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Streszczenie Metody

Projekt opiera sie na szerokim studium wptywu ekstraktow z zywic kopalnych (bursztyn battycki, Do przygotowania ekstraktow wykorzystywano nastepujace rozpuszczalniki:
oursztyn meksykanski, cedaryt — kredowy bursztyn kanadyjski) oraz subfosylnych (gedanit, kopal DMSO (dimetylosulfotlenek), etanol, aceton, chloroform.

Kolumbijski) na wzrost wybranych mikroorganizmow. W toku badan zostat wyselekcjonowany Badaniom poddano wodny roztwér kwasu 1,4-butanodiowego.

ekstrakt, ktory wykazuje silne wiasciwosci bakteriobojcze w kierunku bakterii Gram dodatnich

(Staphylococcus aureus - szczep wzorcowy z Polskie] Kolekcji Mikroorganizmow oraz szczep Wptyw substancji na mikroorganizmy badano za pomocg nastepujgcych metod:
lekooporny - MRSA; Bacillus subtilis; Enterococcus faecalis). Okreslono wskaznik MIC ( ang. minimal ->Metoda dyfuzyjno — krazkowa (Kirby — Bauera)

Inhibitory concentration) ekstraktu dla wybranych szczepow mikroorganizmow. Udowodniono, ze czysty >Metoda seryjnych mikro-rozcienczen (na ptytce titracyjnej 96-dotkowej)

kwas 1,4-butanodiowy wykryty w ekstrakcie podczas analiz HPLC-QToF-MS ma hamujgcy wptyw na >Metoda ptytek gradientowych (Ryc. Nr 3)

wzrost wszystkich badanych mikroorganizméw, na podstawie czego wnioskuje sie iz kwas 1,4-

butanodiowy jest jedng z substancji majacych kluczowe znaczenie w bakteriobojczej aktywnosci W celu badania jakosciowego sktadu ekstraktu wykorzystano nastepujgcag metode:
bursztynu battyckiego. InformaCje uzyskane w toku badan dajg duze nadzieje na mozliwe zastosowanie QWysokosprawna Chromatograﬁa cieczowa sprzezona ze spektrometria mas
opracowanych ekstraktow w leczeniu zakazen lekoopornymi bakteriami (m.in. S.aureus — przyp.) (HPLC-QToF-MS)

bedacych coraz wiekszym problemem medycyny, poprzez aplikacje do konwencjonalnych srodkow

powierzchniowo czynnych oraz nowej generacji materiatow opatrunkowych ze stopniowanym systemem
uwalniania substancii. Przygotowac 12,5 ml pozywki LA lub SAB. Dextrose Agar, wlac

. | | na szalke Petriego
Ry S h I S t O ry C Z n y A M B ( 7 12,5 ml rozgrzanej pozywki state;
In times of Plague, thofe who work in Amier at Ko S —

ningsherg are faid to be never infe@ted ; whence it is held
a Prefervative—~It is efteem’d 2 Lithonthriptick Diure- «

Wedtug danych historycznych, najstarsze
ozdoby 1 amulety wykonane z Dbursztynu
battyckiego pochodzg z paleolitu. Bursztyn
battycki towarzyszy ludziom niemalze od zawsze.

Czysta pozywka
przed zastygnieciem

| _ Sy ”, tick, and Promoter of the Menles, | Zanim pozywka zastygnie ustawié szalke pod odpowiednim katem, aby
Poza swoim pieknem budzit ciekawosc ze g Jilineuith A 1 , : , . . . L , .
wzgledu na wiasciwosci elektrostatyczne ale tez ome alitinguith Awmwer wit regard to 1ts Colours, into pozywka pokryta regularng, gtadkg powierzchnig o roznej grubosci cate
yellow, white, brown, and black—But the two latter are 1 dno szalki

doszukiwano sie w nim leku na wiele choréb. W

fuppofed of a different Nat ination -
podaniach ludowych z pokolenia na pokolenie . .rh: ; ure and Denomination 5 the one

call'd 7oz, the other Ambergreafe. Sce AMpErGREASE.

przekazywane byty informacje o leczniczych - The white is moft valued £ s : Zestalona
wrecz magicznych wiasciwosciach bursztynu 1 n s..n.3 £.b.oon 1 e Medicinal Ufes, as being 1 czysta oodstanka
battyckiego. Ryc. Nr 1 Fragment encyklopedii E.Chambersa PReyIEe

Przez wieki sukcynit w postaci surowych, nieoszlifowanych brytek,
pytu, oktadow, masci czy nalewki stosowano na wiele chordb: od tych
pochodzenia bakteryjnego np. dzumy, do schorzen reumatycznych |
choréb uktadu nerwowego (Duffin, 2015). Wzmianke o leczniczych
wtasciwosciach sukcynitu podczas epidemii dzumy znajdziemy takze w

