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w badaniach in vitro

The Effect of Garlic Oil on Lactobacillus Bacteria in Tests in vitro

Saprofityczna flora bakteryjna przewodu pokarmowego towarzyszy organi-
zmowi gospodarza przez cale zycie, nie tylko nie czynigc mu szkody, ale poma-
gajac, np. w procesach trawienia, syntezy witamin. Jest waznym elementem
odpornosci nieswoistej, odpowiadajacej za unieczynnianie zwiazkéw mutagen-
nych i rakotworczych, bierze udziat w wytwarzaniu wielu witamin, ogranicza
wchianianie cholesterolu oraz na zasadzie antybiozy uczestniczy w obronie
przed drobnoustrojami patogennymi [8, 10, 12]. Naleza do niej bakterie z ro-
dzajow Bifidobacterium, Clostridium, Peptostreptococcus, Fusobacterium,
Lactobacillus, Enterobacterium, Enterococcus, Eubacterium i grzyby rodzaju
Saccharomyces. Ochrona przed bakteriami chorobotwérczymi, czyli dziatanie
probiotyczne, jest jedna z wazniejszych funkcji rodzimych drobnoustrojéw
przewodu pokarmowego. Koncentrujgc si¢ w tym zakresie na bakteriach grupy
Lactobacillus, wyr6zni¢ mozna dwojaki sposob realizowania tego celu. Wytwa-
rzaja one tzw. bakteriocyny (np. Lactobacillus acidophilus — laktacyne i acido-
filucyne, Lactobacillus lactis — laktacyng, Lactobacillus brevis — brewicyng),
wybidrezo ograniczajace rozwéj innych drobnoustrojéw, m.in. wielu gatunkéw
z rodzaju Salmonella, a takze produkuja takie substancje, jak kwas mlekowy czy
H,0,, ktére chronig dolne odcinki przewodu pokarmowego przed zasiedlaniem i
rozwojem bakterii chorobotwérczych oraz nadmiernym namnazaniem sig¢ bakte-
rii gnilnych. Drugi sposéb dziatania probiotycznego polega na stymulowaniu
ukladu immunologicznego organizmu gospodarza do produkcji przeciwcial
zwalczajacych specyficzne patogeny [5, 6].
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Prawidtowa co do sktadu gatunkowego i ilosci mikroflora saprofityczna jest
jednym z gtéwnych warunkéw zdrowia zwierzat. Homeostaza mikrobiologiczna
przewodu pokarmowego moze zosta¢ zakldécona w wyniku bledow zywienio-
wych, stresu, stanéw chorobowych w obrebie uktadu pokarmowego oraz ubocz-
nych efektoéw terapii farmakologicznej. Odbudowie i utrzymywaniu korzystnego
sktadu mikroflory jelitowej sprzyja wprowadzenie do diety $rodkéw bakterio-
boéjczych dla drobnoustrojéw patogennych, gléwnie antybiotykéw paszowych,
lub produktéw prebiotycznych (wspomagajacych namnazanie bakterii saprofi-
tycznych), takich jak oligosacharydy, zakwaszacze i ziota [7].

Szczegédlnie wykorzystywanie ziét jako dodatkéw paszowych modyfikuja-
cych mikroflor¢ przewodu pokarmowego wydaje si¢ interesujace ze wzgledu na
zawarto$¢ w nich zwiazkéw o dziataniu antybiotykowym, nazwanych fitoncy-
dami. Nalezaca do tej grupy allicyna, wystepujaca w olejku czosnkowym, ma
uznane wlasciwosci bakteriobdjcze i bakteriostatyczne. Dosy¢ doktadnie pozna-
no mechanizm dziatania fitoncydéw zawartych w wybranych ziotach na drobno-
ustroje patogenne [2, 3, 4], lecz relacje te w odniesieniu do mikroflory saprofi-
tycznej przewodu pokarmowego nadal pozostaja w sferze badan do$wiadczal-
nych prowadzonych in vitro i in vivo. Ze wzglgdu na duza r6znorodnos¢ i sze-
rokie spektrum dziatania metabolitow wtérnych zawartych w ziotach interesuja-
ce jest stosowanie tej grupy dodatkéw jako produktéw prebiotycznych, w szcze-
golnosci wraz z preparatami probiotycznymi [9].

