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ABSTRACT

Lichen secondary metabolites are organic compounds produced by lichen in order to protect themselves against microorganisms,
parasites and harmful enviromental conditions. Interesting features of these substances were used in the ancient times for therapeutic
purposes (Opanowicz 2002 ). Anthraquinone (9,10-dioxoanthracene), produced in the thallus of Xanthoria parietina, is an example
of the secondary metobolite. Both this compound as well as others produced by the golden lichen exibit a wide biological and
antibacterial activity (Sobotta i in. 2010). Oral cavity is the living environment for many bacterial species. Some of them can lead to
serious health complications and demineralization of tooth enamel (Janczuk 2007). The aim of the studies was to prove antibacterial
properties of the lichen secondary metabolites which occur in the thallus Xanthoria parietina and to determine their practical
applications in different areas of human life. In order to achieve this goal bacterial cultivations of the dental plaque bacteria were
started on an agar plate. The growth of the bacteria was monitored every day and the date the first bacterial colonies appearead was
noted. After the bacteria had developed completely, they were exposed to the influence of the secondary metabolites extracted from
the thallus Xanthoria parietina. The results of the studies confirm the antibacterial properties of the lichen secondary metabolites.
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Wprowadzenie

Srodowisko jamy ustnej czlowieka zwiazane jest ze
sktadem chemicznym $liny, bedacej wydzieling gru-
czotow slinowych, zwanych §liniankami. Sktada sig¢
ona w 99% z wody. Pozostalg jej czg$¢ stanowia sktad-
niki organiczne i nieorganiczne oraz martwe i zywe ko-
morki warunkujace jej wlasciwosei (1). W slinie moz-
na wykry¢ obecnos¢ kationow sodu, potasu, wapnia

i magnezu oraz anionéw fluorkowych, chlorkowych,
jodkowych 1 wodoroweglanowych, a takze jonéw ro-
dankowych SCN- , pehigcych funkcje bakteriobdjcze
(Janczuk 2007). Do zwigzkéw organicznych wystepu-
jacych w §linie nalezg peptydy, histatyny oraz biatka.
W jamie ustnej rozmnazajg si¢ bakterie nazebne takie
jak:

Lactobacillus acidophilus (Moro 1900) Hansen &
Mocquot 1970 — bakteria dobrze rozwijajaca si¢ w bar-
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dziej zakwaszonym $rodowisku (ponizej pH 5.0) (Baa-
tiiin.);

Streptococcus mutans Clarke 1924 — paciorkowiec,
ktory jest jednym z gtownych czynnikow powstawania
prochnicy zebow;

Streptococcus sanguinis White and Niven 1946 —
paciorkowiec, bedacy stata czescig flory fizjologicznej
jamy ustnej;

Streptococcus mitis — pospolicie wystepujacy
W jamie ustnej paciorkowiec, majacy zdolno$¢ wywo-
lywania hemolizy krwinek, ktory moze by¢ przyczyna
zapalenia wsierdzia (Rézanski 2012).

Bakterie te, wytwarzajace kwasy, np. mlekowy,
powoduja spadek pH, co prowadzi do demineralizacji
szkliwa zebow (Sullivan i in. 2011). Prawidtowe pH
jamy ustnej powinno wynosi¢ od 6,8 do 7,2 (Zalewska
i1in. 2000).

Metoda zabezpieczajaca przed rozwojem bakterii
naz¢bnych jest utrzymanie statego pH jamy ustne;j.
Przy pH zblizonym do obojetnego nastepuje zahamo-
wanie rozwoju bakterii nazgbnych, a w zwigzku z tym
przeciwdziatanie demineralizacji szkliwa. Ogranicze-
nie rozwoju bakterii jamy ustnej powinno odbywac
si¢ przy uzyciu farmaceutykdéw o dzialaniu bakterio-
bojczym lub bakteriostatycznym. Preparaty te musza
wykazywaé skuteczno$¢ antybakteryjng, ale nie moga
stanowi¢ jakiegokolwiek zagrozenia dla zdrowia czlo-
wieka. Wydaje sie, ze takie warunki spetniajg wtorne
metabolity wytwarzane przez plechy porostow.

