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Streszczenie: Rosliny z rodzaju Rubus (R.) sa stosowane jako srodki antyseptyczne w leczeniu chordb skory.
Pomimo duzego zainteresowania roslinami z tego rodzaju, istnieje niewiele doniesien na temat aktywnosci
przeciwutleniajacej i biologicznej preparatow uzyskanych z lisci tych roslin. Dlatego postanowiliSmy ocenié
aktywno$¢ przeciwutleniajaca preparatéw z lisci dzikich gatunkéw roslin z rodzaju Rubus przy uzyciu czgsto
stosowanych metod DPPH, ABTS i FRAP, a takze okresli¢ catkowita zawarto$¢ polifenoli metoda Folina-
Ciocalteau i przeprowadzi¢ oceng jakosciowa za pomoca chromatografii gazowej ze spektrometria mas (GC-
MS).
laboratoryjne: metoda krazkowa i studzienkowa w oparciu o normy EN 13697:2019, EN 13697:2015 i EN

Aktywnos$¢ bakteriobdjcza 1 grzybobdjcza otrzymanych preparatdow oceniono stosujac testy
1500:2013. Przeprowadzono badania mikrobiologiczne preparatéw roslinnych wobec bakterii, grzyboéw i
drozdzy izolowanych ze $rodowiska oraz wobec szczepow referencyjnych. Ponadto dla poréwnania
przeprowadzono testy przeciwdrobnoustrojowe antybiotykéw przeciwko badanym szczepom. Wspotczynnik
podziatu n-oktanol/woda otrzymanych preparatow wyznaczono metoda kolby wstrzasanej w celu
okreslenia ich lipofilowosci. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna uznaé, ze wysoka zawarto$¢
polifenoli oraz innych zwiazkéw antyoksydacyjnych i biologicznie czynnych jest parametrem
odpowiedzialnym za skuteczne dzialanie preparatow roslinnych otrzymanych z dziko rosnacych gatunkéw
ro$lin z rodzaju Rubus. Metody oznaczania aktywno$ci bakteriobdjczej i1 grzybobdjczej wyraznie
wskazuja, ze preparaty o obnizonej zawarto$ci etanolu wykazuja aktywnos¢ bakteriobdjcza i grzybobdjcza
na powierzchniach. Badanie dezynfekcji rak poprzez nacieranie preparatami potwierdzito ich aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa wobec Escherichia coli K12 NCTC 10538. Uzyskane wyniki wskazuja, ze badane preparaty
wykazuja $rednio dwukrotnie nizsza aktywnos$¢ wobec referencyjnych szczepdéw bakterii niz poréwnywalne
antybiotyki. Preparaty otrzymane z liSci R. idaeus L. i R. fruticosus L. moga stanowi¢ uzupetnienie klasycznych
antybiotykéw. Podczas gdy bakterie srodowiskowe wykazywaly podobna odpowiedz na preparaty i
antybiotyki, ich wrazliwos$¢ byla o okolo jedna trzecia mniejsza niz szczepoOw referencyjnych. Nasze
badania wykazaty, ze otrzymane preparaty sa wysoce hydrofilowe (logP< 0). W zwiazku z tym preparaty
te moga by¢ stosowane tylko w dwuwarstwach lipidowych w wodnym rdzeniu liposomow, a nie w otoczce

lipidowe;j.

Stowa Kkluczowe: liScie Rubus idaeus L.; liscie Rubus fruticosus L.; preparaty biologicznie czynne; zwiazki bioaktywne;
potencjat antyoksydacyjny; aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa

warunkami i

1. Wprowadzenie

Skora stanowi fizyczna, chemiczna i biologiczna barierg przed czynnikami zewngtrznymi [1-
4]. Pod wzgledem strukturalnym skora stanowi korzystne §rodowisko dla rozwoju mikroorganizmow, w tym
tych zaangazowanych w rozwoj wielu choréb [4-9]. W ostatnich latach zaobserwowano
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rosnace zainteresowanie preparatami roslinnymi pozyskiwanymi z ro$lin dziko rosnacych. Preparaty
stosowane miejscowo na skorg (poza dzialaniem antyoksydacyjnym, ktore jest niezwykle istotne w
profilaktyce  proceséw  starzenia  si¢ = komorek)  charakteryzuja si¢  aktywnoscia
przeciwdrobnoustrojowa wobec mikroorganizméw patogennych wystgpujacych na skorze [5,6,10-
16].

Reaktywne formy tlenu (ROS), gléwny czynnik starzenia si¢ skory, powoduja zaburzenia
metabolizmu komoérkowego poprzez zakldcanie struktury bialek, lipidow i DNA [6].
Konsekwencja aktywnosci ROS jest zwigkszony stres oksydacyjny, ktory wplywa na proces
degradacji komorek [16-19]. Uwaza sig, ze reaktywne formy tlenu sa odpowiedzialne za wiele
zaburzen komoérkowych poprzez ich chemiczne ataki na biostruktury. ROS istnieja zarowno endogennie, jak
i egzogennie dla organizmdéw zywych. Struktury te sa stale wytwarzane przez ludzki metabolizm w
wyniku utleniania [11]. Doniesiono, ze 1-3% czasteczek tlenu zredukowanych w mitochondriach
moze by¢ przyczyna powstawania rodnika ponadtlenkowego [12]. Zwiazki przeciwutleniajace
blokuja tancuchowe reakcje utleniania poprzez wychwytywanie wolnych rodnikow w
metabolizmie. W ciagu ostatnich kilku dekad badania nad nowymi naturalnymi zrédiami
przeciwutleniaczy staty si¢ bardziej popularne.

Wiele gatunkéw roslin ma znaczenie gospodarcze i lecznicze ze wzgledu na bogata zawartosé
olejkow eterycznych. Rosliny te wykazuja dziatanie przeciwskurczowe, przeciwzapalne,
przeciwutleniajace, przeciwbiegunkowe, przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze.
Chociaz zawartos¢ zwiazkow fenolowych, aktywnos$¢ przeciwutleniajaca i
przeciwdrobnoustrojowa wielu roslin zostata dobrze zbadana, niewiele informacji jest dostgpnych
na temat preparatOow pochodzacych z dzikich gatunkéw roslin. Oczywiste jest, ze wigkszo$¢
zielonych ros$lin, warzyw 1 owocow jest glownym zréodtem naturalnych przeciwutleniaczy.
Spozywanie tych przeciwutleniaczy w diecie czlowieka jest rozsadnym sposobem na zmniejszenie
dysfunkcji mézgu, chordb sercowo-naczyniowych, zaémy i ryzyka nowotworow [11,13,14,20-32].

R. idaeus L. 1 R. fruticosus L. to wieloletnie rosliny nalezace do rodzaju Rubus spp. z rodziny
Rosaceae. Owoce tych roslin sa czgsto wykorzystywane jako wazne zrodto cennych mineratow. W
medycynie tradycyjnej liscie tych roslin stosuje si¢ w postaci naparow ze wzgledu na ich dzialanie
moczopedne, rozkurczowe, przeciwcukrzycowe i przeciwbiegunkowe. Kompresy lub balsamy
wykonane z lisci tych roslin sa stosowane w leczeniu réznych choréb skoéry dzigki ich silnemu
dzialaniu $ciagajacemu [17-24,32-36]. Metanolowe i etanolowe, a takze wodno-etanolowe
ckstrakty z owocow, pedow i1 wszystkich czgs$ci réznych odmian Rubus idaeus sa skuteczne
przeciwko Streptococcus typhi, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus
epidermidis, Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis 1 Escherichia coli [17]. Olej z nasion roélin z rodzaju Rubus
zawiera witaminy, steroidy i lipidy, podczas gdy w czgsciach nadziemnych zidentyfikowano
mineraly, flawonoidy, glikozydy, terpeny, kwasy i garbniki. Dlatego oleje z nasion i ekstrakty
uzyskane z nadziemnych czg$ci tych roslin wykazuja réoznorodne dziatania farmakologiczne, takie
jak przeciwutleniacze, przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne,
przeciwcukrzycowe, przeciwbiegunkowe i przeciwwirusowe. Poniewaz ro§liny te sa znane ze
swoich nadziemnych czg$ci i nasion o wartosci leczniczej, kosmetycznej i odzywczej oraz sa
skoncentrowanym zrédlem cennych skladnikow odzywczych i1 bioaktywnych o znaczeniu
terapeutycznym, postanowiliSmy zbada¢ aktywnos$¢ przeciwutleniajaca i przeciwdrobnoustrojowa
preparatow z lisci tych roslin [17,20-24,37-40].

W niniejszym badaniu zbadano potencjal przeciwutleniajacy dwoch preparatéw, preparatu 1
(P1) uzyskanego z liSci R. idaeus L. i preparatu 2 (P2) uzyskanego z lisci R. fruticosus L.
Aktywno$¢ biobojcza i bakteriobdjcza P1 i P2 oceniano wobec referencyjnych szczepdéw bakterii,
grzybow 1 drozdzy. Ponadto przetestowaliSmy dezynfekcje¢ rak za pomoca pocierania réznymi
preparatami. Aby okresli¢ lipofilowos¢ preparatow, wspdlczynnik podziatlu n-oktanol/woda zostat
okreslony metoda kolby wstrzasowej. Ponadto ogdélnym celem tego badania bylo uzyskanie
preparatow roslinnych o obnizonej zawarto$ci etanolu, poniewaz alkohol etylowy stosowany w
stezeniu 70 g/100 ml jest obecnie zarejestrowany jako surowiec do produkcji réznych preparatow.
Etanol jest wykorzystywany do przygotowywania lekow jako surowiec farmaceutyczny i musi by¢
stosowany zgodnie z Prawem Farmaceutycznym w celu dopuszczenia do obrotu przez Urzad
Rejestracji. Zgodnie z wymienionymi metodami, preparaty z lisci R. idaeus L.
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i R. fruticosus L. wykazaty dobra potencjalna aktywno$¢ przeciwutleniajaca i redukujaca rodniki.
Ilo$ciowe metody oznaczania aktywno$ci bakteriobdjczej i grzybobojczej chemicznych srodkow
dezynfekcyjnych i antyseptycznych jednoznacznie wykazaly, ze otrzymane preparaty wykazuja
aktywnos$¢ bakteriobdjcza i grzybobdjcza na powierzchniach. Badanie dezynfekcji rak poprzez
pocieranie preparatami potwierdzito ich aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec Escherichia coli
K12 NCTC 10538. Dziatanie preparatdéw stosowanych na skorg zalezy od aktywnosci substancji
biologicznie czynnych, a takze od zdolnosci substancji czynnych do penetracji skory, zwlaszcza
przez tzw. cement migdzykomoérkowy. Cement migdzykomorkowy jest hydrofobowy i lipofilowy,
sktadajacy si¢ z martwej warstwy rogowej naskorka. Liposomy to kuliste pecherzyki sktadajace si¢ z
jednej lub wigcej dwuwarstw lipidowych utozonych koncentrycznie. Rdzen liposomow stanowi kropla
wody. Nosniki lipofilowe moga zwigksza¢ dyfuzje substancji poprzez mieszanie si¢ z lipidami
migdzykomoérkowymi. Badania lipofilowosci wykazaly, ze zar6wno preparaty P1, jak i P2 sa
wysoce hydrofilowe (logP =— 0,18 w przypadku P1 i— 0,19 w przypadku P2). Zatem preparaty te
mozna znalezé w dwuwarstwach lipidowych w wodnym rdzeniu liposomdéw, a nie w otoczce
lipidowe;j.

2. Wyniki
2.1. Sktadniki fitochemiczne preparatéw otrzymanych z lisci Rubus idaeus L. i Rubus fruticosus L.

Preparaty ro$linne z liSci Rubus idaeus L. i Rubus fruticosus L. analizowano za pomoca
chromatografii gazowej ze spektrometria mas (GC-MS).

W tabeli 1 przedstawiono sktadniki preparatow i ich potencjalna aktywnos¢ biologiczna.

Gloéwnymi skladnikami (>1% catkowitej powierzchni piku) preparatu roslinnego z liSci Rubus
idaeus L. byly 4H-piran-4-on, 5-(hydroksymetylo)furfural, pirogallol, kwas heksadekanowy i ester
metylowy kwasu linolowego. Te same zwiazki zostaly zidentyfikowane w preparacie z lisci jezyny
(Rubus fruticosus L.), wraz z 2-hydroksy-5-metylobenzaldehydem i kwasem chinowym. Innymi
sktadnikami (<1% calkowitej powierzchni piku) preparatow P1 i P2 byly 2-heksenal, 2-heptanon, 2-
heksanol-3-metylowy, 4-heptanol-3-etylowy, 3-heksanol-5-metylowy, 2,4-heptadienal i 2-nonanon.
Ponadto analiza wykazala obecno$¢ dwoch kwaséw, kwasu n-dekanowego (tylko w P2) i kwasu
dodekanowego. Szczegdtowe informacje znajduja si¢ w danych uzupetniajacych: Chromatogram GC-MS
preparatu 1 (P1) otrzymanego z lisci Rubus idaeus L. (Rysunek S1); chromatogram GC-MS preparatu
2 (P2) otrzymanego z lisSci Rubus fruticosus L. (Rysunek S2) oraz struktury zwiazkow
zidentyfikowanych w badanych preparatach otrzymanych z liSci R. idaeus L. i R. fruticosus L. (Tabela 1,
Rysunek S3).