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto szczepéw bakterii kwasu mlekowego Lactobacillus rhamnosus. Ampulke za-
wierajaca co najmniej 100 mln zywych bakterii kwasu mlekowego rozpuszczono w 5 ml pozywki
Eijkmana, ktéra zawierala w 1000 cm’: pepton 10 g, NaCl 5 g, laktoze 10 g, wode destylowana
uzupetniona do 1000 cm’.

Bakterie inkubowano w temp. 37°C przez 24 godziny. Przygotowano 54 podioza po 14 ml na
bazie pozywki Eijkmana z dodatkiem 1% roztworu alkoholowego purpury bromokrezolowej i 2%
agaru. Podloze sterylizowano w temp. 121°C przy cisnieniu 1 at. przez 15 minut. Do wyjatowio-
nych podtozy dodano w ilosci 0,02 ml hodowli bakterii i wymieszano w czasie jednej minuty na
wytrzasarce w celu réwnomiernego rozprowadzenia.

Przygotowano na bazie 100% olejku czosnkowego firmy KRKA osiem wodnych roztworéw o
nastgpujacych stezeniach: 50%, 36%, 19%, 11%, 6%, 3%, 1,5%, 0,75%. Emulgatorem byt TRI-
TON X-100 (t-Octylphenoxypoly-ethoxyethanol) dodany w ilosci 0,05%.

Zaszczepione podtoza umieszczono na plytkach Petriego. Na ustalone podioza stawiano cy-
linderki o wymiarach 10x6 mm, wykonane ze stali nierdzewnej i kwasoodpornej (1H18N9T),
ktére napetniono 0,3 ml danego roztworu olejku czosnkowego. Po napehieniu cylinderkow plytki
inkubowano w temperaturze 37°C przez 48 godzin. Po okresie inkubacji poréwnywano wielko$é
stref przebarwienia przy zastosowanych stezeniach olejku czosnkowego. Rozwéj bakterii Lacto-
bacillus rhamnosus w grupach oceniano posrednio poprzez pomiar koncentrycznej strefy prze-
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barwienia wokot ustawionych cylinderkéw zawierajacych czynnik do$wiadczalny. Wyliczono
$rednie pola powierzchni omawianej strefy dla sze$ciu powtérzen w grupie. Zaprezentowane
wyniki to procentowy udzial strefy wzrostu w catkowitej powierzchni plytki Petriego. Istotnosé
réznic migdzy grupami wyznaczono testem t-Studenta.

OMOWIENIE WYNIKOW

W przeprowadzonym eksperymencie stwierdzono stymulujace dziatanie wy-
ciagu eterowego z czosnku na wytwarzanie kwasu mlekowego oraz zaobserwo-
wano jego zwiazek ze stezeniem czynnika dos$wiadczalnego. Poniewaz ilos¢
kwasu mlekowego wytwarzanego przez bakterie grupy Lactobacillus jest bezpo-
$rednio zwigzana z tempem namnazania ich kolonii, przyj¢ta metoda moze by¢
traktowana jako wstgpna do oznaczenia wlasnosci prebiotycznych olejku czosn-
kowego. Wyniki do§wiadczenia zostaly przedstawione w tabeli:

Tab. 1. Strefa stymulacji wzrostu Lactobacillus rhamnosus w % pola powierzchni ptytki Petriego
The zone of stimulation growth of Lactobacillus rhamnosus in % of the area of Petri’s plate

Stezenie olejku czosnkowego % % powierzchni plytki

n X SD

0,0 6 0,0* 0,0
0,75 6 0,0* 0,0
1,5 6 3,55° 0,41
3,0 6 3,60° 0,38
6,0 6 9,67% 1,43
11,0 6 11,885 2,05
19,0 6 10,215 1,56
36,0 6 10,725 1,67
50,0 6 14,135 2,12