Wtoérne metabolity porostowe, zwane kwasami po-
rostowymi, to pochodne kwaséw thuszczowych i fenoli.
Porosty wytwarzaja je w celu obrony przed mikroorga-
nizmami i1 pasozytniczymi grzybami. Jednym z takich
porostow jest ztotorost scienny (Xanthoria parietina),
ktory wytwarza antrachinony, fallacinal, emodyny, te-
loschistin i kwas parietynowy. Zwigzki te stanowig od
0,1 do 10% suchej masy porostu, a zawartos¢ ta moze
wzrosna¢ nawet do 30% (Opanowicz 2002). Bakterio-
bojcze wilasciwosci kwasdéw porostowych wykorzy-
stywano juz w starozytnosci (Studzinska-Sroka 2008).
W celach leczniczych stosowano Evernia furfuracea,
Usnea barbata, Cladonia coccifera (Opanowicz 2002,
Studzinska-Sroka 2008), zwalczajac infekcje drog od-
dechowych, schorzenia watroby, zaburzenia jelitowe.
Podstawowym argumentem przemawiajacym za uzy-
waniem w leczeniu chorob bakteryjnych kwasoéw po-
rostowych jest bezpieczenstwo zdrowotne podczas ich
stosowania.

Srodki przeciwbakteryjne powszechnie stosowane

w pastach do zebdéw
Pasty do zgboéw, poza dziataniem pomagajacym
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W oczyszczaniu jamy ustnej, moga posiada¢ rowniez
wlasciwosci bakteriobojcze. Sktadnikiem odpowia-
dajacym za takie dzialanie moga by¢ zwiazki fluoru,
ktore wptywaja na metabolizm bakterii. Fluor hamuje
enolazeg, kluczowy enzym w procesach przemiany cu-
krow u bakterii. Kolejnym zwigzkiem dodawanym do
past jest triklosan, ktory charakteryzuje si¢ szerokim
spektrum dziatania na bakterie zarowno Gram-ujemne,
jak i Gram-dodatnie. Triklosan dziata hamujaco na pro-
ces biosyntezy kwasow thuszczowych bton komorko-
wych drobnoustrojow. Popularnym s$rodkiem o dziata-
niu przeciwbakteryjnym jest rowniez chlorheksydyna,
ktéra moze utrzymywac si¢ w jamie ustnej nawet dobe,
dzigki zdolnos$ci wigzania si¢ z grupami fosforanowy-
mi i karboksylowymi (Kasiak 2009).

Celem prowadzonych badan byto wykazanie bakte-
riobdjczych i bakteriostatycznych wtasciwosci kwasu
parietinowego ekstrahowanego z plechy Xanthoria pa-
rietina wptywajacego na bakterie nazgbne jamy ustne;.

Materialy i metody

Ekstrahowanie kwasow porostowych.

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 100 ml, za-
opatrzonej w chlodnice zwrotng, umieszczono 2 g
zmielonych fragmentow plechy ztotorostu $ciennego
i 50 ml acetonu. Zatozono chtodnic¢ i ogrzewano na
fazni wodnej w temperaturze 50-60°C (temperatura
wrzenia acetonu 56,05°C) przez okoto 120 minut. Wy-
studzong mieszaning reakcyjna przesaczono do osob-
nej zlewki. Surowy produkt pozostawiono do momen-
tu odparowania acetonu. Wtoérne metabolity porosto-
we wykrystalizowaty, tworzac igly lub ptatki. Probki
krysztalow naniesiono na szkietka podstawowe i ob-
serwowano przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego
NIKON AZ100, wykonujac cyfrowy zapis obrazu.

Przygotowanie podloza agarowego do hodowli kul-
tur bakteryjnych

Do przygotowania pozywki dla bakterii wykorzy-
stano granulowany agar-agar firmy Merck, wolny od
inhibitorow jako podstawowe podtoze hodowlane.
Wskazang pozywke zastosowano ze wzgledu na wy-
soka zawarto$¢ polisacharydow (ok. 90%). Sa one
czeSciowo zwigzane z kwasem siarkowym. Ogodlna
zawartos¢ reszt kwasu siarkowego wynosi 0,3—5%.
Podtoze agarowe przygotowano na 3 szalkach Petrie-
go. Na dwoch testowano wptyw kwasu parietinowego
na rozwoj kolonii bakterii nazgbnych, trzecia stanowita
probke odniesienia.

Bakterie nazgbne pozyskano z jamy ustnej, bez-
posrednio z powierzchni zgba. Przy uzyciu ezy row-



nomiernie rozprowadzono material biologiczny po
powierzchni trzech pozywek agarowych zlokalizo-
wanych na szalkach Petriego. Zatozone hodowle mo-
nitorowano. Przebiegaly w warunkach pokojowych,
umieszczone pod lampa z zaréwka o mocy 60 V celem
podgrzania.