2.2. Badania ATR-FTIR

Rysunek 1 przedstawia widmo IR preparatu 1 otrzymanego z liSci R. idaeus L..
(a) i preparat 2 otrzymany z lisci R. fruticosus L. (b).

W widmach IR P1 i P2 wystgpuje pasmo absorpcji przy liczbie falowej okoto 1655 cm™ 1, ktore
jest charakterystyczne dla grupy karbonylowej pochodzacej od ketonéw (2-heptanon, 4H-piran-4-on,
2-nonanon) i estru (ester metylowy kwasu linolowego). Wystgpuja pasma o czgstotliwosciach okoto
3300, 2940 1 2830 cm™ 1, przypisywane drganiomrozciagajacym grupy hydroksylowej (O-H). Grupy
te moga pochodzi¢ od nastepujacych zwiazkow: 2-heksanol-3-metylowy, 4-heptanol-3-etylowy, 3-heksanol-
S5-metylowy, 4H-piran-4-on, 5-(hydroksymetylo) furfural, pirogallol, kwas dodekanowy, kwas
heksadekenowy i 2-hydroksy-5-metylobenzaldehyd, przy czym kwas chinowy i kwas n-dekanowy
wystepuja tylko w preparacie 2. Wystgpowanie pasm absorpcji przy odpowiednich liczbach falowych
(tj. okoto 3300, 2940 i 2830 cm™ 1) przypisuje si¢ drganiom rozciagajacym pochodzacym od
atomoéw wegla C-H. Widmo IR pokazuje pasma absorpcyjne w zakresie od 1430 do 1110 cm™ 1,
pochodzace od jednoczasteczkowych  wiazan rozciagajacych  4H-piran-4-onu i 5-
(hydroksymetylo)furfuralu (Rysunek 1) [7,49-53].
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Tabela 1.  Skladniki preparatéw otrzymanych z liSci Rubus idaeus L. i
Rubus fruticosus L., jak okreslono za pomoca GC-MS.

Zwiazek chemiczny Czas retencji (min) Formula Aktywnos¢ biologiczna
2-heksenal 2 5.18 C6)n100 -
2-heptanon 12 531 Cyu140 -

2-heksanol-3-metylu 2 541 CeynisO -
4-heptanol-3-etylu 12 5.56 Co) n200 -
3-heksanol-5-metylu ' 7.81 CaynisO -
. )
4H-piran-4-on ' 10.48 Ce
P (6) H(8) 04 )
0) (9 H) (6O )
5-(hydroksymetylo)furfural 2 11.58 ©) (6 ) (6O) (3 [35 41]
przeciwbakteryj
2,4-heptadienal 12 12.98 Ceyui00 ne,
przeciwgrzybic
ze [42,43]
7-honanon 1369 Conis0
wielokierunkowy
Piroga]lol 12 14.54 C(6)H(6)03 aktywnoéc’
biologiczna
[42-44]
2-hydroksy-5-metylobenzaldehyd 2 14.59 Ceyne 02 (DK-) (])
przeciwgrzybicz
kwas n-dekanowy 2 16.51 C10H2002 ©
przeciwbakteryjn
e
[42,43]
przeciwutleniacz,
kwas chinowy 2 17.01 CTH1206 srodek
przeciwzapalny
[45,46]
przeciwgrzybi
kwas dodekanowy 12 19.58 Ci2)Hes 02 cze,
przeciwbakter

yjne [42,43]

przeciwutleniacz,
kwas heksadekanowy 12 20.60 Clie)ui2) 02 Srodek
przeciwzapalny,
antybakteryjne
[9,47,48]

ester metylowy kwasu linolowego 1.2 22.37 Caoyne2) 02 przeciwbakteryjne

przeciwgrzybicz
e [6,9,46,48]

1 preparat z lisci Rubus idaeus L., 2 preparat z liSci Rubus fruticosus L.

2.3. Ocena aktywnosci wychwytywania wolnych rodnikéw

Tabela 2 przedstawia aktywno$¢ przeciwutleniajaca i catkowita zawarto$¢ polifenoli w
preparatach uzyskanych z lisci Rubus idaeus L. 1 Rubus fruticosus L., z pomiarem
przeprowadzonym metodami DPPH, ABTS, FRAP i Folin-Ciocalteau.

Ekstrakty etanolowe i etanolowo-wodne uzyskane z materiatdw roslinnych charakteryzuja si¢

potencjatem przeciwutleniajacym [52,54-57]. Ekstrakty etanolowe z lisci, pakéw i1 kory
Cinnamomum cassia wykazuja niezwykly potencjal przeciwutleniajacy, z catkowita zawartoscia
polifenoli w zakresie od 6,313 do 9,534 g GA/100 g suchej masy materiatow (DW). Najwyzsza
zawarto$¢ polifenoli stwierdzono w ekstraktach etanolowych z kory (9,534 g GA/100 g DW), a nastgpnie
z lidci (8,854 g GA/100 g DW) i pakéw (6,313 g GA/100 g DW) [46,56]. Wyniki te pokazuja, ze w
95% ekstraktach etanolowych z lisci catkowita zawartos¢ polifenoli (8,854 g/100 g DW) byla
okoto dwa razy wigksza niz calkowita zawarto$¢ flawonoidow (3,348 g/100 g DW).
50% ekstrakty etanolowe z lisci chinskiego Cinnamomum cassia maja catkowita zawarto$¢ fenoli 1558,7 ug
GA/g DW i catkowita zawarto$¢ flawonoidéow 981,1 pg/g DW. Polifenole sa wtornymi metabolitami
wystgpujacymi w roslinach; maja wazne wlasciwosci, w tym zmiatanie wolnych rodnikéw i
rozktadanie nadtlenkow [46,56].
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Rysunek 1. Widma absorpcyjne ATR-FTIR (a) preparatu 1 otrzymanego z lisci R. idaeus L. i (b) preparatu 2
otrzymanego z lisci R. fruticosus L.

Tabela 2. Aktywnos¢ przeciwutleniajaca i catkowita zawartos¢ polifenoli w preparatach otrzymanych z lisci R. idaeus
L.1iR. fruticosus L.

Aktywnos$é przeciwutleniajaca: Calkowita zawarto$¢ polifenoli:
Preparaty DPPH ABTS FRAP FC
(mg Trolox/g surowca) (mg GA/g surowca)
P1
Rubus idaeus L. * 3.38%0.03 a 17.89+1.07 b 6.13x0.17 a 6.52+0.57 ab
P2
3.43£0.02 ab 20.01£0.20 a 7.39%0.13 ab 7.55%0.43 a

Rubus fruticosus L. *.

* Sredniax S.D. (n= 3), a,b - rézne litery: wartosci r6znia sig istotnie pomigdzy analizowanymi preparatami.

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca in vitro 95 i 50% ekstraktow etanolowych z réznych probek
Tephrosia purpurea zebranych w sezonie letnim (kwiecien), deszczowym (sierpien) i zimowym
(grudzien) zostata okreslona przez Edewor i in [58]. Tephrosia purpurea wykazata duza zmienno$é
ICsy, w zakresie od 65 do 156 pg/ml [58].

Ekstrakty z owocow dzikiej rozy sa bogate w zwiazki o wlasciwosciach przeciwutleniajacych,
takie jak witamina C, karotenoidy i fenole. Ekstrakt z owocow dzikiej rozy spinosissima w 95%
etanolu wykazuje wyzsza zawarto$¢ fenoli i aktywnos$¢ przeciwutleniajaca w pordwnaniu do
ekstraktu w 50% etanolu. Ponadto, catkowita zdolno$¢ przeciwutleniajaca wodnego i etanolowego
ekstraktu z owocow dzikiej rozy zostala oceniona za pomoca testu FRAP. Uzyskany zakres
wartosci FRAP okazal si¢ podobny do warto$ci stwierdzonych przez innych autoréw, w tym Souza i
wsp. [30], Gaski 1 wsp. [50], Mostafa i wsp. [51] oraz Rojas-Vera i wsp. [52].

Wyniki przedstawione w tabeli 2 wskazuja, ze wyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca (dla
wszystkich metod) i wyzsza calkowita zawarto$¢ polifenoli zaobserwowano dla preparatow
roslinnych otrzymanych z li§ci Rubus fruticosus L.: 3,43+ 0,02 mg troloksu/g surowca dla metody
DPPH,
20,01+ 0,20 mg troloksu/g surowca dla metody ABTS, 7,39+ 0,13 mg troloksu/g surowca dla
metody FRAP 1 7,55+ 0,43 mg GA/g surowca dla metody Folin-Ciocalteau. Aktywnos$é
przeciwutleniajaca i catkowita zawarto$¢ polifenoli w preparacie
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uzyskany z lisci Rubus idaeus L. zostal scharakteryzowany metodami DPPH, ABTS, FRAP i Folin-
Ciocalteau i wynosit odpowiednio 3,38+ 0,03 mg troloxu / g surowca, 17,89+ 1,07 mg troloxu / g
surowca, 6,13+ 0,17 mg troloxu / g surowca i 6,52+ 0,57 mg GA / g surowca; patrz Tabela 2.

2.4. Testy dezynfekcji powierzchni preparatéw roslinnych wedtug normy EN 13697:2019

Tabela 3 i Tabela S2 przedstawiaja wyniki testow dezynfekcji powierzchni preparatu 1 (P1)
otrzymanego z liSci R. idaeus L. oraz preparatu 2 (P2) otrzymanego z li§ci R. idaeus L..
R. fruticosus L. zgodnie z norma EN 13697:2019.

Tabela 3. Wyniki testow dezynfekcji powierzchni preparatéw 1 i 2 wedtug normy EN 13697:2019.

EN 13697:2019 (faza 2 etap 2)

Staphylococcus Pseudomonas L. . Enterococcus Candida Aspergillus
Przygotowa . . Escherichia coli . . oS
ie do test Leczenie aureus aeruginosa ATCC 10536 hirae albicans brasiliensis
e do testu ATCC 6538 ATCC 15442 ATCC 10541 ATCC 10231 ATCC 16404
LR/% redukcji P1
Koncentracja 145+ 1.44 142 + 1.38 + 042 + 0.60 £
0.06b/>96.4 0.04¢/>96.3 0.01a/>96.1 0.11a/>95.8 0.10b/>61.9 0.03¢/>74.8
0,6) (g/100) (mL
09 & ) (ml) czas kontaktu
LR/% redukcji P1 60+ 10 s
Stezenie 60 g/100 >4.83/ >4.81/ >4.79/ >4.08/ >3.79/ >3.67/
ml >99.9 >99.9 >99.9 >99.9 >99.9 >99.9
LR/% redukcji P1
Stezenie 60 g/100
ml czas kontaktu >4.83/ >4.81/ >4.79/ >4.76/ >3.79/ >3.67/
LR/% redukcji P2 300+ 10s >99.9 >99.9 >99.9 >99.9 >99.9 >99.9
Koncentracja
1.42+ 0.06b/ 1.35+0.12a/ 1.38+0.11¢/ 1.39+ 0.14a/ 0.62+0.11d/ 0.41+0.18a/
>96.1 >95.5 >95.8 >95.9 >76.0 >61.0
0,6) (g/100) (mL
09 & ) (mL) czas kontaktu
LR/% redukcji P2 60+ 10 s
Stezenie 60 g/100 3.90+ 0.04a/ >4.72/ >4.75/ >4.76/ >3.69/ >3.78/
ml >99.9 >99.9 >99.9 >99.9 >99.9 >99.9
LR/% redukcji P2
Stezenie 60 g/100
ml czas kontaktu >4.79/ >4.72/ >4.75/ >4.76/ >3.69/ >3.78/
300+ 10 s >99.9 >99.9 >99.9 >99.9 >99.9 >99.9

Kazda warto$¢ jest $rednia z trzech powtérzen z odchyleniem standardowym w trzech niezaleznych eksperymentach. Dowolne
dwie $rednie w tej samej kolumnie, po ktorych nastgpuje ta sama litera, nie r6znia sig istotnie (p > 0,01) w testach wielokrotnego
zakresu Tukeya. LR -redukcja logarytmiczna, z warto$cia obliczong z roéwnania (1); P1 - preparat 1, uzyskany z liSci R. idaeus
L.; P2 - preparat 2, uzyskany z lisci R. fruticosus L.; a,b,c,d - rozne litery oznaczaja, ze wartosci roznia si¢ istotnie migdzy
analizowanymi preparatami.