Po zastygnieciu pierwszej warstwy ustawiC szalke poziomo i dopeftnic
12,5 ml okreslonej pozywki z wprowadzonym badanym zwigzkiem
uzyskujac rosngcy/malejgcy gradient stezenia tego zwigzku

dziele angielskiego encyklopedysty_Ephrain’a (_‘,_hambe’rs’a Z 17_28 roku ~estalona ggzt/%\'/iga
(Chambers, 1728) [Ryc. Nr 1]. O ile w kwestii badan geologicznych, czysta S Dadanym
fizycznych oraz chemicznych powstato wiele wspotczesnych pozywka zwiazkiem

opracowan szeroko poruszajgcych tematyke bursztynu, o tyle
ciekawym jest ze kultywowane przez wieki podania ludowe | wierzenia
na temat leczniczych wifasciwosci bursztynu opracowywane sg Ww
ramach publikacji z dziedziny historii dopiero w XXI wieku a wiele z nich
— Jak zastosowanie nalewek czy produktow destylacji bursztynu czeka
jeszcze na zebranie w jedno miejsce (Duffin, 2015). Wiele dziet
poruszajgcych tematyke leczniczych wiasciwosci sukcynitu zostato

Ryc. Nr 3 Procedura przygotowania ,ptytek gradientowych”
— z linlowg zmiang stezenia badanej substanciji.

Materiaty

zapomnianych | czeka na ttumaczenie (Aurifaber, 1551) [Ryc. Nr 2]. Ryc. Nr 2 Strona tytutowa |
) _ dzieta A.Aurifabera Ryc. Nr 4 Zywice kopalne wykorzystane w badaniach — lokalizacja zt6z
1. Brak wspétczesnych danych naukowych w obszarze aktywnosci Bursztyn

baitycki

. Gedanit

biologicznej bursztynu baityckiego. - Postanowiono zweryfikowac
wielowiekowe wierzenia ludowe za pomocg nowoczesne| aparatury laboratoryjne).

2. Rosnacy problem lekoopornosci bakterii chorobotworczych - potrzeba Cedaryt ‘

poszukiwania nowych rozwigzan i srodkow skutecznych w leczeniu oraz przydatnych
w kwestii zrozumienia mechanizmow nabywania przez bakterie opornosci na leki.

Cel badaﬁ Bursztyn ‘ Kopal kolumbijski

meksykanski
Celem projektu jest zbadanie wptywu ekstraktow z bursztynu battyckiego oraz

wyodrebnionych substancji potencjalnie w nich wystepujacych na wybrane mikroorganizmy

(m.in. chorobotworcze) oraz wykrycie substancji czynnych wystepujgcych w ekstraktach.

Podjeto sie sprawdzenia korelacji miedzy obecnoscig w korze bursztynu battyckiego

duzych ilosci kwasu 1,4-butanodiowego a rzeczywistymi witasciwosciami bakteriobojczymi

ekstraktow pozyskanych z bursztynu niepozbawionego zwietrzeliny — tzw. kory.

Celem byto rowniez zbadanie, czy ekstrakty z innych zywic kopalnych oraz zywic

subfosylnych wykazuja aktywnos$é biologiczna wobec mikroorganizméw. @ Kopane @ subfosyine

W badaniach wykorzystywano nastepujgce szczepy bakteryjne:

H I O t eza « S. aureus PCM2602, Methycillin Resistant S. aureus,
p « E.coliPCM 2561,

 P. aeruginosa PCM2562,
« B. subtilis,
* E. faecalis; Oraz szczep grzybowy: C. albicans PCM2566

Ekstrakty z bursztynu baityckiego wykazuja aktywnosc
bakteriobojcza
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Ryc. Nr 11 Fragment wynikéw analizy jakosciowej ekstraktu —

P r Z e b I e g bad a ﬁ potwierdzenie obecnosci kwasu 1,4-butanodiowego w ekstrakcie

