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1. POVZETEK

Raziskave potrjujejo, da so Stevilne vrste znotraj druzine murvovk bogati vir farmakolosko
aktivnih snovi. Z raziskovalno nalogo sem Zelela natanéneje preiskati antibioti¢ne lastnosti
etanolnega ekstrakta listov bele murve (Morus alba L) na ne virulentni sev bakterije
Escherichia coli. Z metodo difuzije v trdnem gojis¢u sem dolocala premere inhibicijskih con.

Predpostavljala sem, da bodo udinki etanolnega ekstrakta vecji od u¢inkov vodnega ekstrakta.

Na osnovi rezultatov lahko uspesno sklepamo, da so v etanolnih ekstraktih suhih listov spojine,
ki kazejo antibioticno aktivnost, ki je genotipsko specificna. Spojine so po vecini fenoli in

terpenoidi, saj so spojine v vodi bile veliko manj topne, kakor etanolu.

Najvedji antibioti¢ni ucinek sta imela etanolni ekstrakt vzorcev A 18 in A 47, ki smo jih nabrali

v obcini Ajdovscina ter listi murve KP 150, ki smo jo vzorcili v Obalno-kraski regiji.
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3. UVOD

V raziskovalni nalogi sem preucevala antibioti¢ni ucinek etanolnega ekstrakta listov lokalnih
genotipov bele murve iz razliénih delov Slovenije na bakterijo Escherichia coli. Za kontrolna

tretiranja sem uporabila vodo, antibiotik kloramfenikol in 99,8% etanol.

Bakterije in drugi mikroorganizmi so znani povzrocitelji raznih bolezni, poleg tega pa lahko
povzrocajo tudi kvarjenje hrane. Zaradi tega se intenzivno razvijajo sredstva za njihovo
zatiranje oziroma unicenje. Kot posledica prevelike uporabe antibiotikov, so mnogi
mikroorganizmi preko mutacij na njih postali odporni. Z Zeljo reSevanja problemov, ki jih
povzrocajo mikroorganizmi, so se na podroc¢ju mikrobiologije pricele Stevilne raziskave in

iskanje nacinov zatiranja bakterij (in drugih mikroorganizmov) z rastlinskimi preparati.

Kot protimikrobne ucinkovine definiramo snovi, ki upocdasnjujejo in preprecujejo rast
mikroorganizmov. Glede na njihovo ucinkovitost jih delimo v dve skupini: (1) bakteriostatic¢ne
oz. fungistaticne snovi, lahko le inhibirajo oz. upocasnijo rast mikroorganizmov, (2)

baktericidne oz. fungicidne snovi pa mikroorganizme unicijo (Petauer, 1993).

Ena izmed Ze v Kitajski medicini prepoznanih rastlin, ki vsebuje bioaktivne ucinkovine, je
murva. Vsebuje komponente kot so polifenolske spojine, vlakna, probiotike in prebiotike,
aktivne proteine in peptide, polinenasicene mascobne kisline, minerale in vitamine. Fenolske
spojine vklju¢no z flavonoidi so najvisje skupine naravnih antioksidantov (Grajek, Wawro in

Pieprzyk-Kokocha, 2013).

Antimikrobno aktivnost lahko testiramo z ve€imi metodami, da dolo¢imo najmanjso koli¢ino
sredstva, ki je potrebna za zaviranje rasti mikroorganizma. Dobljena vrednost je znana kot

minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) (Wistreich, 1997).

Zaradi velikega deleZa bioaktivnih substanc o katerih porocajo avtorji sem sklepala, da bi
ekstrakti listov lahko pokazali antibioti¢no aktivnost, kar bi bilo potencialno koristno v medicini
kot naravno zdravilo. Z raziskovalno nalogo sem Zelela ugotoviti, ali je bil moj sklep pravilen ali

ne.



3.1 Raziskovalno vprasanje

V svoji raziskovalni nalogi sem Zelela odgovoriti na naslednje vprasanje:

»Kaksen je antibioti¢ni u€inek vodnega in etanolnega ekstrakta murvinih listov na bakterijo

Escherichia coli?«

Za doloc¢anje antibioti¢nih lastnosti sem uporabljala metodo difuzije v trdnem gojiscu z diski.