Preparat 1 (P1) otrzymany z liSci R. idaeus L. i preparat 2 (P2) otrzymany z lisci R. fruticosus L.
zostaty ocenione przy uzyciu testu dezynfekcji powierzchni. W przypadku tego testu, kryterium "zaliczenia"
bylo zmniejszenie zywotnosci organizméw testowych o 99,9% (LR > 3). Wyniki testow dezynfekcji
powierzchni (Tabela 3) wykazaly, ze P1 i P2 (w stgzeniu 60 g/100 mL) wykazywaly aktywno$¢
biobdjcza wobec wszystkich testowanych szczepdéw zarowno po czasie kontaktu (60x 10 s), jak i
po 300 10 s. Procent redukcji drobnoustrojéw (% redukcji) wynosit powyzej 99,9, a redukcja log
wynosita powyzej 3; patrz Tabela 3.

2.5. Testy dezynfekcji powierzchni preparatéw roslinnych wedtug normy EN 13697:2015

Tabela 4 i Tabela S3 przedstawiaja wyniki testow dezynfekcji powierzchni preparatu 1 (P1)
otrzymanego z lisci R. idaeus L. i preparatu 2 (P2) otrzymanego z lisci R. fruticosus L. przeciwko
Staphylococcus aureus ATCC 6538 1 Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442.
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Tabela 4. Wyniki testow dezynfekcji powierzchni preparatéw 1 i 2 wedtug normy EN 13697:2015.

EN 13697: 2015 (faza 2 etap 2)

Przygotowanie do testu

Leczenie

(Staphylococcus) (aureus)

ATCC 6538

P ;
P s aerug

ATCC 15442

Przygotowanie 1 (P1)

LR/% redukcji
Stezenie P1 14 g/100 ml

LR/% redukgcji
Stezenie P1 21 g/100 ml

LR/% redukcji
Stgzenie P1 28 g/100 ml

LR/% redukcji
Stezenie P1 35 g/100 ml

czas kontaktu

LR/% redukcji
Stezenie P1 42 g/100 ml

60+ 10s

LR/% redukcji
Stgzenie P1 49 g/100 ml

LR/% redukcji
Stezenie P1 56 g/100 ml

LR/% redukcji
Stgzenie P1 63 g/100 ml

LR/% redukcji
Stgzenie P1 70 g/100 mL Preparat 2

(P2)

1.74%0.09 b/>98.1

1.73+0.14 a/>98.1

1.9840.07 ¢/>98.9

1.83+0.04 b/>98.5

2.25+0.06 a/>99.4

2.21£0.01 a/>99.3

3.28%0.10 b/>99.9

2.47£0.08 a/>99.6

4.35%0.13 ¢/>99.9

3.70% 0.09 ¢/>99.9

4.78+0.04 a/>99.9

4.75+0.11 d/>99.9

>7.10/>99.9 >7.11/>99.9
>7.10/>99.9 >7.11/>99.9
>7.10/>99.9 >7.11/>99.9

LR/% redukcji

Stgzenic P2 14 g/106mt

LR/% redukcji
Stezenie P2 21 g/100 ml

LR/% redukcji
Stezenie P2 28 g/100 ml

1.84+0.01 b/>98.5

1.76% 0.05 b/>98.2

2.19£0.06 a/>99.3

1.92+0.09 a/>98.7

2.31+0.07 d>99.5 2.35%0.02 b/>99.5

LR/% redukcji
Stgzenie P2 35 g/100 ml

= 4.46%0.01 ¢/>99.9 4.31£0.09 b/>99.9
LR/% redukcji
Stezenie P2 42 g/100 ml czas kontaktu
LR/% redukcji 60+ 10s >7.12/>99.9 >7.08/>99.9
Stgzenie P2 49 g/100 ml
LR/% redukcji >7.12/>99.9 >7.08/>99.9
Stezenie P1 56 g/100 ml
LR/% redukcji >7.12/>99.9 >7.08/>99.9
Stgzenie P2 63 g/100 ml
LR/% redukcji >7.12/>99.9 >7.08/>99.9
Stgzenie P2 70 g/100 mL Etanol (E)
LR/% redukcji >7.12/>99.9 >7.08/>99.9

Qh:—:'}eniP E 80 ¢/100 ml

LR/% redukcji
Stezenie E 90 g/100 ml

LR/% redukcji
Stezenie E 100 g/100 ml

3.93F0.0506/799.9

>7.11/>99.9

>7.11/>99.9

3.93F00/ /2999

>7.11/>99.9

>7.11/>99.9

Kazda warto$¢ jest Srednig z trzech powtorzen z odchyleniem standardowym w trzech niezaleznych eksperymentach. Dowolne
dwie $rednie w tej samej kolumnie, po ktorych nastgpuje ta sama litera, nie roznia si¢ istotnie (p > 0,01) w testach
wielokrotnego zakresu Tukeya. LR - redukcja logarytmiczna, z wartos$cia obliczona z rownania (1); P1 - preparat 1, otrzymany z
lisci R. idaeus L.; P2 - preparat 2, otrzymany z lisci R. fiuticosus L.; E - etanol; a,b,c,d - rézne litery oznaczaja, ze wartosci roznia si¢
istotnie migdzy analizowanymi preparatami.
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Wykazano, ze preparat 1 w stgzeniu 35-70 g/100 ml jest szczegodlnie aktywny na powierzchniach
przeciwko Staphylococcus aureus ATCC 6538, a w stezeniu 42-70 g/100 ml przeciwko Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442. Preparat 2 w stezeniu 35-70 g/100 ml okazal sig¢ szczegdlnie aktywny na
powierzchniach przeciwko Staphylococcus aureus ATCC 6538 i Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442 - tabela 4.

2.6. Testowanie dezynfekcji rqgk za pomocq wcierania preparatow roslinnych zgodnie z normq EN
1500:2013

Tabela 5 przedstawia analizg statystyczna preparatow uzyskanych z lisci (P1 i P2) i preparatu
referencyjnego (PR) zgodnie z norma EN 1500:2013 przy uzyciu 6 ml odpowiedniego preparatu
przeciwko testowemu szczepowi Escherichia coli K12 NCTC 10538; Tabela uzupehiajaca S1
przedstawia posortowane wartosci dla testu statystycznego.

Tabela 5. Analiza statystyczna preparatéw roslinnych P1 i P2 oraz preparatu referencyjnego (PR) zgodnie z
normg EN 1500:2013 wobec szczepu Escherichia coli K12 NCTC 10538.

Numer testera

LR LR

PR-P1 PR-P2
PR P1 PR P2

1 3.39+0.11a 431+0.01a -0.92+0.05a 3.39+0.11d 3.24+0.12d 0.15£0.14 b

2 4.45%0.09 a 4.76£0.01 a —0.30+£0.05 b 4.45+0.19d 4.54%0.09 cd =0.09£0.20 ¢
3 4.41+0.08 ab 4.52+0.03 ab —0.12+ 0.4 ab 4.41+£0.06 ¢ 4.44+£0.05¢ -0.03+0.08 ¢
4 3.69+021a 3.83£0.06 b -0.13+0.12 ab 3.69+0.11 cd 3.59+0.03 ¢ 0.11+£0.06 ¢

5 3.17£0.19a 3.68£0.09¢c -0.50+0.012 a 3.17+£0.13 cd 3.51+0.01b —0.34% 0.06 be
6 3.99+0.08 ab 4.07+0.21 ¢ —0.08+ 0.02 ab 3.99£0.14 cd 3.74%0.09 be 0.24+0.21d

7 4.91%£0.16 ab 4.09+ 0.08 be 0.82+0.04 b 491+£0.10e 5.82+0.06 cd -0.90+£0.12d
8 3.14+0.19b 3.26+0.03 ab -0.12+0.02 a 3.14+023 ¢ 3.06x0d 0.08+0.04 ¢

9 3.48+0.17 ab 4.06% 0.04 be —0.58+ 0.05 ab 3.48+0.05¢ 4.04£0.21 cd -0.56+0.01 e
10 3.78+£0.04 a 4.09£ 0.05 be -0.32+0.21c 3.78+0.05 de 3.64+£0.12 ab 0.14+0.10 de

11 3.85+0.09¢c 4.22+0.04 cd -0.37+0.20d 3.85+£0.08 d 4.54+0.10d =0.69+0.05 ¢
12 393+0.11¢c 3.98+0.03 ab —0.04+0.12 ab 3.93+0.14¢c 3.67£0.07 c 0.27+0.10d

13 3.49+0.13d 3.99+0.09 cd —0.50+ 0.05 ab 3.49+0.19d 3.61+0.12a —0.13+0.12 cd
14 3.56+0.11 cd 3.94+0.03 de —0.38+0.18 ¢ 3.56%0.12 de 3.61+0.08 c —0.05+0.10 e
15 3.49+0.19¢ 3.91+£0.04d -0.43+£0.13 ¢ 3.49+£0.09 ¢ 3.74+£0.08 a -0.26£0.12a
16 3.37+£0.12 ab 3.51+0.08 ¢ -0.14+0.10b 3.37£0.04 b 3.32+£0.06 b 0.05+£0.14b

17 3.73+£0.19 be 4.74%£0.08 d -1.01%£0.13 de 3.73£0.02b 3,65£0,05b 0.08+0.11 ab

18 3.69£0.18b 4.01£0.01 de —0.32+0.15 ab 3.69£0.10 be 3.62+£0.09b 0.07£0.06 cd

19 3.65+0.10b 4.07+0.03 de -0.43+0.10b 3.65+0.13 be 3.60+£0.05b 0.05+£0.07 ¢
20 3.70+0.10 b 4.12£0.05b —0.42+ 0.04 ab 3.70+0.21 de 3.50+0.20a 0.20£0.05d

Kazda warto$¢ jest $redniag z trzech powtérzen z odchyleniem standardowym w trzech niezaleznych eksperymentach. Poziom
ufnosci testu ustalono na p= 0,025. Produkt jest uwazany za mniej aktywny niz preparat referencyjny przy limicie LR
wynoszacym 0,60, warto§¢ mediany PRP1 wynosi— 0,34, a PRP2 wynosi 0,05, LR - warto$¢ redukcji logarytmicznej obliczona
z rownania (1); PR - preparat referencyjny (propan-2-ol w stgzeniu 60 g/100 ml); P1 - preparat 1, uzyskany z lisci R. idaeus L.;
P2 - preparat 2, uzyskany z lisci R. idaeus L.

R. fruticosus L.; a,b,c,d,e - rozne litery oznaczaja, ze warto$ci r6znia sig istotnie migdzy analizowanymi preparatami.

2.7. Aktywnosé biologiczna suchych preparatéw i antybiotykéw

Przeprowadzona przez nas ocena metod nanoszenia preparatdow roslinnych na podloze
wykazata, ze nalezy stosowa¢ metode¢ studzienkowa. Wynika to prawdopodobnie z réznych
parametréw dyfuzji substancji aktywnych zawartych w P1 i P2 oraz ich sorpcji na bibule (rys. 2). Z
badan opisanych w punkcie 4.11.1 wynika, Ze zastosowanie preparatow 1 i 2 w ilosci 40 pL
powoduje uzyskanie najwigkszej strefy zahamowania wzrostu mikroorganizmow. W zwiazku z
tym do oceny mikrobiologicznej uzyto preparatow w ilosci 40 pL.

W przypadku antybiotykoéw metoda krazkowa jest odpowiednia i powszechnie stosowana. W zwigzku

z tym nie przeprowadzono oceny mikrobiologicznej antybiotykéw przeciwko badanym szczepom
metoda studzienkowa.
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@ (b)

Rysunek 2. Metody nanoszenia preparatow roslinnych na podioze Trypticase Soy Agar metoda studzienkowa
przeciwko (a) Escherichia coli i (b) Bacillus sp.

Rysunki 3 i 4 przedstawiaja wptyw preparatow roslinnych otrzymanych z lisci Rubus idaeus L. i
Rubus fruticosus L. na mikroorganizmy wyizolowane ze $rodowiska przemystu spozywczego i ich
otoczenia.
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Rysunek 3. Interakcja P1, P2 i antybiotykoéw z izolowanymi szczepami drozdzy i grzybow.

