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W pracy przedstawiono wyniki dotyczqce dzialania ekstraktu wodno-
etanolowego z lisci borowki czernicy na wybrane drobnoustroje. Ekstrakt ten
wykazywal dziatanie hamujgce na wszystkie szczepy testowanych bakterii.
Najbardziej wrazliwe na jego dzialanie byly bakterie gram dodatnie, takie jak
S. aureus ATTC 25923 i B. subtilis ATCC 6633, dla ktorych MIC i MBC
wynosily odpowiednio: 0,48 i 0,96 mg s.s./cm® oraz 0,96 i 15,36 mg s.s./cm’.
Bakterie gram ujemne hamowane byly przy zastosowaniu wigkszego stezenia
ekstraktu. Badany ekstrakt nie wykazywal dziatania hamujgcego na wzrost
grzybéw w badanym zakresie stezen 0,12-61,47 mg s.s./cm®.

Hasta kluczowe: ekstrakt, (Vaccinium muyrtillus), polifenole, aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa.
Key words: extracts, Vaccinium myrtillus, polyphenols, antimicrobial activity.

Psucie si¢ zywno$ci oraz zatrucia wywolywane przez mikroorganizmy
przenoszace si¢ przez zywnos$¢ nadal stanowig powazny problem dlatego poszukuje
si¢ nowych, akceptowanych przez konsumentow metod zabezpieczania zywnosci
(1, 2). Wyciagi z ro§lin przyprawowych i leczniczych o wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych sa od dawna uzywane do zwickszania bezpieczenstwa
zywnosci oraz przedluzania trwatosci produktow. W zwiazku z niechecia
konsumentéw do konserwantoéw, ekstrakty roslinne moga stanowi¢ doskonala ich
alternatywe. Dodatkowa zaletg stosowania wyciggdéw roslinnych jest ich wigksza
skuteczno$¢ dzieki kombinacji zwigzkow wchodzacych w ich sktad (1, 3). Do tej
pory w przemys$le spozywczym z surowcoOw roslinnych wykorzystywano takie
przyprawy jak: pieprz i gozdziki (4), lebiodke i szatwig (5) oraz bazyli¢ (6).

Boréwka czernica (Vaccinium myrtillus L.), wystgpujaca powszechnie na terenie
Europy, Azji i Ameryki Polnocnej, nalezy do rodziny wrzosowatych (Ericaceae)

* Pracg zrealizowano w ramach projektu badawczego MNiSzW Nr N N312 068038.
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(7, 8). Surowcami leczniczymi u tej rosliny sa liscie i owoce. Liscie sg bogate w
garbniki, flawonoidy, antocyjany oraz kwasy fenolowe i arbutyng, natomiast owoce
zawierajg antocyjany (0,10-0,25%), garbniki, pektyny, witaminy oraz cukry (9).
Liscie borowki czernicy dzialaja przeciwzapalne i przeciwbakteryjne i w
medycynie stosowane sg w leczeniu stanéw zapalnych drog moczowych i uktadu
pokarmowego oraz pomocniczo w leczeniu cukrzycy typu drugiego. Owoce
stosowane sa przede wszystkim w oftalmologii jako $rodek poprawiajacy
mikrokrazenie w obrebie gatki ocznej oraz jako surowiec przeciwbiegunkowy (7, 9,
10).

Celem niniejszych badan byto okreslenie wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych
wodno-etanolowego ekstraktu otrzymanego z liSci borowki czernicy.

MATERIAL Il METODY

Surowiec do ekstrakcji, czyli liscie borowki czarnicy, zebrany zostal ze
stanowiska naturalnego (las mieszany) zlokalizowanego na terenie nadle$nictwa
Rudka, na Podlasiu (N 52 38.152° E 022 45.719’).

Ekstrakt przygotowano metodg ekstrakcji periodycznej jednostopniowej. Jako
rozpuszczalnika uzyto WOd;/ destylowanej i etanolu 96%. Stosunek surowca (0,5kg)
do rozpuszczalnika (5 dm®) wynosit 1:10. Rozdrobniony surowiec ekstrahowano
utrzymujac temperature 70°C przez 2 godziny. Uzyskane surowe ekstrakty
przesaczono przez filtr bibutlowy, po czym odparowano w rotacyjnej wyparce
Rotovaporator R-205 firmy Biichi. Zastosowano nastgpujaca temperaturg: fazni
grzejnej 60°C, skroplin 40°C i wody chtodzacej 20°C oraz podcisnienie 75 mbar.
Ekstr?fikt surowy zageszczono w wyparce do zawarto$ci suchej masy rownej 0,38
g/em’.,

W lidciach i w pochodzacym z nich ekstrakcie oznaczono ogodlng zawarto$¢
kwasow fenolowych i1 garbnikow metoda spektrofotometryczng wg Farmakopei
Polskiej VI (11).