%105 Cpd 7: Succinic acid: <none>: C4 H6 O4: 0.654 118.0272: -ESl MFE Spectrum (...
_ ) 1.51
Research SurOWIe.(’) dO. ba.dan' Przygotowanie Wstepne badania Najsilniejszy ROozZSzerzenie 1
literaturowy O rodzajow zywic 19 ekstraktow mikrobiologiczne ekstrakt 3 mikro-
kopalnych i subfos. J padan mikro 0.5.
niologiczych
W n - k . Ryc. Nr 5 Etapy prowadzenia badan j(;\/ll(lc;)éig\r,]vagliza m:n' 1171 1172 1 hgm[;;ﬂ?ngw Hass,m15harg 1&2 78 1179 118
y I I ekstraktu mj;m.m-;rg =1 M:;I;H‘-lﬂz :::';::an'd [1:1:4}
118.0229| -1 | 10530|Succinic acd (M-H})-
Cpd 7: Succinic acid; <none>; C4 HG Od4; 0.654 118.0272: -ESI| Scan (0.643-0.6...
—->Wyselekcjonowano ekstrakt o najsilniejszych wtasciwosciach bakteriobojczych — ekstrakt z m?- p |
oszlifowanego bursztynu battyckiego. MIC dla 0.8,
—->Wykazano, ze ekstrakty z gedanitu, cedarytu, bursztynu meksykanskiego oraz kopalu kwasu 1,4- 0.6 3012164
kolumbijskiego nie wykazujg wtasciwosci bakteriobdjczych w kierunku S.aureus, E.col, butanodio- 0.4 435 3045 6034388
P.aeruginosa, C.albicans. wego 0.2/ 8055708
- Ekstrakt z oszlifowanego bursztynu battyckiego wykazuje wiasciwosci bakteriobojcze w Do A Ve e VR | vV R
kierunku S.aureus w stezeniu > 1,6 mg/ml (Minimal Bactericidal Concentration). Nie wykazuje '""33.33:3 a "’o;.:ss
ograniczajgcego wptywu na E.coli, P.aeruginosa, C.albicans. ZSre| T e
- Kwas 1,4-butanodiowy wykazuje dziatanie hamujgce wzrost S.aureus (MIC>5,473 mg/ml), R RS W
E.coli (MIC>5,473 mg/ml), P.aeruginosa, C.albicans. e
- Ekstrakt jest skomplikowang mieszaning kilkuset réznorodnych organicznych zwigzkéw T EE T
chemicznych. x1016‘ ?pd 7: Succinic acid; <none>; C4 H6 O4: 0.654 118.0272: -ESI EIC(117.0199, 11
0.8
0.6-
Ryc. Nr 6 Fotografie posiewow rozcienczen dziesietnych ekstraktu ]
z oszlifowanego bursztynu battyckiego inokulowanych 5T 07 05 0405 g8 07 0B e
S' aureus’ E COII oraz C a|b|CanS x10 4 Cpd 7: Succinic acid; <noCr:¢)eu>mZZsH6Cg::S(l)t.K6)g4Tl1n:: g;!;z) -ES| ECC Scan Frag...

S.aureus PCM 2602 E.coli PCM 2561 C.albicans PCM 2566 0.654

il

6.4 mg ekstraktu 0.2Zmg ekstraktu

3.2 mg ekstraktu 0.1 mg ekstraktu CO b kV(ﬂ-O\AO

0.644 0.646 0.648 g.és 0.6'53 0.654 Qr656 0658 0.66 0.662 0.664
ounts vs. CQUISIIIOI’\ me mm

Ryc. Nr 12 Badanie wplywu kwasu 1,4-butanodiowego na wzrost
S. aureus, E. coli, P. aeruginosa oraz C. albicans metoda piytek
gradientowych

0.1 mg ekstraktu

y Carr/CDC Staphylococcus aureus

0,05 mg ekstraktu . o ciece
Malejqce stezenie

badanej substancji

2 DN E N4 R/ M4 ’ W pozZywce.

"‘\'. l",‘,l

S. aureus, czystapozywka 0
0,025 mg ekstraktu 0.8 mg ekstraktu 0,025 mg ekstraktu S. aureus, kwash. do 3% w pozywce.
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0,025 mg ekstraktu 0.8 mg ekstraktu

» |
0,0125 mgz ekstraktu 0.4 mge ekstraktu 00125 me ekstraktu 0L mgz ekstraktu 00125 mg ekztraktu \ \/ \/ \/ \j
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omg ekstraktu K {-) 0.5 mg Kn. K{+) Omg ekstraktu K(-) 05 mg Amf. K(+) Omg ekstraktu : -

Ryc. Nr 8 P’rytka titracyjna 96- do’rkowa

E.coli, czystapozywka

E.coli, kwash. do 3% w pozywce. C. albicans , czystapozywka Sab.
' LA —kontrola.

Dextrose Agar—kontrola.