Preparat roslinny z lisci R. idaeus byt aktywny wobec siedemnastu mikroorganizmoéw, a R. fiuticosus
wobec szesnastu testowanych szczepéw mikroorganizméw. Nie zaobserwowano aktywnosci wobec
Penicillium ciclopsis, Aspergillus niger, Mucor sp. czy Escherichia coli, a w przypadku preparatu
jezynowego dodatkowo wobec szczepu Trichothecium roseum.

Dzialanie antybiotykow na wyizolowane szczepy bakterii bylo silniejsze niz dziatanie
preparatow. Wszystkie rodzaje antybiotykéw byly aktywne wobec wyizolowanych bakterii
(rysunek 4). Nie stwierdzono natomiast aktywno$ci antybiotykéw: amfoterycyny wobec
wszystkich grzybéw i jednego szczepu drozdzy, nystatyny wobec jednego szczepu grzybow i
ketokonazolu wobec dwoch grzybow i jednego szczepu drozdzy. Preparaty roslinne byty aktywne
wobec wszystkich drozdzy i Aspergillus fumigatus. Sposréd wszystkich testowanych preparatow i
antybiotykoéw tylko P1 byt aktywny wobec Trichothecium roseum (ryc. 3). Preparaty 1 i 2 zostaly
przetestowane pod katem aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wobec szczepdw Escherichia coli,
przy czym nie zaobserwowano stref zahamowania wzrostu tych mikroorganizmow.
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Bacillus sp.

Escherichia coli (strain 3)

Escherichia coli (strain 4) Phosphomycin
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Rysunek 4. Interakcja P1, P2 i antybiotykow z wyizolowanymi szczepami bakterii.

Tabela 6 przedstawia strefy zahamowania wzrostu wywolane przez preparaty roslinne i
antybiotyki przeciwko trzynastu modelowym szczepom bakteryjnym.
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Tabela 6. Wptyw preparatéw roslinnych i antybiotykéw na testowane referencyjne szczepy bakteryjne. Wyniki
pochodza z trzech niezaleznych eksperymentéw (n = 3). Srednia (+ odchylenie standardowe).

R. idaeus R. fruticosus Doksycyklina Ampicylina
Bakteria/Symbol

Cyprofloksacyna Srednica strefy zahamowania wzrostu (mm)

Escherichia coli

8,740,32 320 0% 0. 3+0. 0%0.
ATCCIS9 ,740,32¢ 8.3+0.30 ¢ 20.0£0.30 b 20.3£0.30 b 25.0£0.32a
Enterococcus faecalis
ATCC29912 15,0£0,39¢ 18.3£0.12 ¢ 35.0£0.12a 18.3£0.12 ¢ 24.7£0.06 b
ReteTodus e

8,3+0,30bc 6.3£0.32 cd 57+0.524d 9.7£0.58 b 19.3£0.01 a

Pmtoergsyieruginosa 8,720,50d 6.0£0.30d 49.7£1.04a 38.3+0.06 b 31.7£0.58 ¢

SAHEN BB himuri

Bphimurium 7,020,55d 6.0£0.52d 303+ 0.58 b 1774030 ¢ 37.0£0.12a

( G&522ad 3

Skl s uureus 16,7+0,06¢ 18.0£0.12 ¢ 21.7+0.30 be 26.7+0.32 ab 28.3£0.58 a
5073

AR dureus 17,340,01¢ 15.3£0.58 ¢ 41.7+1.00 a 353£0.12b 33.7£0.50 b
Streptococcus
pneumoniae 6.3£0.15d 6.0£0.06 d 36.3£0.30 a 20.0£0.52 ¢ 32.3£0.55b
ATCC49619
Streptococcus
intermedius 21.7£0.59 ¢ 19.7£1.00 ¢ 54.3£2.00a 3532030 b 32.0£0.06 b
ATCC29663
Alts(é?’gﬁt%l lutea

18.020.58d 14.3£0.30 de 54.0£0.01 a 35.0£0.32b 26.7£0.12 ¢

Bacillus subtilis 14.0+0.52 b 15.840.52 b 32.3£030a 31.7£030a 343+0.52a
Bacillus pseudomycoides 15.3+0.80d 12.7£0.30d 253+0.58¢ 30.0£0.30b 37.3x030a
Bacillis thuringiensis 1508 1Pe litery 0zppcy2ig, (7§ svartosci roznia sjg Ftompreiedzy analizowagyga bakoepiami. 343+£0.32a

Stwierdzono podobna aktywnos$¢ przeciwbakteryjna obu badanych preparatéw roslinnych wobec
trzynastu referencyjnych szczepdéw bakteryjnych (Tabela 6). Srednica stref zahamowania wzrostu
badanych szczepow bakteryjnych wynosita od 6,3 do 21,7 mm dla preparatu otrzymanego z lisci malin
oraz od 6,0 do 19,7 mm dla preparatu otrzymanego z jezyn. Najwyzsza aktywno$¢ przeciwbakteryjna
(strefa zahamowania wzrostu 21,7 mm w przypadku preparatu P1 oraz strefa zahamowania wzrostu 19,7
mm w przypadku preparatu P2) wykazano wobec szczepu referencyjnego Streptococcus
intermedius.

Preparat malinowy wykazywal nieco wyzsza aktywnos¢ wobec dziesigciu szczepow bakterii niz
preparat jezynowy, ktory wykazywatl nieco wyzsze strefy zahamowania wobec Enterococcus faecalis (18,3
mm) i Staphylococcus aureus (A) (18,0 mm). Przeciwko szczepowi Enterococcus faecalis, zardbwno preparaty
ro§linne, jak i antybiotyk Ampicillin wykazaly podobne wartosci stref zahamowania, bez statystycznie
istotnych réznic (15,0-18,3 mm). Przeciwko szczepowi Bacillis thuringiensis, P1, P2 i antybiotyk
Doxycycline charakteryzowaty si¢ podobnymi warto$ciami stref zahamowania wzrostu i nie wykazano
statystycznie istotnych réznic (12,3-15,0 mm). Natomiast wobec szczepu Klebsiella pneumoniae preparat z
lisci malin charakteryzowat si¢ wyzsza aktywnoscia niz Doksycyklina i wykazywat statystycznie istotnie
wigksza strefe zahamowania wzrostu (8,3 mm) niz testowany antybiotyk (5,7 mm).
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2.8. Pomiar lipofilowosci

Nasze wyniki pokazuja, ze warto$ci wspotczynnika podziatu okreslone metoda kolby wstrzasanej dla
preparatdow otrzymanych z lisci Rubus idaeus L. (Pl) i Rubus fruticosus L. (P2) wynosily
odpowiednio— 0,18+ 0,001 i— 0,19+ 0,002; patrz rysunek 5. Badania lipofilowosci wykazaly, ze
oba preparaty sa wysoce hydrofilowe.

\ ——Initial UV-Vis spectrum of preparation 1 (AQ)

3 4 . . . -
\ ——UV-Vis spectrum of preparation 1 in equilibrium
with n-octanol (A)

Absorbance

210 230 250 270 2% 310 330 350 370 390 410

Wavelenght (nm)

Rysunek 5. Przyktad widma UV-Vis preparatu otrzymanego z lisci rosliny
Rubus idaeus L.

3. Dyskusja

Ekstrakty z  materialow  rodlinnych moga by¢ potencjalnym  suplementem
przeciwutleniajacym dla produktéw spozywczych i farmaceutycznych oraz moga by¢ stosowane
do ochrony zywnosci przed degradacja oksydacyjna. Wyniki tego badania wskazuja, ze preparaty
wykonane z lisci rodzaju Rubus maja skuteczna aktywno$¢ zmiatania rodnika ABTS, podobna do
standardowych przeciwutleniaczy, tj. butylowanego hydroksyanizolu (BHA), butylowanego
hydroksytoluenu (BHT) i a-tokoferolu. Ponadto, badania przeprowadzone przez innych autorow
wykazatly, ze ekstrakt uzyskany z li§ci
R. fruticosus moze by¢ silnym przeciwutleniaczem do stabilizacji oleju stonecznikowego. Ich wyniki
wykazaly najwyzsza skuteczno$¢ 1000 ppm tego ekstraktu, a nastgpnie BHT i BHA. Ekstrakty
metanolowe i octanu etylu przygotowano z miodych lisci Pistacia atlantica Desf., ktére zebrano
wiosng i oceniono ich aktywnos$¢ przeciwutleniajaca, chelatujaca i zmiatajaca. Ekstrakty uzyskane
z lici Pistacia atlantica Desf. wykazaty silna aktywno$¢ przeciwutleniajaca w poréwnaniu z
syntetycznymi przeciwutleniaczami, takimi jak BHA, BHT i a-tokoferol; patrz Tabela 2 [7,59,60].

Wysoka zawarto$¢ polifenoli i zdolno$¢ przeciwutleniajaca malin, jezyn i jagdd andyjskich
(Rubus glaucus Benth) sugeruje, ze owoce te moga by¢ bogatym zrédtem naturalnych pigmentow,
nutraceutykow 1 naturalnych przeciwutleniaczy. Calkowita zawarto$¢ polifenoli (oceniana metoda Folina-
Ciocalteau), aktywno$¢ przeciwutleniajaca (mierzona zdolno$cia zmiatania rodnikow ABTS) i moc
przeciwutleniajaca redukcji zelaza (FRAP) zostaly wczesniej okreslone w ekstraktach z owocoéw
jagody andyjskiej. Catkowita zawarto$¢ polifenoli wynosita 294+ 37,2 mg GA/100g surowca,
podczas gdy aktywnos¢ przeciwutleniajaca i moc przeciwutleniajaca redukcji zelaza wynosita
2,01+ 0,12 i 4,50+ 1,22 mmol troloksu/100 g surowca, odpowiednio [42]. Aktywno$¢ zmiatania
rodnika DPPH i catkowita zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach z owocéw z rodzaju Rubus zostata
przetestowana przez Benvenuti i in [44]. Calkowita zawarto$¢ polifenoli wahata si¢ od 140,6 do
888,5 mg/100 g $wiezej masy. Srednie wartosci EC50 dla Rubus fiuticosus i Rubus idaeus wynosity
6,41 6,5 mg/100 g §wiezej masy.
odpowiednio 8,2 mg $wiezej masy. Ich wyniki wskazuja, ze badane owoce sa dobrym zroédiem
naturalnych przeciwutleniaczy [44]. W zwiazku z farmakologicznym zainteresowaniem
substancjami fenolowymi, Lucas i wsp. [43] okredlili catkowita zawarto$¢ polifenoli w jagodach
kilku odmian Rubus. Ponadto zbadano aktywno$¢ przeciwrodnikowa in vitro surowych ekstraktow na
chemicznie generowane rodniki ponadtlenkowe, a takze ich aktywno$¢ hamujaca wobec enzymu oksydazy
ksantynowej. Wszystkie badane surowe ekstrakty wykazywaty aktywno$¢ wobec chemicznie
generowanych rodnikéw ponadtlenkowych
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W przypadku owocéw z rodzaju Rubus oceniano réwniez zawarto$¢ polifenoli, witaminy C i
antocyjanéw, a takze aktywno$¢ hamujaca wobec oksydazy ksantynowej [43]. Oceniano rowniez
zawarto$¢ polifenoli, witaminy C i antocyjanow w owocach jagodowych nalezacych do rodzaju
Rubus. Zwiazki te maja interesujace wlasciwosci, takie jak wladciwosci przeciwzapalne,
aromatyczne, lecznicze, przeciwutleniajace i chroniace naczynia wlosowate. Uzasadnia to szerokie
zastosowanie owocow jagodowych zaréwno do celow spozywczych, jak i jako zrédio dla
przemystu farmaceutycznego i kosmetycznego [43,45]. Caltkowita zawarto$¢ polifenoli w
otrzymanych preparatach ocenianych w naszym badaniu byta wysoka (Tabela 2). Poziom ten jest
wyzszy niz wczesniej raportowany przez Garz’on i wsp. [42], Costantino i wsp. [43], Rotundo i
wsp. [45] oraz Benvenuti i wsp. [44]; patrz Tabela 2.

Wspdlna aktywnoscia biologiczna zwiazkow wchodzacych w sktad preparatow z lisci Rubus
idaeus L. i Rubus fruticosus L. jest dziatanie przeciwutleniajace, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne i
przeciwgrzybicze [7,42-48,54,59,61]; patrz tabela 1. Uzyskane w badaniach wilasnych wyniki
wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania preparatow z lisSci Rubus idaeus L. i Rubus fruticosus L. jako
kosmetykow stosowanych miejscowo na skorg. Preparaty otrzymane z lisci, dzigki wysokiej zawartosci
polifenoli i innych zwiazkéw biologicznie czynnych (tabele 1 i 2), hamuja powstawanie reaktywnych form
tlenu (ROS) [7,9,25,47,61], a =zatem wydaja si¢ obiecujace jako systemy dostarczania
przeciwutleniaczy.