Badaniami mikrobiologicznymi zostaly objete nastepujace szczepy testowe:
Bacillus subtilis ATCC 6633, Proteus mirabilis 14a PZH., Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Enteritidis ATCC
13076, Aspergillus niger ATCC 9142, Rhizopus arrhizus ATTC 11145, Penicilium
expansum ATCC 7861, Saccharomyces cerevisiae Bingen, Saccharomycopsis
fibuliger E. ang. Szczepy pochodzity z Muzeum Czystych Kultur Zaktadu
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci SGGW.

W badaniach do oznaczenia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ekstraktu z
lisci borowki czernicy wykorzystano metod¢ makrorozcienczen (12-14).
Wyznaczono minimalne st¢zenie hamujace oraz st¢zenie bdjcze dla bakterii (MIC i
MBC) oraz dla grzybow (MIC i MFC). Przygotowano podwojny szereg
rozcienczen ekstraktu (0,12 do 61,47 mg s.s./em®) w bulionie Muller-Hinton
(Merck, Polska) dla bakterii oraz bulion Sabourauda (BTL, Polska) dla grzybow.
Ostatecznie w kazdej probdéwce znajdowato si¢ 2 cm® podtoza z odpowiednim
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stezeniem badanego ekstraktu oraz 0,1 ¢cm® inoculum. Inoculum wprowadzane do
kazdej probowki pochodzito z 18-20 h hodowli, bakterii (10 jtk/ cm®) lub 48 h
hodowli inoculum drozdzy (10° jtk/cm®). W przypadku plesni inoculum stanowita
zawiesina zarodnikéw przygotowana w soli fizjologicznej (10° zarodnikoéw/cm®) z
21-dniowej hodowli. Inkubacje¢ prowadzono przez 18-20 h w temperaturze 37°C +
1°C dla bakterii i 48 h hodowle w temperaturze 28+1°C w przypadku grzybow. W
przypadku plesni Rhizopus arrhizus czas inkubacji wynosit 24h. Brak wzrostu
szczepu byl interpretowany jako przeciwbakteryjna lub przeciwgrzybicza
aktywnos$¢ ekstraktu. Minimalne st¢zenie hamujace (MIC) wyznaczano jako
najmniejsza koncentracje badanego ekstraktu, ktéry zapobiegal wizualnemu
wzrostowi mikroorganizméw. Minimalne stezenie bakteriobdjcze (MBC) lub
minimalne stezenie grzybobdjcze (MFC) wyznaczano posiewajac 0,1 cm’ z kazdej
probowki, w ktorej nie zaobserwowano wzrostu oraz z jednej probéwki w ktorej
nastgpit wzrost na Muller-Hinton agar (BTL, Polska) dla bakterii i Sabourauda agar
(BTL, Polska) dla grzybow. MBCs i MFCs definiowano jako najnizsze stezenie
ekstraktu, ktore powodowato redukcje liczby drobnoustrojow rzgdu 99,9%.

WYNIKI

W lisciach boréwki zawarto$¢ kwasoéw fenolowych wynosita 4,17%, a garbnikow
1,90%, natomiast w ekstrakcie odpowiednio: 12,10% i 6,05% (tab. I).

Tabela |. Procentowa zawarto$¢ kwasow fenolowych i garbnikéw w lisciach i ekstrakcie z lisci (%)
Table I. Present contents of phenolic acids and tannins in the leaves and leaf extract (%)

) liscie ekstrakt
substancja aktywna
[%] (%]
kwasy fenolowe 4,17 12,1
garbniki 1,90 6,1

W tab. II przedstawiono MIC ekstraktu z liSci borowki czernicy przeciw badanym
bakteriom. Ekstrakt wodno-etanolowy z liSci borowki czernicy wykazywat
dzialanie hamujace na wszystkie szczepy bakterii testowych.

Sposréd badanych szczepoéw bakterii najbardziej wrazliwe na dzialanie ekstraktu
byly bakterie gram dodatnie. Warto$§ci MIC ekstraktu w stosunku do S. aureus
ATCC 25923 byta najnizsza i wynosila 0,48 mg s.s./cm>. Druga hamowang bakteria
gram dodatnia byt B. subtilis ATCC 6633 dla ktérego MIC ekstraktu byto rowne
7,68 mg s.s./cm®. W przypadku bakterii gram dodatnich ekstrakt wykazywat tez
dziatanie bakteriobdjcze. MBC bylo dwukrotnie wyzsze niz MIC tych bakterii i
wynosito odpowiednio 0,96 oraz 15,36 mg s.s./cm’.
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Tabela Il. Minimalne stezenie hamujgce (MIC) i minimalne stgzenie bojcze (MBC) ekstraktu z lisci borédwki przeciwko
bakteriom testowym

Table 1l. Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) of blueberry leaves
extract against test bacteria