“PRéznice istotne przy P<0,05 *PRéznice istotne przy P<0,01

Przy zastosowaniu 0,75% olejku czosnkowego nie zaobserwowano wyraz-
nych réznic w poréwnaniu z prébg kontrolna, co uniemozliwilo oznaczenie
wielkosci pola powierzchni. Dla obydwu tych grup przyjeto wartosci 0%. Jasno-
z6lta barwa plytki agarowej $wiadczy o rownomiernym rozwoju kolonii Lacto-
bacillus rhamnosus. Dodatek 1,5% olejku czosnkowego spowodowal widoczne -
przebarwienie wokol baseniku, ktérego pole powierzchni (wraz z polem cylin-
derka) wyniosto 3,55% pola powierzchni plytki. Przebarwione pole pod wply-
wem 3% czynnika do$wiadczalnego stanowito 3,60% calej powierzchni. Inten-
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sywniejszy wzrost bakterii kwasu mlekowego przy dodatku 6% ekstraktu etero-
wego z czosnku zaobserwowano na 9,67% powierzchni ptytki. Centryczne pole
powierzchni z 11% roztworem wynosito 11,88% catosci. Dodatek 19% roztworu
olejku czosnkowego spowodowat zwigkszona produkcje kwasu mlekowego na
powierzchni 10,21% oraz odpowiednio trzydziestoszescioprocentowy roztwor
dat efekt 10,72% przebarwienia, a pigédziesigcioprocentowy — 14,13%. Wyha-
mowanie tempa wzrostu bakterii kwasu mlekowego przy zastosowanych wyz-
szych stgzeniach olejku czosnkowego wynika¢ mogto z fizycznego ograniczenia
rozchodzenia si¢ czynnika doswiadczalnego w ustalonym agarze.

W opracowaniach popularnych opisujacych preparaty farmakologiczne sto-
sowane jako dodatki w zywieniu czlowieka sugeruje si¢ wspotdziatanie prepa-
ratéw czosnkowych z bakteriami Lactobacillus. Przypisywane jest to jednak
rozpuszczalnym w wodzie fruktooligosacharydom. Przeprowadzone doswiad-
czenia z wykorzystaniem ekstraktu eterowego [1, 11] ukazuja szerokie spektrum
dziatania antybakteryjnego czosnku na bakterie gram-dodatnie i gram-ujemne, w
tym réwniez na mikroflore saprofityczna przewodu pokarmowego. W $wietle
przeprowadzonego eksperymentu celowe wydaje si¢ prowadzenie dalszych ba-
dan nad przedstawionym zagadnieniem przy zastosowaniu zréznicowanych
technik badan mikrobiologicznych.

WNIOSKI

Zastosowanie metody cylinderkowej w przeprowadzonych badaniach in vi-
tro pozwolito zaobserwowa¢ stymulujace dziatanie olejku czosnkowego na roz-
woj bakterii rodzaju Lactobacillus.

Prebiotyczne dziatanie olejku czosnkowego w istotny sposéb nasilato sig
wraz ze wzrostem jego stezenia w roztworach, ktérymi traktowano wysiane na
plytki Petriego kultury bakterii Lactobacillus rhamnosus.
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SUMMARY

The present feed regulation and proecological life style force the producers to use healthy feed

additives. Withdrawal of antibiotics from animal diets will make changes in the gut microflora. Its
stabilizers are probiotics, enzymes and herbs. Many herb compounds show bacteriostatic charac-
teristics. That is why the relationship of herbs with probiotical bacteria seems very interesting.
The experiment determined the influence of garlic oil on bacteria of the type Lactobacillus rham-
nosus. The experiment applied in vitro method. Strains of Lactobacillus rhamnosus were used to
treat garlic oil in 0.75%, 1.5%, 3.0%, 6%, 11%, 19%, 36% and 50% in water solution. The area of
the change of colours on Petri’s plate was an indicator of the pace of Lactobacillus rhamnosus
development. Garlic oil in high concentrations stimulated the development of Lactobacillus rham-
nosus. The results prove dependence of increasing garlic oil concentration in ground on its stimu-
lating effect on the studied strains from genus Lactobacillus.



BIBLIOTEKA GLOWNA¥

Akademil Roinicze)
w Lublinle

1T
\/oi.?,ﬁb bOO

UMCS

WYDAWNICTWO

WYDAWNICTWO
UNIWERSYTETU MARII CURIE-SKEODOWSKIEJ
P1. Marii Curie-Sktodowskiej 5, 20-031 Lublin
POLSKA