Sproszkowane nasiona Azanza garckeana zostalty wykorzystane przez Momodu [48] do uzyskania

ekstraktow metanolowych i wodnych, ktére nastgpnie poddano analizie GC-MS. Obecno$c
zwiazkow o aktywnosci przeciwutleniajacej obejmowala oleinian metylu, kwas palmitynowy,
mirystynowy i heksadekanowy oraz ester metylowy kwasu 11-oktadekenowego. Ekstrakt z nasion
Azanza garckeana ma uzyteczne sktadniki, ktéore mozna wykorzysta¢ dla korzysci zdrowotnych
[48]. Podobnie w naszych wcze$niejszych badaniach [6,7,61] kwas linolowy, ester metylowy i
kwas heksadekanowy (kwas palmitynowy) zostaly zidentyfikowane jako glowne skladniki
ekstraktu z lici. Obecnos$¢ estrow metylowych kwasow tluszczowych (palmitynianu metylu i
oleinianu metylu) zostata potwierdzona przez innych w ekstraktach z suszonych i $wiezych lisci roslin [46]
oraz olejkach eterycznych z E. angustifolium [33] i E. hirsutum [61-63]. Wsr6d glownych sktadnikoéw
zidentyfikowanych przez Canli et al. [49] przy uzyciu GC-MS z ekstraktami etanolowymi ro$lin, kwasy
tluszczowe stanowily duza grupeg [49]. Ekstrakty z R. perrobustus, R. wimmerianus,
R. pedemontanus i R. grabowskii oceniano pod katem zawarto$ci zwiazkow fenolowych i aktywnosci
przeciwutleniajacej. Wykryto trzydziesci trzy zwiazki fenolowe (kwasy hydroksycynamonowe,
flawonole, pochodne kwasu elagowego i flawony). Pochodne kwasu elagowego byly dominujacymi
zwiazkami w analizowanych lisciach, zwlaszcza sangwinaryna H-6, elagitaniny, lambertianina C,
clagitaniny i kazuaryna. Zawarto$¢ polifenoli byla istotnie skorelowana 2z aktywno$cia
przeciwutleniajaca analizowanych ekstraktow. Istnieje wyrazny potencjal wykorzystania lisci
jezyny jako dodatku do zywnosci, zrodia leczniczego lub herbaty ziotowej [50]. Ekstrakty
etanolowe z lisci wykazywaty silng aktywnos$¢ zarbwno wobec bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-
ujemnych [41]. Nienasycony aldehyd (2,4-heptadienal) jest znany z dziatania przeciwbakteryjnego i
przeciwgrzybiczego [43,60]. Ponadto nasza analiza ujawnita obecno$¢ dwoch kwasow, kwasu n-
dekanowego (tylko w P2) i kwasu dodekanowego, z ktorych oba byly wczeéniej badane pod katem ich
aktywnosci przeciwgrzybiczej i przeciwbakteryjnej [43,60].

Preparat 1 w stezeniu 35-70 g/100 ml okazal si¢ szczegdlnie aktywny na powierzchniach
przeciwko Staphylococcus aureus ATCC 6538, podczas gdy stgzenie 42-70 g/100 ml bylo skuteczne
przeciwko Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. Preparat 2 w stezeniu 35-70 g/100 ml okazat si¢
szczegodlnie aktywny na powierzchniach przeciwko zardwno Staphylococcus aureus ATCC 6538, jak i
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. W przypadku P1 w stezeniu 14-28 g/100 ml wobec Staphylococcus
aureus ATCC 6538 i w stgzeniu 14-35 g/100 ml wobec Pseudomonas aeruginosa AT CC 15442, procent
redukcji drobnoustrojow (% redukcji) byt wysoki i utrzymywat si¢ powyzej 98,1. W przypadku
preparatu 2 otrzymanego z liSci R. fruticosus L. przeciwko Staphylococcus aureus ATCC 6538 1 Pseu-
domonas aeruginosa ATCC 15442, procentowa redukcja wynosita powyzej 98,3; patrz Tabela 4.
Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa zostala potwierdzona we wczes$niejszych badaniach
oceniajacych aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa ekstraktow z pedow i lisci Rubus idaeus i Rubus
occidentalis przeciwko bakteriom Gram-ujemnym i Gram-dodatnim [17]. Oceniano etanolowo-wodne
ckstrakty z odmian Rubus idaeus "Ljulin", "Veten" i "Poranna Rosa" oraz Rubus occidentalis "Litacz"
w celu okreslenia wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych.
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zakres ich wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Test przeciwdrobnoustrojowy przeprowadzono
przy uzyciu pigtnastu szczepow bakterii. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa ekstraktow réznita
si¢ w zalezno$ci od analizowanego szczepu bakterii i odmiany odmiany, z wyjatkiem Helicobacter pylori,
wobec ktorego ekstrakty wykazywaly taka sama aktywno$¢ hamujaca wzrost. Dwa ludzkie
patogeny, Corynebacterium diphtheriae i Moraxella catarrhalis, okazaly si¢ najbardziej wrazliwe
na ekstrakty z malin. Najwyzsza wrazliwo§¢ Corynebacterium diphtheriae na wyciagi zardbwno z R. idaeus,
jak 1 R. occidentalis moze wynika¢ z jej wrazliwosci na kwas elagowy i sanguiing H-6 [17]. Co wigcej,
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa ekstraktow z owocow roslin typu dzikiego

R. moluccanus 1 R. alpesties oraz E. fraxinifolius przeciwko B. subtitis, S. aureus 1 E. fraxinifolius.

E. coli [51].

4. Materialy i metody
4.1. Materiaty

Materiat roslinny (liscie R. idaeus L. i R. fruticosus L.) w stanie naturalnym zostal zebrany w
okresie od maja do pazdziernika 2018 r. ze wsi Siecino w Polsce (wojewodztwo zachodniopomorskie)
przez dr Lukasza Kucharskiego. Probki zostaly zdeponowane w Zaktadzie Chemii Kosmetycznej i
Farmaceutycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie. Material zostat
zidentyfikowany przez dr inz. nauk rolniczych Ann¢ Nowak. Zebrany material zostal poddany
naturalnemu suszeniu do stalej masy, a nastgpnie zmielony w maszynie o oczkach 8 mm przed
ckstrakcja.

4.2. Substancje chemiczne

Zwiazki  chemiczne:  2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl =~ (DPPH), kwas  6-hydroksy-2,5,7,8-
tetrametylochromano-2-karboksylowy (troloks), kwas 2,2-azino-bis(3-etylobenzotiazolino-6-
sulfonowy (ABTS), 2,4,6-trifirydylo-s-triazyna (TPTZ) zostaly zakupione w firmie Sigma Aldrich
(Polska). Odczynnik Folin-Ciocalteu zostal dostarczony przez firm¢ Merck (Darmstadt, Niemcy).
'Bezwodny octan sodu, nadsiarczan potasu, octan potasu, chlorek zelaza, 36% kwas solny i alkohol
etylowy otrzymano z firmy Chempur (Piekary Slaskie, Polska). Wszystkie odczynniki byly klasy
analityczne;j.

4.3. Preparaty roslinne z lisci R. idaeus L. i R. fruticosus L.

Preparaty roslinne z lisci R. idaeus L. i R. fruticosus L. otrzymano w nastgpujacy sposob: 5,0 g
wysuszonego materialu roslinnego i 45 mL etanolu o stezeniu 70 g/100 mL wprowadzono do kolby
stozkowej 1 przeprowadzono ekstrakcje metoda wspomagana ultradzwigkami przy uzyciu tazni
ultradzwigkowej o czgstotliwosci 40 kHz przez 1 h. Ekstrakty poddano filtracji na lejku ci§nieniowym
przez filtr papierowy Whatman (oznaczony kodem EEAO03), otrzymujac w ten sposob preparaty roslinne
preparat 1 (P1), otrzymany z lisci R. idaeus L., oraz preparat 2 (P2), otrzymany z lisci R. fruticosus L.

Etanol zostat uzyty jako rozpuszczalnik polarny w tym badaniu, poniewaz poprzednie
badania wykazaly, ze zwiazki czynne obecne w lisciach Rubus maja charakter polarny, a ekstrakty
wytwarzane przy uzyciu mniej polarnych rozpuszczalnikow sa w duzej mierze pozbawione
aktywnosci [52].

4.4. Skiad chemiczny preparatéow z lisci R. idaeus L. i R. fruticosus L.

Sktadniki fitochemiczne preparatow roslinnych z lisci R. idaeus L. i R. fiuticosus L. analizowano
metoda GC-MS za pomocg aparatu TRACE serii GC wyposazonego w detektor masowy VOYAGER i
wykorzystujacego kolumng kapilarna DB5 (30 mx 0,25 pymx 0,5 um). Do analizy zastosowano
nast¢pujace parametry separacji: przeptyw helu 1,0 ml/min, napigcie detektora 350 V i temperatura
komory probki 240° C. Temperature¢ termostatu zwigkszano zgodnie z nastgpujacym programem:
izotermiczna przy 50° C przez 1 min, zwigkszana przy 8° C/min, izotermiczna przy 260° C przez 5 min,
nastepnie schladzana do 50° C. Objetos¢ dozowanej probki wynosita 0,1 pL [53,54].

4.5. Badania ATR-FTIR

Analizy preparatow 1 i 2 z liSci R. idaeus L. i R. fruticosus L. przeprowadzono przy uzyciu
spektroskopii w podczerwieni z catkowitym odbiciem i transformata Fouriera (ATR-FTIR). An
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Jednostka ATR uzyskata widma przy uzyciu spektrometru Thermo Scientific Nicolet 380 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Zarejestrowane widmo stanowito $rednia z 32 skanow
uzyskanych przy 4 cm™ 1. Widma zostaly zebrane w zakresie 4000-400 cm™ 1. Wewngtrznym
elementem odbijajacym (IRE) uzywanym w tym badaniu byta plytka diamentowa ATR. Preparaty
zostaly natozone na IRE.

4.6. Pomiar zdolnosci antyoksydacyjnej przy uzyciu metod DPPH, ABT, S i FRAP

Badania nad aktywno$cia przeciwutleniajaca preparatéw roslinnych z lisci
R. idaeus L. (P1) i R. fruticosus L. (P2) przeprowadzono metodami redukcji wolnych rodnikéw (DPPH)
[62] 1 (ABTS) [55]. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca okre§lono za pomoca metody FRAP [56] w celu
oznaczenia sity redukcji zelaza.

Analizy wykonano na aparacie Merck Spectroquant Pharo 300 przy nast¢pujacych dtugosciach
fali A: 517 nm w przypadku metody DPPH, 734 nm w przypadku metody ABTS oraz 593 nm w
przypadku metody FRAP. W przypadku tych metod jako substancjg¢ referencyjng zastosowano
troloks, a uzyskane wyniki aktywnos$ci antyoksydacyjnej wyrazono w mg troloksu/g surowca.
Pomiar aktywnos$ci antyoksydacyjnej metodami DPPH i ABTS przeprowadzono zgodnie z procedura
opisana wczesniej [53]. W skrocie, aktywno$¢ przeciwutleniajaca przy uzyciu DPPH mierzono w
nastegpujacy sposob: 2850 pL etanolu
roztwér rodnika DPPH wprowadzono do probowki (jego absorbancja przy A 517 nm wynosita
okoto 1.000% 0.020) wraz z 150 UL otrzymanego preparatu roslinnego. Probéwke inkubowano
przez 10 minut w temperaturze pokojowej i przeprowadzono pomiary spektrofotometryczne przy
517 nm w trzech powtorzeniach. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca przy uzyciu ABTS mierzono w
nastgpujacy sposob: 2500 uL 7 mM roztworu ABTS [53] i 25 pL otrzymanego preparatu ro$linnego
wprowadzono do kuwety spektrofotometrycznej. Kuwete inkubowano przez 6 minut w
temperaturze pokojowej i przeprowadzono pomiar spektrofotometryczny przy dtugosci fali 734 nm
w trzech powtérzeniach.

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca mierzono za pomoca odczynnika FRAP w nastgpujacy sposob:
2900 pL pre-
Przygotowany odczynnik i 100 YL otrzymanego preparatu ro$linnego zmieszano w kuwecie.
Kuwete inkubowano przez 8 minut w temperaturze pokojowej i1 przeprowadzono pomiary
spektrofotometryczne przy dlugosci fali 593 nm w trzech powtdérzeniach [56]. W celu
przygotowania odczynnika zmieszano 25 ml buforu octanowego (0,3 M, pH = 3,6) z 2,5 ml roztworu
2,4,6-tripirydylo-s-triazyny (0,01 M TPTZ) w HCI (0,04 M HCI) oraz z 2,5 ml roztworu FeCl;(0,02
M).