3.2 Hipoteze

1. VSI EKSTRAKTI BODO V VECJI ALl MANJSI MERI POKAZALI ANTIBIOTICNE LASTNOSTI

Murvini listi vsebujejo fenolske spojine med katerimi so flavonoidi znani po antimikrobnem
ucinku. 1z tega lahko domnevamo, da bodo ekstrakti kazali antibioti¢no aktivnost tudi proti

bakteriji E. coli.

2. ETANOLNI EKSTRAKT BO POKAZAL VECJO ANTIBIOTICNO AKTIVNOST KOT VODNI

Domnevamo, da bo etanolni ekstrakt pokazal veéjo antibioti¢no aktivnost kot vodni ekstrakti,
saj je etanol bolj primerno topilo za spojine v rastlinah (flavonoide in terpene) (Bremness 1994,

Petauer 1993).

3. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST IZBRANIH LOKALNIH GENOTIPOV MURV SE BO
MEDSEBOJNO RAZLIKOVALA

Listi murv, ki smo jih vzor¢ili na razliénih lokacijah in predstavljajo stare lokalne genotipe

se razlikujejo po kemijski sestavi, zato domnevamo razlike v antimikrobni aktivnosti.



4. TEORETICNO OZADIE

4.1 Aktivne ucinkovine rastlin

Rastline imajo veliko sposobnost izgradnje velikega Stevila razli¢nih spojin, Stevilne izmed njih
imajo tudi protimikrobni ucinek. Med najpomembnejSimi so fenolne spojin, na primer
enostavni fenoli, fenolne kisline, kinoni, flavonoidi, tanini (Cowan, 1999). Medicinske rastline
so ogromni viri novih zdravil in lahko konstituirajo alternativo tistim zdravilom, ki jih

uporabljamo ponavadi (Al-Mariri in Saf, 2014).

Rastline imajo skoraj neomejeno sposobnost sinteze aromati¢nih snovi. Z izjemo aromatskih
kislin je ve€ina sekundarnih metabolitov, od katerih je bilo izoliranih vsaj 12.000, kar je
ocenjeno na manj kot 10% skupnega Stevila metabolitov. Vecina teh sekundarnih
metabolitov je fenolov ali njihovih derivatov. V mnogih primerih te snovi sluZijo kot
obrambni mehanizem rastlin pred Skodljivimi organizmi, kot so patogeni in Skodljivci.
Nekateri, kot so terpenoidi, dajejo rastlinam svoje vonjave; drugi (kinoni in tanini) so
odgovorni za rastlinski pigment.

Flavoni so fenolne strukture, ki vsebujejo eno karbonilno skupino. Z dodatkom 3-hidroksilne
skupine nastane flavonol. Flavonoidi so tudi hidroksilirane fenolne snovi, vendar se pojavijo
kot C6-C3 enota, povezana z aromatskim obro¢em. Znano je, da jih rastline sintetizirajo kot
odziv na mikrobno okuzbo, zato ne bi smelo biti presenetljivo, da so in vitro ugotovili, da so
ucinkovita protimikrobna sredstva proti Sirokemu nizu mikroorganizmov. Njihova aktivnost je
verjetno posledica njihove sposobnosti, da tvorijo komplekse z zunajceli¢nimi in topnimi
proteini ter, da tvorijo kompleks z bakterijskimi celiénimi stenami. Vec lipofilnih flavonoidov

lahko ovira tudi mikrobne membrane (Murphy, Cowan, 1999).
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4.1.1Bela murva

Bela murva (Morus alba L.) je listopadno do 18 metrov visoko drevo. Deblo je kratko in
grcavo, skorja je rdeckastorjava in vzdolZno razpokana. Poganjki bele murve so sprva dlakavi
in pozneje goli, rumenosivi. Listi bele murve so dvoji, enostavni ali dlanasto krpati. Pojav, da
se na isti rastlini listi razlikujejo po obliki in velikosti, imenujemo heterofilija. Tendenca k
tvorjenju krpatih listov je odvisna od genotipa in starosti listov in poganjkov. Listi so pri beli
murvi na zgornji strani svetlo zeleni in blesceci, na spodnji strani so samo ob Zilah dlakavi, kar

je klju¢no pri prepoznavanju te vrste (Brus, 2004).