Charakterystyka obiektu badan

Xanthoria parietina (Ztotorost Scienny) — gatunek
grzybow z rodziny zlotorostowatych. Tworzy listkowa-
ta, zwykle rozetkowatg pleche, bez sorediow i izydiow,
o zo6ltej lub zottopomaranczowej barwie, na gornej po-
wierzchni gtadka lub z wystepujacymi apotecjami leka-
norowymi (rodzaj owocnikow u grzybow workowych)
(Malinowski 1966). Nie posiada chwytnikow (J6zwiak
2014). Rozmnaza si¢ poprzez zarodniki. Apotecja maja
srednicg do 6 mm i s3 ciemniejszej barwy — od zotto-
pomaranczowej do brunatnopomaranczowej (Wojciak
2010).

Rosnie na korze drzew i krzewow lisciastych, rza-
dziej iglastych, a takze na skatach i betonie (fot. 2).
W Polsce pospolity na terenie calego kraju. Wystepuje
na wszystkich kontynentach oprocz Antarktydy (Joz-
wiak 2014).

Odporny na zanieczyszczenia znalazt zastosowanie
w biomonitoringu. Jest bioindykatorem. Duza odpor-
nos$¢ na zanieczyszczenia, w tym metale cigzkie, wply-
wa na jego potozenie na skali porostowe;j. Jest gatun-
kiem azotolubnym. Xanthoria parietina znajduje si¢
w 3 grupie porostow mogacych rosna¢ na obszarach
silnie zanieczyszczonego powietrza (Kiszka 1990).

Fot. 1. Przekr6j przez pleche Xanthoria parietina (fot.
J. Wietecha)

Photo 1. Cross section of the Xanthoria Parietina thallus
(Photo J. Wietecha)

Fot. 2. Plecha Xanthoria parietina na korze drzewa (fot.
C. Wegenko)
Photo 2. Xanthoria parietina on tree bark (photo. C. Wegenko)

Bakterie naz¢bne

Flora bakteryjna jamy ustnej jest naturalnym sktad-
nikiem tego s$rodowiska. Jest glownym czynnikiem
etiologicznym powstawania prochnicy ze¢bow, po-
wstawania stanow zapalnych dziasel, a w krancowych
przypadkach, przechodzac przez btony $luzowe do
krwiobiegu, moze powodowaé infekcyjne zapalenia
wsierdzia. Rozwoj flory bakteryjnej przyklejajacej si¢
do powierzchni szkliwa powoduje powstawanie na po-
wierzchni zgbow biofilmu bakteryjnego. Biofilm stano-
wi skupisko bakterii uniemozliwiajagce m.in. docieranie
antybiotykow, a bakterie tworzg osad, ktory po pewnym
czasie tworzy kamien nazgbny, przyczyne powstawania
prochnicy (Bartoszewicz, Rygiel 20006).

Rozwoj bakterii nazgbnych i powstawanie biofil-
mow zachodzi bardzo szybko i juz po uptywie czterech
do pigciu dob ich obecno$¢ jest wyraznie widoczna
(Aguloglu 2006) (ryc. 1). Najczestszymi bakteriami
w plytce nazebnej sa Gram(+): Streptoccocus pneumo-

Ryc. 1. Biofilm bakteryjny
Fig. 1. Bacterial biofilm
Zroédto/Source: https:/pl.wikipedia.org/wiki/Biofilm
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niae, Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus,
Streptoccocus aureus oraz Gram(-): Helicobacter influ-
enza.

Charakterystyka kwasow porostowych

Wtérne metabolity porostowe, zwane kwasami
porostowymi, sg pochodnymi kwasow thuszczowych
i fenoli. Odktadane sa na zewnetrznej stronie strzepek
grzybni, tworzacych warstwe korowa plechy. Wytwa-
rzanie tych zwiazkow przez plechy porostowe ma na
celu ich ochrone przed mikroorganizmami i grzyba-
mi pasozytniczymi. Sg zwigzkami specyficznymi dla
poszczegolnych gatunkow porostow, dzigki czemu
wykorzystuje si¢ je przy identyfikacji tych gatunkow,
przeprowadzajac charakterystyczne reakcje barwne.
Ekstrahowanie kwasdéw porostowych jest tatwe, naste-
puje w wyniku dziatania rozpuszczalnikéw organicz-
nych, takich jak: chloroform, aceton czy etanol. Maja
wysokie punkty topnienia od 120-1400C. Wigkszos¢