4.7. Pomiar catkowitej zawartosci polifenoli przy uzyciu metody Folin-Ciocalteau

Calkowita zawarto$¢ polifenoli w preparatach roslinnych z lisci R. idaeus L. (P1) i R
fruticosus L. (P2) oznaczono metoda Folina-Ciocalteau zgodnie z wczesniejszym opisem [7,60].
Pomiary spektrofotometryczne przeprowadzono na aparacie Merck Spectroquant Pharo 300 przy
dlugo$ci fali A = 765 nm. Jako substancje referencyjna zastosowano kwas galusowy (GA), a
catkowita zawarto$¢ polifenoli wyrazono w mg GA/g surowca.

Catkowita zawarto$¢ polifenoli przy uzyciu odczynnika Folin-Ciocalteau mierzono w nastgpujacy
sposob: 1350 uL wody destylowanej i 1350 pL roztworu weglanu sodu (0,01 ™°V4m3) wprowadzono
do kuwety spektrofotometrycznej wraz ze 150 pL przygotowanego roztworu Folin-Ciocalteau [53] i
150 pL otrzymanego preparatu roslinnego. Probki inkubowano przez 15 minut w temperaturze
pokojowej i przeprowadzono pomiary spektrofotometryczne przy diugosci fali 765 nm w trzech
powtorzeniach.

4.8. Testy dezynfekcji powierzchni preparatéw roslinnych wedtug normy EN 13697:2019

Badania dezynfekcji powierzchni preparatem 1 (P1) otrzymanym z liéci R. idaeus L. i preparatem 2
(P2) otrzymanym z liSci R. fruticosus L. wedtug normy EN 13697:2019 obejmowaty rozcienczenie tych
preparatow i ich neutralizacjg, w ktérej mikroorganizmy poddawano dziataniu preparatow w
stgzeniach 0,6 i 60 g/100 mL przez czas 60+ 10 s i 300+ 10 s oraz w temperaturze 20 1+ ° C z
dodatkiem substancji obciazajacej (albuminy surowicy bydlgcej). Zgodnie z wytycznymi normy EN
13697:2019, w celu okreslenia dziatania bakteriobdjczego
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i grzybobdjcze otrzymanych preparatéw nalezy je odpowiednio rozcienczyé w celu zbadania
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej danego preparatu od st¢zenia aktywnego 60 g/100 mL) do stgzenia
nieaktywnego (0,6 g/100 mL) [57].

Po pierwsze, metoda zostata zwalidowana przy uzyciu techniki neutralizacji roztworu (woda

zawierajaca tiosiarczan sodu, lecytyne sojowa i polisorbat 80). Zastosowany neutralizator
umozliwil walidacj¢ metody (Tabela 7). Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa preparatow
roslinnych oceniano na krazkach wobec nastgpujacych szczepow referencyjnych: Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Escherichia coli ATCC 10536, Enterococcus hirae
ATCC 10541, Candida albicans ATCC 10231 i Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. Najpierw dyski (2%
2 cm) byly sterylizowane izopropanolem (stg¢zenie 70 g/100 mL) przez 15 minut przed kazdym
testem. Zawiesiny bakterii, drozdzy i grzybow rozcienczono (w stosunku 1:1) 0,03 g/100 mL
albuminy surowicy bydlgcej w celu nasladowania odpowiednich warunkow pracy (jako
w normie EN 13697:2019). Nastepnie 50 pl otrzymanego inokulum (6,98+ 0,17-7,06% 0,11 w
probee) zostato pobrane do analizy.
w przypadku bakterii, 5,90+ 0,23-6,01+ 0,10 w przypadku drozdzy i grzybow) naniesiono na
sterylne krazki i suszono w temperaturze 20° C przez 15 minut. Nastepnie na zaszczepione krazki
naniesiono po 100 pl preparatow 112 (P1 i P2) w stezeniu 0,6 i 60 g/100 ml rozcienczonych woda
destylowana jako rozcienczalnikiem zgodnie z norma EN 13697:2019, po czym inkubowano w
temperaturze 20+ 1° C przez 60+ 10 s i 300+ 10 s. Nastgpnie dzialanie preparatow zatrzymano,
przenoszac krazki do kolby z 10 ml neutralizatora. Nastgpnie, poprzez wytrzasanie z predkoscia
240 obrotéw na minutg, komorki bakterii, drozdzy i grzybow zostaly policzone w sposob opisany
powyzej. Oceniono stabilno$¢ preparatbw w mieszaniniec z woda destylowana jako
rozcienczalnikiem. Podczas testu nie zaobserwowano zadnego osadu. Zastosowana metoda ma na
celu potwierdzenie dziatania preparatbw w warunkach laboratoryjnych podobnych do
zamierzonego zastosowania jako $rodki dezynfekujace i antyseptyczne w gospodarstwach
domowych, przemys$le spozywczym i obiektach uzyteczno$ci publicznej; patrz Tabela 7 (EN
13697:2019). Ponadto przeprowadzono oceng stgzenia, przy ktorym preparaty roslinne
rozcienczone w wodzie destylowanej wykazywaly aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec
badanych szczepow referencyjnych na badanych powierzchniach przez 60+ 10 si 300+ 10 s, w
temperaturze 20 1+ ° C i w warunkach brudnych. Dodatkowo celem tej czeSci badan bylo
wskazanie st¢zenia, przy ktérym badane preparaty w wymienionych warunkach charakteryzowaty
si¢ pelna aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa.

Redukcja liczby mikroorganizméw podczas testu (log reduc- tion (LR)) zostala obliczona
przy uzyciu nastgpujacego wzoru i wyrazona jako logarytmiczna rdéznica w liczbie zywych
komorek przed i po leczeniu [64]:

N
LR=""= N, (D
Nts

gdzie N jest logarytmem liczby Zywych komorek naniesionych na powierzchnig testowa (V), a
N,jest logarytmem liczby zywych komérek pozostatych na powierzchni po tescie.

Tabela 7 przedstawia warunki okreslania testow dezynfekcji powierzchni preparatow
ros§linnych zgodnie z norma EN 13697:2019.

4.9. Testy dezynfekcji powierzchni preparatéw roslinnych wedtug normy EN 13697:2015

Testy dezynfekcji powierzchni preparatem 1 (P1) otrzymanym z lisci R. idaeus L. 1 preparatem 2 (P2)
otrzymanym z lici R. fruticosus L. wedlug normy EN 13697:2015 polegaty na metodzie rozcienczania
tych preparatow i ich neutralizacji, w ktorej mikroorganizmy poddawano dziataniu preparatow w
stezeniach 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 i 70 g/100 ml przez czas 60+ 10 s i w temperaturze 20+ 1°
C z dodatkiem substancji obciazajacej (albuminy surowicy bydlgcej). Stosujac norm¢ EN 13697:2015,
aktywno$¢ bakteriobojcza okreslono w stosunku do nierozcienczonych preparatéw 1 i 2 o stezeniu 70
g/100 mL, a takze w stosunku do odpowiednio rozcienczonych preparatow o stgzeniach 14, 21, 28,
35,42,49,56163 g/100 mL w celu oceny aktywnosci bakteriobdjczej danego preparatu od st¢zenia
aktywnego (63 g/100 mL) do stezenia nieaktywnego (14 g/100 mL) [65].
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Tabela 7. Warunki okreslania testow dezynfekcji powierzchni preparatow roslinnych wedlug normy EN
13697:2019.

EN 13697:2019 (faza 2 etap 2)

P . Staphylococcus Pseudomonas Escherichia coli Enterococcus Candida Aspergillus

rzz;go:ov:am Leczenie aureus aeruginosa ATCC 10536 hirae albicans brasiliensis

¢ dofestu ATCC 6538 ATCC 15442 ATCC 10541 ATCC 10231 ATCC 16404
Przygotowanie 1 (P1)
N 7.04£0.41b 6.99£0.10 ab 6.98+0.17 ab 7.06£0.11 be 5.90£0.23 a 6.01£0.10 ab
NT 6.94£0.43 b 6.92+0.31 ab 6.91£0.19 ¢ 6.86+0.14 a 5.79+£0.18 ab 5.92+0.17 ab
NC 6.95£0.49b 6.90£0.21 ab 6.92% 0.25 be 6.89+£0.07 b 5.79£0.13 be 5.91£0.20 ab
NW 697+ 0.37a 6.96x 0.17b 6.94% 0.24c 6.90+ 0.12 be 5.81% 0.19cd 5.94+0.18b
ND
Stezenie >5.52 >5.52 >5.52 >5.52 >5.22 >5.52
P1 0,6 g/100 ml (kontakt)
(czas)
ND 60+ 10s
Stezenie P1 60 <2.15 <2.15 <2.15 <2.15 <20.09 <2.15
2/100 ml
ND

czas kontaktu

Stezenie P1 60 300+10s <2.15 <2.15 <2.15 <2.15 <2.15 <2.15
2/100 ml
Przygotowanie 2 (P2)
N 6.99+0.21 a 6.95£0.19 ¢ 6.97£032a 7.02+0.19a 5.89+£0.08d 5.98+0.23b
NT 6.91£0.15d 6.83£0.04 a 6.86£0.31 b 6.89+0.14 a 5.80£0.03 ¢ 5.90+£0.23 b
NC 6.90£0.12 cd 6.84£0.05b 6.88£0.35b 6.87£0.09 b 5.77£0.04d 5.90+£0.27 a
NW 6.94%+ 0.11 be 6.87+ 0.05¢ 6.90+ 0.35b 6.91+ 0.23 be 5.83+ 0.32a 5.92+032b
ND
Stezenie >5.52 >5.52 >5.52 >5.52 >522 >5.22
P2 0,6 g/100 ml (kontakt)
(czas)
ND 60+ 10 s
Stezenie P2 60 3.04£0.12a <215 <2.15 <2.15 <2.15 <2.15
2/100 ml
ND
Stezenie P2 60 czas kontaktu
/100 ml 3002105 <2.15 <2.15 <2.15 <2.15 <2.15 <2.15

Kazda warto$¢ jest $rednia z trzech powtorzen z odchyleniem standardowym w trzech niezaleznych eksperymentach. Dowolne
dwie $rednie w tej samej kolumnie, po ktérych nastgpuje ta sama litera, nie roznia si¢ istotnie (p > 0,01) w testach
wielokrotnego zakresu Tukeya; a, b, ¢, d - rozne litery wskazuja, ze wartosci roéznig sig istotnie migdzy analizowanymi
mikroorganizmami. NT-log ilo§ci mikroorganizmdw/ml, ktdra zostata naniesiona na badana powierzchnig szkta podczas testu
toksycznosci neutralizatora; N-log ilo$ci mikroorganizméw/ml, ktora zostata naniesiona na badana powierzchnig szkta podczas
testu EN 13697:2019; NC-log ilo$ci mikroorganizméw/ml, ktéra zostala naniesiona na badana powierzchni¢ szkla podczas
testu walidacyjnego; NW-log ilo$ci mikroorganizmow/ml, ktora zostata naniesiona na badana powierzchnig¢ szkta podczas
testow kontrolnych z woda destylowana; ND-log ilo$ci mikroorganizméw/ml, ktéra zostata naniesiona na badang powierzchnig
szkta podczas testow przeciwdrobnoustrojowych.