_ MIC | MBC
Bakterie 3
[mg s.s. /cm?]
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,48 0,96
Bacillus subtilis ATCC 6633 7,68 15,36
Proteus mirabilis 14a PZH 15,36 30,74
Escherichia coli ATCC 2592 30,74 > 61,47
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 30,74 > 61,47

Bakterie gram ujemne hamowane byly przy zastosowaniu wickszego stezenia

ekstraktu. Sposrod bakterii gram ujemnych najbardziej wrazliwy byt P. mirabilis
14a PZH, dla ktérego MIC wynosito 15,36 mg s.s./cm® i podobnie jak w przypadku
bakterii gram dodatnich MBC bylo dwukrotnie wyzsze i wynosito 30,74 mg
s.s./cm®. Pozostate dwa szczepy bakterii gram ujemnych S. Enteritidis ATCC 13076
i E. coli ATCC 25922 byty tylko hamowane przez badany ekstrakt na jednakowym
poziomie MIC wynoszacym 30,74 mg s.s./cm”.
W badaniach Witzell i wspolpr. (13) w lisciach boréwki czernicy najwickszy udziat
w kwasach fenolowych stanowit kwas chlorogenowy. Mouming i wspotpr. (13)
wykazali, ze najbardziej wrazliwg bakteria na kwas chlorogenowy byt S. aureus,
nastepnie B. subtilis i najbardziej oporna byta E. coli.

Wedtug Cushnie i Lamb (15) duza opornos¢ bakterii gram ujemnych na kwasy
fenolowe jest zwigzana z budowa $ciany komoérkowej, ktora sktada sie z cienkiej
warstwy peptydoglikanu oraz zewnetrznej warstwy lipoprotein, liposacharydow i
fosfolipidéw, ktore skuteczniej chronig komorki przed szkodliwym dzialaniem
kwasow. Natomiast $ciana komoérkowa bakterii gram dodatnich zbudowana jest z
peptydoglikanu z duza iloScig poréw przepuszczajacych te zwigzki do cytozolu.
Polifenole wnikaja do wnetrza komorki przez te pory, hamujg synteze kwasow
nukleinowych, uszkadzaja blone cytoplazmatyczng oraz zakldcaja system
energetyczny komoérki. W badaniach Kokoska i wspotpr. (16) etanolowy ekstrakt z
lisci borowki wykazywat aktywno$¢ jedynie w stosunku do E. coli i Pseudomonas
aeruginosa, dla ktérego wartoé¢ MIC wynosila 250 mg s.s. / cm®. Ekstrakt ten nie
wykazywat aktywnosci przeciwko pozostalym badanym mikroorganizmom:
Bacillus cereus, Candida albicans i Staphylococcus aureus.

Wodno-etanolowy ekstrakt z lisci borowki czernicy nie wykazywal dziatania
hamujacego na wzrost grzybow w badanym zakresie stezen 0,12-61,47 mg s.s. /
cm?® (tab. 111).
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Tabela Ill. Minimalne stezenie hamujgce (MIC) i minimalne stezenie bdjcze (MFC) ekstraktu z lisci boréwki przeciwko
grzybom testowym

Table Il1. Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal fungicidal concentration (MFC) of blubbery leaves extract
against test fungi

Grayby MIC | MBC
[mg s.s./cm?]
Aspergillus niger ATCC 9142 >61,47 -
Rhizopus arrhizus ATCC 11145 >61,47 -
Penicilium expansum ATCC 7861 >61,47 -
Saccharmyces cerevisiae Bingen >61,47 -
Schizosaccharmoyces fibuliger E. ang. >61,47 -

WNIOSKI

Uzyskane wyniki wskazuja, ze ekstrakt wodno-etanolowy z liSci borowki
czernicy moze znalez¢ zastosowane do ograniczania zanieczyszczen bakteryjnych,
wywotanych zwlaszcza Dbakteriami gram dodatnimi. Badany ekstrakt nie
wykaZ}éwal dziatania przeciwgrzybowego w uzytych stezeniach (0,12 do 61,47 mg
s.s./cm®).

A. Synowiec, M. Gniewosz, K. Baczek, Z. Weglarz

ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF WATER-ETHANOL EXTRACT FROM THE LEAVES
OF BILBERRY (VACCINIUM MYRTILLU)

Summary

The results of the activities of water-ethanol extract from the leaves of bilberry on selected
microorganisms. This extract has shown inhibiting activity against all tested bacteria. The most
sensitive to action of this extract were gram positive bacteria, such as S. aureus ATCC 25923 and B.
subtilis ATCC 6633, for which the following results were obtained: MIC and MBC: 0.48 and 0.96 mg
d.m. /ml also 0.96 and 15.36 mg s.s./cm®. Gram-negative bacteria were inhibited by using a higher
concentration of the extract. The test extract showed no inhibitory effect on the growth of fungi in the
studied concentration range 0.12-61.47 mg d.m./ml.
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