Fot. 3, 4. Krysztaty kwasu parietinowego (fot. C. Wegenko)
Photo 3, 4. Parietin acid crystals (Photo. C. Wegenko)
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znich jest bezbarwna, ale takze przyjmuja posta¢ wielo-
barwnych krysztalow. Moga by¢ zolte, pomaranczowe
jak kwas usninowy i wulpinowy, lub krwistoczerwone
jak kwas rodokladoniowy. Ze wzgledu na swoje whasci-
wosci stosowane sa w preparatach dermatologicznych
w postaci masci, w kosmetykach, w preparatach sto-
matologicznych stosowanych przy stanach zapalnych
sluzowki jamy ustnej. Maja dziatanie wykrztusne (sy-
rop Pectosol), przeciwzapalne w stanach infekcji gardta
(tabletki Isla), wzmacniajg procesy przemiany materii
stosowane w postaci galaretek.

Wyniki

Fot. 5, 6.. Krysztaly kwasu parietinowego w bezposrednim
kontakcie kolonii bakteryjnej (fot. C. Wegenko)

Photo 5, 6. Parietin acid crystals in the direct contact of the
bacteria colony (Photo C. Wegenko)




Fot. 7, 8. Biofilm bakterii nazgbnych na pozywce agarowej
(fot. C. Wegenko)

Photo 7, 8. Bacterial biofilm on agar medium (Photo. C. We-
genko)

‘Whioski

1. Pojawienie si¢ pierwszych kolonii bakteryjnych
zanotowano 10.02.2017 r.

2. Biofilm bakteryjny poddany dziataniu kwasu pa-
rietinowego ulegl wyraznej presji tego kwasu.

3. Kolonia bakteryjna zmniejszyta swoje rozmiary
w miejscu bezposredniego kontaktu z kwasem.

4. Kolonie bakteryjne niepoddane dziataniu kwa-
soOw porostowych nie zmniejszyly swoich rozmiarow.

5. Obserwacje wptywu kwasoéw porostowych na ko-
lonie bakterii nazgbnych potwierdzaja bakteriobdjcze
wlasciwosci wtdrnych metabolitow ekstrahowanych
z plechy Xanthoria parietina.

6. Zastosowanie kwasow porostowych w profilak-
tyce stomatologicznej (ptyny i pasty do zebow) moga
mie¢ swoje uzasadnienie.

Fot. 9, 10. Kolonie bakterii rozwijajace si¢ wzdhuz linii po-
siewu na pozywce agarowej (fot. C. Wegenko)

Photo 9, 10. Bacteria colonies developing along the line of
culture on agar medium (Photo. C. Wegenko)
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STRESZCZENIE

Kwasy porostowe to zwigzki organiczne wytwarzane
przez porosty w celu ochrony przed mikroorganizmami
1 pasozytami, a takze szkodliwymi czynnikami $rodo-
wiska. Interesujace witasciwosci tych substancji wyko-
rzystywane byly juz w starozytnosci, gdzie stosowano
je w celach leczniczych (Opanowicz 2002). Przykta-
dem wtornego metabolitu porostowych jest antrachinon
(9,10-dioksoantracen), wytwarzany w plesze Xanthoria
parietina. Zardbwno ten, jak i1 inne zwigzki wytwarzane
przez zlotorost $Scienny, wykazuja szerokg aktywno$¢
biologiczng oraz dziatanie przeciwbakteryjne (Sobotta
1 in. 2010). Jama ustna jest srodowiskiem zycia wielu
gatunkéw bakterii. Niektore z nich mogg prowadzi¢ do
powaznych powiktan zdrowotnych i demiralizacji szkli-
wa zebow (Janczuk 2007). Celem prowadzonych badan
byto wykazanie bakteriobdjczch wlasciwosci kwasow
porostowych wystepujacych w plesze Xanthoria parieti-
na 1 okre$lenie ich praktycznych zastosowan w réznych
dziedzinach zycia. W tym celu na podtozu agarowym za-
tozono hodowle bakterii nazebnych. Rozwo6j organizmow
monitorowano codziennie, odnotowujac dat¢ pojawienia
si¢ pierwszych kolonii. Po pelnym rozwinigciu si¢ bak-
terii zadano je wyekstrahowanymi z plechy Xanthoria
parietina kwasami porostowymi. Wyniki doswiadczenia
potwierdzajg bakteriobojcze wlasciwosci wtoérnych meta-
bolitow porostowych.