Kontroless

Ryc. Nr 9 Pomiary spektrofotometryczne seryjnych rozcienczen ekstraktu z oszlifowanego bursztynu
baityckiego inokulowanych S. aureus PCM 2602 (2 powtorzenia: E1, E2). Analogiczne badanie wykazato brak

. i : : . P.aeruginosa, czysta P.aeruginosa, kwash. do3% wpozywce. C. albicans kwash. do 3% w pozywce.
hamujgcego wptywy ekstraktu z oszlifowanego bursztynu battyckiego na E. coli PCM2561 oraz C. albicans PCM2566 pozywka LA—kontrola.
S. aureus 12 L t
1 (K- 2 3 4 5 6 7 8 9 £e H I at U I a
PCM 2602 (K-) (K+) I
E1 | 0,046 0,581 0,336 0,207 0,122 0,083 0,064 | 0,052 0,046 0,044 | 0,042 1,054 . Baza danych skiadnikéw produktow zywnosciowych http://Food-
T=0hsS. E2 0,041 0,619 @ 0,327 | 0,190 0,124 0,085 0,066 0,054 0,047 | 0,044 | 0,042 1,019 Info.net

2. Baza danych zwigzkow chemicznych zarzgdzana przez National
Center for Biotechnology Information (NCBI),2015.

E1 0,047 0,215 0,166 }; 0,132 0,234 | 0,399 @ 0,444 | 0,356 @ 0,316 | 0,325 | 0,340 | 0,286 http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

T=21hS.

E2 0,042 0240 0204 | 0,128 01185 0,394 0439 0354 0334 0315 0,353 0,284 3. Bursztynisko, 2005-2014. Czasopismo Migdzynarodowego
Stowarzyszenia Bursztynnikow. Gdansk
. : .. : 4. Chambers E., Cyclopaedia, or, an Universal Dictionary of Arts and
Stezenia okstraktu powoduigos Stezenie graniczne Sciences, 1728, Great Biitain
rOZpuszczalpIka hamuja_ce 5. Gao Z., Shao J., Sun H., Zhong W., Zhuang W., Zhang Z., 2012.
wzrost komorek bakteryjnych Evaluation of different kinds of organic acids and their antibacterial
) ) activity in Japanese Apricot fruits. African Journal of Agricultural
W k Research 7(35):4911-4918.
n I O S I Ryc_ Nr 10 Minimalne Steienie badanych SUbSt 6. Ho’rderna-Kdeia E., 2010. Dziatanie SUbStaani OlejkowyCh na
ograniczajace rozwéj S.aureus PCM 2602 bakterie | grzyb.y. Postepy.FltoteraPu. 1: 3-8. | |
ki Kkaznik K K lif /. Hotderna-Kedzia E., Kedzia B., Mscisz A., 2009. Poszukiwanie
1. Niski  wskazni MIC ekstra tu__ Z 05z Owaneqo 6 - wyciggow roslinnych o wysokiej aktywnosci antybiotycznej. Postepy
bursztynu battyckiego dla bakterii S.aureus daje duze Img/ml] Fitoterapii 1: 3-11.
nadzieje na mozliwos¢ wyodrebnienia z ekstraktu " 8. Hryniewicz Waleria et al, 2001. Rekomendacje doboru testow do
substancji aktywne] bgdz stosowanie catego ekstraktu oznaczania wrazliwo$ci bakterii na antybiotyki i chemioterapeutyki.
w leczeniu trudno gojacych sie zakazen. Krajowy Osrodek Referencyjny ds. Lekowrazliwosci |
= Drobnoustrojow. Centralne Laboratorium Surowic i Szczepionek.
2 Wvk e = 2o o [ Warszawa.
- yvykazane w _pracy a e.rlo 0JCzC WaSC.IWOSCI wasu E 9. Kunicki — Goldfinger W. J. H., 2006. Zycie bakterii. Wydawnictwo
1,4 — butanodiowego w kierunku wszystkich badanych Naukowe PWN. Warszawa.
SZCzepow b_akterYJnyCh mogag dawa_é nad2|e_Je na Nnowe Z 10. Markiewicz Z. Kwiatkowski Z. A.,2012. Bakterie, antybiotyki,
zastosowanie kwasu 1,4-butaonodiowego jako srodka lekoopornosé. Wydawnictwo Naukowe PWN. Warszawa.
bakteriobdjczego w  przemysle farmaceutycznym £ 11. Matuszewska A., 2010. Bursztyn (sukcynit), inne zywice kopalne,
| spozywczym. subfosylne i wspotczesne. Oficyna Wydawnicza \Wactaw Walasek.
0 Katowice.
3. Za pomoca opracowanej w badaniach metody ekstrakcii. _ Badana 12. Skrivanova E., Marounek M., Benda V., Brezina P., 2006.
P 90P J Y J 1 - Ekstrakt z b.b.oszlifowanego Susceptibility of Escherichia coli, Salmonella sp. And Clostridium

mozna otrzymac ekStra!(t 0 potencjale bakteriobojczym 2 — Kwas 1,4-butanodiowy substancja perfrigens to organic acids and monolaurin. Veterinari Medicina
tylko z bursztynu battyckiego. 51:81-88.