Po pierwsze, metoda zostala zwalidowana przy uzyciu techniki neutralizacji roztworu (woda
zawierajaca tiosiarczan sodu, lecytyng sojowa i polisorbat 80). Zastosowany neutralizator pozwolit na
walidacj¢ metody (Tabela 8). Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa preparatéw roslinnych oceniano na
krazkach wobec nastgpujacych szczepow referencyjnych: Staphylococcus aureus ATCC 6538 i
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. Najpierw krazki (2% 2 cm) sterylizowano izopropanolem w
stgzeniu 70 g/100 mL przez 15 minut przed kazdym testem. Zawiesiny bakterii rozcienczono (w
stosunku 1:1) 0,3 g/100 mL albuminy surowicy bydlgcej, aby nasladowaé odpowiednie warunki pracy,
zgodnie z norma EN 13697:2015. Nastgpnie 50 pl otrzymanego inokulum (6,79+ 0,42 w przypadku
Staphylococcus aureus ATCC 6538 1 6,77+ 0,41 w przypadku Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442)
nanoszono punktowo na sterylne krazki i suszono w temperaturze 20° C przez 15 minut. Nastgpnie na
zaszczepione krazki nanoszono po 100 pl preparatéw 1 i 2 rozcienczonych sterylna twarda woda jako
rozcienczalnikiem zgodnie z norma EN 13697:2015, po czym inkubowano w temperaturze 20 1+ ° C
przez 60+ 10 s. Nastgpnie dziatanie preparatow zatrzymywano przez
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Po przeniesieniu krazkéw do kolby z 10 ml neutralizatora, komoérki bakteryjne poddano enukleacji
we wstrzasarce przy 240 obr. Oceniono stabilno$¢ preparatow w mieszaninie ze sterylna twarda
woda zawierajaca weglan wapnia w stezeniu 30 mg/100 mL CaCOs;jako rozcienczalnik. Podczas
badania nie zaobserwowano wytracania si¢ osadu. Zastosowana metoda miatla na celu
potwierdzenie dziatania preparatbw w warunkach laboratoryjnych zblizonych do zamierzonego
zastosowania jako $rodka dezynfekujacego stosowanego w sektorze spozywczym, w warunkach
przemystowych i domowych oraz w obiektach uzyteczno$ci publicznej na nieporowatych powierzchniach;
patrz tabela 8 (EN 13697:2015). Ponadto okreslono stgzenie, przy ktorym preparaty roslinne
rozcienczone w twardej wodzie wykazywaly aktywno$¢ bakteriobdjcza wobec testowanych
szczepow referencyjnych na badanych powierzchniach przez 60+ 10 s w temperaturze 20+ 1°Ciw
nieczystych warunkach. Dodatkowo oceniono st¢zenie, przy ktorym badane preparaty w
wymienionych warunkach charakteryzowatly si¢ pelnym dziataniem bakteriobdjczym.

Tabela 8. Warunki okreslania testow dezynfekcji powierzchni preparatéw roslinnych wedlug normy EN

13697:2015.
EN 13697:2015 (faza 2, etap 2)
Przygotowanie do testu Leczenie Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
ATCC 6538 ATCC 15442
Przygotowanie 1 (P1)
N 6.79+0.42 b 6.77+0.41b
NT 7.17£0.43 b 7.17£0.43 b
NC 7.20+0.48 b 7.19£0.49 b
NW 7.20+0.36 a 721£0.37a
ND 5.46%0.37 5.48+0.23b
Stezenie P1 14 g/100 ml Aox0.o7a Ao Y.
ND
Stezenie P1 21 g/100 ml 5.22£0.09b 5.38£0.19a
ND
Stezenie P1 28 g/100 ml 495:0.11a 5.00£0.15b
ND
Stezenie P1 35 ¢/100 ml 3.92+0.11a 474+037a
ND czas kontaktu
Stezenie P1 42 g/100 ml 60+ 10's 285£0.19a 3.51£033 2
ND
Stezenie P1 49 g/100 ml 233£0.10a 2460392
ND
Stezenie P1 56 ¢/100 ml <0.10 <0.10
ND
Stezenie P1 63 g/100 ml <0.10 <0.10
ND
Stezenie P1 70 g/100 ml <0.10 <0.10
Przygotowanie 2 (P2)
N 6.84£0.41b 6.80£0.10 ab
NT 7224043 b 7.16%0.31 ab
NC 7.21£0.49 b 7.17£0.21 ab

NwW 7.22+037a 7.18%0.17b
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Tabela 8. Cont.

EN 13697:2015 (faza 2, etap 2)

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

Przygotowanie do testu Leczenie
ATCC 6538 ATCC 15442

ND
Stezenie P2 14 g/100 ml 5.38+0.14a 542+0.33a
ND 5.03%0.37 5.26%0.33
Stgzenie P2 21 g/100 ml x5/ a 26033 a
ND
Stezenie P2 28 g/100 ml 4.91£0.31a 4.83+0.35a
ND
Stezenie P2 35 g/100 ml 2.76£0.39 a 2.87+0.37a
ND czas kontaktu
Stezenie P2 42 g/100 ml 60+ 10s <0.10 <0.10
ND
Stezenie P2 49 g/100 ml <0.10 <0.10
ND
Stezenie P1 56 g/100 ml <0.10 <0.10
ND
Stezenie P2 63 g/100 ml <0.10 <0.10
ND
Stezenie P2 70 g/100 ml <0.10 <0.10
Etanol (E)
N 6.76x0.37 a 6.77£0.10 a
NT 7.19£0.31 a 7.18£0.12a
NC 7212034 a 7.20£0.42 a
NW 721£0.38a 7212037 a
ND
Stezenie E 80 g/100 ml 3.29%£0.29a 3.29£0.30a
ND
Stezenie E 90 g/100 ml <0.10 <0.10
ND

<0.10 <0.10

Stezenie E 100 g/100 ml

Kazda wartos¢ jest $rednia z trzech powtérzen z odchyleniem standardowym w trzech niezaleznych eksperymentach. Dowolne
dwie sSrednie w tej samej kolumnie, po ktorych nastgpuje ta sama litera, nie réznia si¢ istotnie (p > 0,01) w testach
wielokrotnego zakresu Tukeya. Zastosowana pozywka: Trypticasein Soy LAB-Agar (TSA); uzyty neutralizator: roztwor
polisorbatu 80 (3,0 g/100 mL), tiosiarczanu sodu (0,3 g/100 mL) i lecytyny sojowej (0,3 g/100 mL); warunki inkubacji: 24 h w
temperaturze 37+ 1° C; substancja obciazajaca: albumina surowicy bydlecej (0,3 g/100 mL); rozcienczalnik uzyty podczas badania:
sterylna twarda woda 30 mg/100 g CaCOj;; metoda badania i jej walidacja: metoda neutralizacji roztwordéw; temperatura
badania: 20+ 1° inokulacja na plytke glgbokodotkowa;
preparat/rozcienczalnik: podczas badania nie tworzyl si¢ osad. NT-log ilo§ci mikroorganizméw/mL naniesionych na badana
powierzchni¢ szkla podczas testu toksycznosci neutralizatora; N-log ilosci mikroorganizméw/mL naniesionych na badana
powierzchnig szkta podczas testow EN 13697:2015; NC-log ilosci mikroorganizméw/mL naniesionych na badana powierzchnig szkta
podczas testu walidacyjnego; NW-log ilo$ci mikroorganizméw/mL naniesionych na badana powierzchni¢ szkta podczas testow
kontrolnych z twarda woda; ND-log ilosci mikroorganizméw/mL naniesionych na badana powierzchnig szkta podczas testow

C; metoda liczenia drobnoustrojow: stabilno$¢ mieszaniny

przeciwdrobnoustrojowych.

Dla poréwnania, w tych samych warunkach oceniono aktywnos¢ bakteriobdjcza
nierozcienczonego etanolu w stezeniu 100 g/100 ml i etanolu rozcienczonego twarda woda w
stezeniach odpowiednio 80 i 90 g/100 ml wobec Staphylococcus aureus ATCC 6538 i Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442.

Tabela 8 przedstawia warunki okreslania testow dezynfekcji powierzchni preparatow
roslinnych zgodnie z norma EN 13697:2015.
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4.10. Testowanie dezynfekcji rak za pomocq wcierania preparatéw roslinnych zgodnie z normq EN
1500:2013

Badanie dezynfekcji rak za pomoca wcierania preparatu 1 (P1) otrzymanego z lisci R. idaeus L.
oraz preparatu 2 (P2) otrzymanego z liSci R. fruticosus L. przeprowadzono zgodnie z norma EN
1500:2013. Celem tej czgsci badania bylo ustalenie, czy preparaty roslinne P1 i P2 zmniejszaja
uwalnianie mikroorganizméw przejsciowych po zastosowaniu na sztucznie zanieczyszczone rgce
uczestnikow. Badanie dezynfekcji rak preparatami zgodnie z norma EN 1500:2013 polegato na
wcieraniu preparatow w objetosci 6 ml przez czas 60+ 5 s w temperaturze 20+ 1° C [66].

Walidacje metody przeprowadzono przy uzyciu techniki neutralizacji roztworu. Jako metode
liczenia mikroorganizmow zastosowano hodowlg wglebna na ptytkach. Przeprowadzono analizg
statystyczna wynikow badan przy zatozeniu, ze aktywno$¢ wobec Escherichia coli K12 NCTC
10538 badanych preparatow (P1 i P2) byla nizsza niz preparatu referencyjnego (PR). Obliczenia
wykonano przy uzyciu testu Wilcoxona, a uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 9. Zgodnie z
norma otrzymane preparaty uznaje si¢ za skuteczne, jezeli uzyskane wyniki spelniaja kryteria
akceptacji, a analiza statystyczna uzyskanych danych dowodzi, ze badany preparat nie wykazuje
nizszej aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej niz preparat referencyjny (propan-2-ol w stg¢zeniu 60
2/100 mL) wobec badanego szczepu referencyjnego Escherichia coli K12 NCTC 10538.

Tabela 9. Warunki oznaczania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej preparatow roslinnych zgodnie z norma EN
1500:2013.

EN 1500:2013

Przygotowanie do testu Escherichia coli K12 NCTC 10538
Przygotowanie 1 (P1) Przygotowanie 2 (P2)
N 8.63£0.11a 8.63£0.17 a
Nvb 97x 10* 98 10*
B 88+0.23 b 93£0.43b
Nv 750+ 0.31 a 860+ 0.21 a
C 71+ 0.28 a 81+0.13 a

Kazda wartos¢ jest srednia z trzech powtdrzen z odchyleniem standardowym w trzech niezaleznych eksperymentach. Dowolne
dwie $rednie w tej samej kolumnie, po ktérych nastgpuje ta sama litera, nie roznig si¢ istotnie (p > 0,01) w testach
wielokrotnego zakresu Tukeya. Zastosowana pozywka: Trypticasein Soy LAB-Agar (TSA) oznaczanie parametrow N, B i C
oraz Trypticasein Selective Soy LA B Agar (TSSA) oznaczanie liczby mikroorganizméw w badanych preparatach; zastosowany
neutralizator: roztwor Polysorbate 80 (3,0 g/100 mL), tiosiarczanu sodu (1,0 g/100 mL) i lecytyny sojowej (0,3 g/100 mL);
warunki inkubacji: 24 h w temperaturze 37+ 1° C; substancja obciazajaca: albumina surowicy bydlecej (0,03 g/100 mL);
rozcienczalnik stosowany podczas badania: woda destylowana; metoda badania i jej walidacja: metoda neutralizacji dla
roztwordw; temperatura badania: 20+ 1° ; metoda liczenia drobnoustrojow: posiew na ptytke glebokodoltkowa; zastosowana metoda
wecierania: zgodna z norma PN-EN 1500:2013; biocyd referencyjny: propan-2-ol o st¢zeniu 60 g/100 mL; ilo$¢ preparatu uzytego w
badaniv: 6 mL; czas kontaktu preparatu z zawiesing bakterii: 60 5 s. N-log ilosci mikroorganizméw/mL w mieszaninie
testowej EN 1500:2013; Nvb-ilos¢ mikroorganizméw/mL uzyta podczas testu toksycznosci neutralizatora; Nv-ilo$é
mikroorganizmow/mL uzyta podczas testu walidacyjnego.

Tabela 9 przedstawia warunki okreslania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej preparatow
roslinnych zgodnie z norma EN 1500:2013.

4.11. Ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej preparatéw roslinnych przeciwko wyizolowanym
szczepom bakterii, drozdzy i grzybow

W celu okreslenia aktywnosci mikrobiologicznej przeciwko szesnastu wyizolowanym
szczepom bakterii, czterem szczepom drozdzy i pigciu szczepom grzybow, zastosowano preparat 1
(P1) uzyskany z lisci
R. idaeus L. i preparat 2 (P2) otrzymany z lici R. fruticosus L. umieszczono w wyparce prozniowej w
celu odparowania rozpuszczalnika, uzyskujac w ten sposob 4,55 g suchego preparatu z lisci malin i 4,55
g suchego preparatu z lisci jezyn. Nastgpnie, szesnascie szczepow bakterii (Enterococcus faecalis szczep
1-5, Enterococcus faecium szczep 1-5, Escherichia coli szczep 1-5, Bacillus spp.), cztery szczepy drozdzy
(drozdze szczep 1, 2, 51 6) 1 pig¢ szczepdw grzybow



Molecules 2022, 27, 5486

212z26

(Penicillium ciclopsis, Trichothecium roseum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Mucor sp.) zostaty
wyizolowane ze $rodowiska naturalnego. Wyizolowane szczepy zostaly zidentyfikowane i
wyhodowane jako czyste kultury. Nastgpnie przeprowadzono oceng mikrobiologiczna
otrzymanych preparatéw z suchych lisci malin i jezyn wobec wyizolowanych mikroorganizmow.