Slika 1: Bela murva (pridobljeno 20.1. iz: http://murve.um.si/sl/bela/)

Bela murva vsebuje beljakovine, ogljikove hidrate, kalcij, Zelezo, askorbinsko kislino, -
karoten, tiamin, folno kislino, vitamin D in razlicne fenolne spojine. Fenoli (flavonoidi, fenolne
kisline, antocianini, stilbeni, tanini, lignani, lignini) so pomembni tako pri rasti in razvoju rastlin,
kot tudi pri obrambi pred okuzbami in poSkodbami. Spojine so pogosto prisotne v rastlinskih
tkivih in so moc¢ni antioksidanti. (Urbanek Krajnc s sod. 2014)

Fenolne spojine kot antioksidanti rastlino $citijo na razlicne nacine; neposredno reagirajo s
prostimi radikali, jih odstranjujejo iz celic, razgrajujejo na manj reaktivne snovi, nadzorujejo
aktivnost mnogih encimov.

Glavne fenolne spojine v listih murv so razli¢ne kisline: klorogena, galna, vanilinska, kavna,
kumarna, p-hidroksibenzojna, in Se nekatere druge kisline. Najbolj pogosta fenolna kislina v

beli murvi je klorogena (povz. po Veberi¢, 2010). Bela murva vsebuje oksiresveratrol in 5,7-
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dihidroksikumarin 7-metil eter, ki ima antioksidativni potencial (Oh s sod., 2002). Podobno kot
pri beli, tudi ¢rna murva vsebuje primerljive snovi, s tem da si bili v ¢rni najdeni tudi karotenoidi
(Radojkovic s sod. 2012, Zafar s sod., 2013).

Ekstrakti iz listov imajo nevroprotektivni, imunomodulatorni, antihiperglikemicni, protivirusni
in protirakavi uc¢inek. Hkrati deluje kot antipiretik proti povisani telesni temperaturi (Zafar et

al., 2013).

HO CO.H

OH
OH

Slika 2: Klorogena kislina (pridobljeno 7.2., iz http://www.bf.uni-lj.si/fileadmin/groups/2712/Bioactive_compounds_in_fruit_plants_-
Veberic.pdf)

Antimikrobno aktivnost murvinih listov avtorji pripisujejo predvsem nekaterim aktivnim
snovem kot so kuvanon C, mulberofuran G, albanolnim kislinam in flavonolom. Avtoriji
navajajo, da so hladni vodni ekstrakti antimikrobno manj ucinkoviti kot etanolni. Prav tako
navajajo, da lahko z ekstrakti murve zdravimo bakterijske in glivicne okuzbe, zaradi prisotnosti

fitokemikalij in mineralov (Zafar s sod., 2013).
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4.2 Mikroorganizmi

Gre za paliasto, Gram-negativno, gibljivo aerobno bakterijo, ki jo najdemo v prebavnem
traktu vretencarjev. Veliko jo uporabljajo v mikrobioloskih in genetskih raziskavah. Ve¢inoma
zZivi kot komenzal, doloceni sevi so patogeni in lahko povzrocijo hude oblike zastrupitve s hrano

(Oxford dictionary for biology 2008).

Slika 3: Bakterija Escerichia coli (pridobljeno 20.1.2019 iz: https://www.biocote.com/blog/five-facts-e-coli/)

4.3 Antibiotiki

Kloramfenikol je antibioti¢no zdravilo, ki se je neko¢ pogosto uporabljalo pri zdravljenju okuzb,
ki jih povzrocajo razliéne bakterije, vkljuéno s tistimi v rodovih Rickettsia in Mycoplasma.
Kloramfenikol je bil prvotno ugotovljen kot produkt metabolizma bakterije Streptomyces
venezuelae (red Actinomycetales) in je bil nato sintetiziran kemi¢no. Svoj antibakterijski u¢inek

doseze tako, da v teh mikroorganizmih ovira sintezo beljakovin (Chlorampfenicol, s.a.).
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MATERIALI IN METODE

Posuseni listi murve

Voda

Absolutni etanol, Cistost > 99,8% (Honeywell)

Kultura ne virulentnega seva bakterije Escherichia coli
Tripton

Kvasni ekstrakt

Natrijev klorid

Destilirana voda

Kloramfenikol (Bioanalyse)

Cage
Epruvete
Bucke

Centrifuga (Mikro + polo Rotofix 32 A)
Tehtnica (Kern)

