronianem sodu (PAA, Austria) z dodatkiem su-
rowicy bydlecej (Biomed, Polska) w ilosci 10% oraz antybiotykdw — penicyliny
(50 U/ml) i streptomycyny (50 pg/ml) (Sigma, USA). Konfluentng hodowl¢ pod-
dawano dziataniu trypsyny (Sigma, USA) a nastgpnie zawieszano w medium ho-
dowlanym z surowicg do uzyskania gestosci w zakresie 0,5—1 x 105 komédrek/ml.
Do kazdego wglebienia 96-oczkowej ptytki dodawano po 100 pl zawiesiny. Po
dwugodzinnej inkubacji komérek w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO, do
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wglebien dodano po 100 pl odpowiednich stezen badanych kwasow lub po 100 pl
medium wzrostowego do dotkéw kontrolnych. Badane substancje byly rozpusz-
czane w DMSO a nastgpnie rozcienczane w medium hodowlanym i sterylizowa-
ne przez filtr strzykawkowy (koncowe stgzenie DMSO — 0,5%). Po 24-godzinnej
inkubacji medium usuwano, plytki przeptukiwano zbuforowanym roztworem soli
fizjologicznej — PBS (Biomed, Polska) i dodawano roztwor soli tetrazolowej MTT
w PBS o stezeniu 0,5 mg/ml w objetosci 200 pl do kazdego wglebienia. Plytki
zawinigte w foli¢ aluminiowa inkubowano przez 4 godziny, po tym czasie roztwor
MTT usuwano. Powstaty formazan rozpuszczano dodajac do kazdego wglgbienia
180 pul DMSO i po 15 minutach 20 pl buforu Sorensen’a (0,1 mol/l glicyny oraz
0,1 mol/l NaCl doprowadzony do pH 10,5 za pomoca 0,1 mol/l NaOH). Absorban-
cje mierzono przy dtugosci fali A=570 nm na spektrofotometrze BioTek EL 800,
dane analizowano z uzyciem programu komputerowego KCjunior oraz Statistica 8.
Wyniki przedstawiono jako % wartosci kontrolnej (P):

P=(A/A) x 100,

gdzie: A, — Srednia absorbancji proby badanej, A, — Srednia absorbancji proby
kontrolne;j.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wyniki MIC oraz MBC poszczegolnych kwasow w odniesieniu do S. aureus, P
aeruginosa oraz C. albicans w pH=5,0 i pH=7,0 przedstawiono w tabeli I. VA wyka-
zywat najsilniejsze dziatanie antymikrobiologiczne w pH=5,0 (MIC=0,06-0,13 mg/
ml), jednak nie obserwowano tego dziatania w pH=7,0 (MIC>1,0 mg/ml). Najwyz-
sza aktywnos$cia mikrobiologiczng w pH=7,0 charakteryzowat si¢ GA, ktéry wyka-
zywal dziatanie w stosunku do S. aureus oraz C. albicans (MIC odpowiednio 0,13
mg/ml i 0,002 mg/ml). Nie stwierdzono aktywnosci zadnego z kwasow w pH=7,0
w stosunku do G(-) P. aeruginosa. GA, PCA oraz VA w pH=5,0 wykazywaly silniej-
sza lub na takim samym poziomie aktywnos¢ przeciwbakteryjng w pordwnaniu do
kwasu benzoesowego, w pH=7,0 nie stwierdzono takiej zaleznosci. Badane kwasy
wykazywaly nizsza aktywno$¢ bojcza w porownaniu do BA, za wyjatkiem GA, kté-
ry w pH=7,0 dziatat silniej bdjczo w stosunku do S. aureus (MBC=0,13 mg/ml).

W tedcie oznaczania cytotoksycznosci badanych kwasow w stosunku do NHSF
nie wykazano znaczacych réznic w zaleznosci od stezenia kwasu w badanym zakre-
sie (0,032-1,00 mg/ml) (tab. II). W zwiazku z tym obliczono $rednia, na podstawie
ktdérej badano statystyczna zalezno$¢ pomigdzy przezywalnoscia NHSF inkubo-
wanych z BA oraz ocenianymi kwasami. Wykazano istotnie mniejsza przezywal-
nos$¢ fibroblastow poddanych 24-godzinnej inkubacji z GA (p<0,000001) oraz VA
(p=0,00172). Biorac pod uwagg procent przezycia fibroblastdéw poddanych dziata-
niu ocenianych kwasow nalezy stwierdzi¢, ze jedynie GA wykazywat aktywno$¢
cytotoksyczng w zakresie badanych stgzen, powodujac zmniejszenie przezywalno-
$ci NHSF o 25,3+3,8% (74,7+3,8% przezywalnosci w stosunku do kontroli). Po-
zostate badane kwasy nie wplywaly na przezywalnos¢ fibroblastow skory ludzkiej
w zakresie badanych stezen.
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Tabela Il. Przezywalno$¢ NHSF po 24-godzinnej inkubacji w podiozu zawierajgcym rézne stgzenia kwasow: ga-
lusowego, protokatechowego lub wanilinowego

Table Il. Viability of NHSF incubated for 24 h in medium with variable concentrations of gallic, protocatechuic and
vanillic acid

Przezywalnos$¢ (% kontroli) = SD
Stezenie (mg/ml) Kwas Kwas galusowy Kwas Kwas wanilinowy
benzoesowy? P (GA) protokatechowy (VA)
(BA) (PCA)
0,032 101,88+14,3 82,77+3,9 100,37+21,4 105,51+1,4
0,063 101,73+10,5 72,76+8,5 106,50+4,2 97,52+4,0
0,125 104,39+8,4 72,09+4,8 109,02+7,2 97,65+3,5
0,250 107,55+6,9 74,06+3,9 107,52+7,8 96,95+4,7
0,500 104,80+4,6 75,60=10,1 102,70+10,9 98,23+4,3
0,750 103,54+6,7 74,11x9,9 102,93+7,8 96,49+4,5
1,000 108,08+4,4 71,48+13,8 96,00+9,7 95,39+4,9
Srednia 104,57+2,5 74,70+3,8 103,58+4,5 98,20+3,4
2 P @aea < 0,000001; ° p Eava = 0,00172.
WNIOSKI

1. Najwyzsza aktywnos$¢ przeciwbakteryjng (MIC) w pH=5,0 wykazywat kwas
wanilinowy.

2. Badane kwasy wykazuja nizsza aktywnos$¢ bojcza w poréwnaniu do kwasu
benzoesowego, za wyjatkiem kwasu galusowego, ktéry w pH=7,0 dziata silniej boj-
czo w stosunku do S. aureus.

3. Badane kwasy, z wyjatkiem kwasu galusowego, nie wykazywaty dzialania cy-
totoksycznego w tescie oznaczania cytotoksycznosci wobec zdrowych fibroblastow
skory ludzkiej.

S.K. Czechowska, R. Markiewicz, M.H. Borawska

SELECTED ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND CYTOTOXICITY OF VARIED
PHENOLIC ACIDS IN VITRO

Summary

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 fibroblasts 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).
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