Dodatkowo w celach poréwnawczych przeprowadzono oceng¢ mikrobiologiczna
antybiotykéw metoda antybiogramu wobec izolatow (antybiotyki Penicylina, Ampicylina,
Wankomycyna, Fosfomycyna, Amfo- terycyna, Nystatyna, Ketokonazol) i szczepdéw referencyjnych
(antybiotyki Doksycyklina, Ampicylina, Ciprofloksacyna) oraz wpltyw preparatéw P1 i P2 na trzynascie
szczepow referencyjnych Escherichia coli (ATCC25922), Enterococcus faecalis (ATCC29212), Klebsiella
pneumoniae (ATCC700603), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853), Salmonella typhimurium
(ATCC14028), Staphylococcus aureus A (ATCC29213), Staphylococcus aureus B (ATCC25923),
Streptococcus pneumoniae (ATCC49619), Streptococcus intermedius (ATCC29663), Sarcina lutea
(ATCC9341), Bacillus subtilis, Bacillus pseudomycoides i Bacillis thuringiensis. Dla kazdej grupy
mikroorganizmoéw zastosowano odpowiednig pozywke: dla hodowli bakterii - TSA (Trypticase Soy
Agar), a dla drozdzy - (Malt Extract Agar). Dziatanie hamujace preparatow roslinnych oceniano na
podstawie strefy zahamowania wzrostu hodowli. Pomiary wykonywano co 24 godziny, a do
ostatecznej analizy wykorzystano wyniki po 72 godzinach.

Szczepy wyizolowane ze S$rodowiska gruntowego pochodzity z kolekcji Katedry
Mikrobiologii i Chemii Srodowiska Wydzialu Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie. Szczepy o0znaczono
klasycznymi metodami mikrobiologicznymi.

4.11.1. Metody stosowania preparatow ro$linnych w podtozu

Preparaty uzyskane z suchych lisci malin i jezyn (p. 4.10) rozpuszczono nastgpnie w 5 mL
etanolu (70 g/100 mL) uzyskujac roztwor etanolowy zawierajacy 9100 pg suchych preparatow w
10 pL etanolu. Wrazliwos¢ badanych mikroorganizmdéw na przygotowane roztwory etanolowe
zawierajace suche preparaty z li§ci malin i jezyn okre§lono metoda studzienkowa i krazkowa [67].

W przypadku metody studzienkowej, odpowiednia pozywke wlewano do szalek Petriego; po
zestaleniu si¢ pozywki, za pomoca sterylnego korka wycinano studzienki o $rednicy 8 mm, do
ktorych nastgpnie wprowadzano 10-40 uL etanolowego roztworu zawierajacego suche preparaty.
W przypadku metody krazkowej, papierowe krazki o §rednicy 5 mm umieszczano na powierzchni
odpowiedniej pozywki i nanoszono na nie 10-40 pL etanolowego roztworu zawierajacego suche
preparaty. Dziatanie hamujace badanych roztwordéw oceniano na podstawie S$rednicy strefy
zahamowania wzrostu mikroorganizmow.

4.11.2. Metody stosowania antybiotykéw w podtozu

Oznaczenie wrazliwosci szczepéw na antybiotyki wykonano metoda antybiogramu. Zakupiono
gotowe krazki nasaczone antybiotykami (Pol-Aura), nastgpnie na powierzchni¢ odpowiedniej
pozywki nanoszono badany szczep. W kolejnym etapie krazki z antybiotykami umieszczano na tak
przygotowanym podilozu, a pomiary wykonywano w trzech powtorzeniach. Wplyw na
poszczegdlne szczepy oceniano mierzac wielko$¢ stref zahamowania wzrostu.

4.12. Pomiar lipofilowosci preparatéw naturalnych

W celu okreslenia lipofilowosci P1 i P2 zbadano warto$ci wspotczynnika podziatu n-
oktanol/woda (P). Ocena lipofilowosci preparatow polegata na wyznaczeniu ich wspdlczynnika
podzialu pomigdzy dwie niemieszajace sig¢ ciecze, n-oktanol i wodg, ktére dobrze modeluja
wlasciwosci struktur komorkowych. Wspoétczynnik podzialu wyrazono jako stosunek logarytmow
stgzen substancji w obu fazach [53].

Logarytm wspolczynnika podzialu (logP) n-oktanol/woda wyznaczono metoda
spektrofotometryczna. Analizy przeprowadzono na aparacie Thermo Scientific GENESYS 50.
LogP wyznaczono dla sumy zwiazkoéw posiadajacych
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w zakresie dlugosci fal 230-400 nm. Stosunek stgzen zwiazkéw w P1 i P2 wyznaczono na podstawie
bilansu masowego i zatozenia, ze prawo Lamberta-Beera jest spetnione w badanym zakresie 230-400
nm, co mozna zilustrowa¢ rOwnaniem

I I
c  C_o  so_g M @p0dA = 2AdA

P= @) = Y= =0 & @
Cw Cw S J' )(A)

(
,\21)Ad/\

gdzie Cp,)i Cpp)to stezenie sumy zwiazkow odpowiednio w warstwie n-oktanolu i w warstwie wodnej, S
to obszar pod widmem UV-Vis, 4 to absorbancja, 0 to indeks gérny w preparacie przed ekstrakcja, a A
to dtugo$¢ fali.

Nastgpnie zmieszano 5 mL n-oktanolu z 5 mL wody w stosunku 1:1, zawierajac badany
preparat (P1 i P2) w ilosci 50 pL. Nastgpnie mieszaning wytrzasano na wytrzasarce (TS-2 Orbital
Shaker) w stalej temperaturze 25° C przez odpowiedni czas, az do osiagniecia stanu rOwnowagi, przy czym
temperatur¢ kontrolowano za pomoca termostatu zanurzeniowego. Sumy stezen zwigzkow
obecnych w analizowanych preparatach zostaly wyznaczone.
za pomoca spektrofotometrii przy dtugosci fali 230-400 nm (rysunek 5). Ponadto dla kazdego badanego
preparatu wykonano proby $lepej w tych samych warunkach. W tym celu n-oktanol zmieszano z
woda w stosunku 1:1, a nastgpnie zastosowano powyzsza procedurg [53].

4.13. Analiza statystyczna

Wiyniki zostaly przedstawione jako $redniat odchylenie standardowe (SD). Do analizy
mikrobiologicznej zastosowano  jednoczynnikowa  analizg wariancji (ANOVA).
Przeprowadzono analiz¢ skupien w celu okre$lenia wplywu na badane mikroorganizmy
roztworow etanolowych zawierajacych suche preparaty z liSci malin i jezyn. Na tej podstawie
oceniono wplyw réznych dawek roztworu etanolowego na badane mikroorganizmy. Istotno$c
réznic pomigdzy poszczegdlnymi grupami oceniano testem Tukeya (p< 0,05). Ponadto, istotnos$¢
réznic migdzy grupami w testach dezynfekcji powierzchni i dezynfekcji rak oceniano za pomoca
testu Wilcoxona (p > 0,01). Obliczenia statystyczne przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania
Statistica 13 PL (StatSoft, Krakow, Polska).

Wszystkie eksperymenty zostaty przeprowadzone niezaleznie w trzech powtdrzeniach i
wykonano co najmniej trzy analizy na replikacjg.

5. Whnioski

W niniejszym badaniu szczegdlna uwage poswigciliémy gatunkom z rodzaju Rubus ze
wzgledu na ich aktywno$¢ biologiczna i przeciwutleniajaca, zwiazki biologicznie czynne oraz
zawartos$¢ polifenoli. Wykazano, ze preparaty 1 i 2 zawieraja zwiazki biologicznie czynne (tabela 1,
rysunki S1-S3) oraz wykazuja aktywnos$¢ przeciwutleniajaca i przeciwdrobnoustrojowa wobec szczepow
wyizolowanych ze $rodowiska, a takze wobec bakterii referencyjnych (tabele 2-5, tabele S1-S3,
rysunki 3 i 4).

Dodatkowo, ilosciowa metoda oznaczania aktywnosci bakteriobdjczej i grzybobdjczej
chemicznych $rodkow dezynfekcyjnych i antyseptycznych (PN-EN 13697:2019) jednoznacznie wykazata, ze
otrzymane preparaty o obnizonej zawartosSci ectanolu wykazuja aktywnoS$¢ bakteriobdjcza i
grzybobodjcza na powierzchniach. Ponadto badania dezynfekcji rak zgodnie z norma PN-EN
1500:2013 z wykorzystaniem preparatow otrzymanych z lisci R. idaeus L. 1 R. fruticosus L.
potwierdzily ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec Escherichia coli K12 NCTC 10538. Dodatkowo
Urzad Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Produktéw Biobdjczych
(Warszawa, Polska) wydat pozwolenia na stosowanie naturalnych produktéw biobodjczych (P1 i
P2).

Najwyzsza aktywnos$¢ przeciwbakteryjna (strefa zahamowania wzrostu 21,7 mm w
przypadku P1 i strefa zahamowania wzrostu 19,7 mm w przypadku P2) wykazano wobec szczepu
referencyjnego Streptococcus intermedius (Tabela 6). Trichothecium roseum byl wrazliwy na preparat
malinowy, w przeciwienstwie do wszystkich testowanych antybiotykow, ktére nie wykazywaly
aktywnosci wobec wyizolowanego szczepu Trichothecium roseum (rysunek 3). Co wigcej,
preparat malinowy wykazywal wyzsza aktywno$¢ niz doksycyklina wobec szczepu Klebsiella pneumoniae
i wykazywal wyzsza aktywno$¢ niz doksycyklina.
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statystycznie istotnie wigksza stref¢ zahamowania wzrostu (8,3 mm) niz testowany antybiotyk (5,7
mm); patrz Tabela 6.

Badania lipofilowo$ci wykazaly, ze badane preparaty otrzymane z liSci R. idaeus L. 1 R.
Sfruticosus L. sa wysoce hydrofilowe. Zgodnie z uzyskanymi wynikami, wysoka zawarto$¢
polifenoli i innych zwiazkow biologicznie czynnych mozna uzna¢ za jeden z parametrow
odpowiedzialnych za skuteczna aktywnos$¢ biologiczna preparatéw roslinnych pozyskiwanych z
dzikich gatunkow ro$lin z rodzaju Rubus. Naturalne preparaty moga dziata¢ jako S$rodki
dezynfekujace stosowane w sektorze spozywczym, przemystowym i domowym oraz w obiektach
uzytecznosci publicznej. Ponadto ich wysoki potencjal antyoksydacyjny moze pozwoli¢ na
zastosowanie ich jako dobrych naturalnych zrodet do wykorzystania w przemysle kosmetycznym i
farmaceutycznym.

Materialy  uzupelniajace:  Nastgpujace  informacje  uzupeliajace  mozna  pobra¢  ze  strony:
https://www.mdpi.com/article/10.3390/molecules27175486/s1 . Dane uzupelniajace: Chromatogram GC-MS
preparatu 1 (P1) otrzymanego z liSci Rubus idaeus L. (Rysunek S1), Chromatogram G C - M S preparatu 2 (P2)
otrzymanego z liSci Rubus fruticosus L. (Rysunek S2), Struktury zwiazkow zidentyfikowanych w badanych preparatach
otrzymanych z liSci R. idaeus L. 1 R. fruticosus L. (Rysunek S3), Wartos$ci posortowane dla analizy statystycznej
preparatow roslinnych P1 i P2 oraz preparatu referencyjnego (PR), zgodnie z norma EN 1500:2013 przeciwko
szczepowi Escherichia coli K12 NCTC 10538 (Tabela S1), Wyniki testow dezynfekcji preparatow roslinnych zgodnie z
norma EN 13697:2019 (Tabela S2), Wyniki testow dezynfekcji preparatow roslinnych zgodnie z norma EN
13697:2015 (Tabela S3).

Wklad autoréw: Konceptualizacja, L.K., E.K.; pisanie - recenzja i edycja, L.K., A.N. i E.K.; metodologia, £.K.,
AN. i K.C; recenzja, R.P. i AK.; analiza formalna, £L.K., EK. i AXN.; pisanie - przygotowanie oryginalnego
projektu, £.K., AN. i E.K.; oraz nadzor, A.K. i R.P. Wszyscy autorzy przeczytali i zgodzili si¢ na
opublikowana wersj¢ manuskryptu.

Finansowanie: To badanie nie otrzymato zadnego zewngtrznego

finansowania. O$wiadczenie Institutional Review Board: Nie dotyczy.

Oswiadczenie o Swiadomej zgodzie: Nie dotyczy.

Oswiadczenie o dostepnosci danych: Dane przedstawione w tym badaniu sa dostgpne w tym artykule.

Konflikt interesow: Autorzy nie zgltaszaja konfliktu interesow.
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