Merilni valj

Steklena palcka

Zli¢ka

Epruvete

Petrijevke

Kuhalnik

Avtoklav (CertoClav)

Laminarij

Avtomatska pipeta (LLG Labware)
Eza

Magnetno mesalo
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e Vorteks (Phoenix RS-VA 10)
e Rotavapor

o Digitalni kaliper (Powerfix)
e Inkubator (Binder)

e Mikrofiltri

e LB trdno gojisce

Vzorce murv sem pridobila na Fakulteti za kmetijstvo in biosistemske vede in sicer v okviru
projekta Vpliv hranjenja li¢ink hibridov sviloprejke (Bombyx mori L.) z listi starih lokalnih
madZzarskih in slovenskih genotipov murv (Morus alba L.) na razvoj in zdravstveni status li¢ink
(ARRS N1-0041). Gre za bilateralno projektno sodelovanje madzarskih (Veterinarska univerza,
Budimpesta) in slovenskih (Fakulteta za kmetijstvo in biosistemske vede, Univerza v Mariboru)
partnerjev. Usmerjeno je v ohranjanje lokalnih genotipov in na preuéevanje uéinkov hranjenja

z listjem na razvoj in zdravstveno stanje sviloprejke.

Na zacetku sem raziskavo opravljala le na treh vzorcih, nato pa sem celoten poskus ponovila

Se enkrat s starimi in tremi novimi vzorci.

Prvi trije vzorci bele murve so oznaceniz A 16, A 18 in A 47. Vsi prihajajo iz iste regije (kotline
in ravnine Primorska), natancneje iz Ajdovs¢ine. Murva A 16 se nahaja na evtri¢nih rjavih tleh,
na eocenskem flisu; tla so psevdooglejena 70%. Njihova efektivna poljska kapaciteta je srednja
(3. razred). Murva A 18 se nahaja na evtri¢ni, mineralni, zmerno mocni podlagi, katere
efektivna poljska kapaciteta je velika (2. razred). Murva A 47 se nahaja na enaki podlagi, kot
vzorec A 16, torej na evtricnih rjavih tleh, eocenskem fliSu. Efektivha poljska kapaciteta je

srednja (3. razred).

Poleg tipa podlage, na kateri se rastlina nahaja, bi na koncentracijo snovi z antibioti¢nim in

uc¢inkom lahko vplivala tudi povpre¢na temperatura okolja, v katerem se rastlina nahaja. Pri
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vzorcih A 16 in A 47 povprecna temperatura znasa preko 12°C, pri vzorcu A 18 pa med 9°Cin

12°C.
Vzorca A 16 in A 18 sta bila vzoréena 27. 5. 2015, vzorec A 47 pa 2. 6. 2015.

Vzorca P 136.4 in KP 129 prihajata iz iste regije (Koprska brda; natancneje iz Pirana in Kopra).

Vzorec KP 150 se nahaja v regiji Podgorski Kras, Ci¢arija in Podgrajsko podolje; natanéneje v

Kopru.

Vzorca P 136.4 in KP 129 sta bila vzoréena 22. 2. 2016, vzorec KP 150 pa 6. 6. 2016

Slika 4: Vzorci A 16, A 18 in A 47 (lastni vir)
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5.3 Priprava vodnega ekstrakta

Polovico vzorcev zmesamo s 15 mililitri vode, ki ima 10°C in smo jo predhodno ohlajali v
zmrzovalniku. Nato s pomocjo magnetnega mesala zmes stresamo 30 minut. Da preprecimo
otoplitev vzorca, posodo, na kateriimamo vzorec, obloZzimo z ledom. Dobljeno zmes prelijemo
v epruveto ter damo v centrifugo. Centrifugiramo 5 minut pri frekvenci 300 rpm. Po
centrifugiranju shranimo tekocino, ki nastane pri separaciji, saj jo bomo kasneje testirali za
antibioti¢ne lastnosti. Postopek ponovimo z istim vzorcem, vendar da zdaj namesto mrzle

dodamo vroco vodo, segreto na 85°C. To ponovimo z vsakim vzorcem.

Slika 5: Priprava vodnega ekstrakta (lastni vir)
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Slika 6: Priprava vodnega ekstrakta (lastni vir)

5.3 Priprava etanolnega ekstrakta

Taistim vzorcem dodamo 15 mL 99,8% etanola. S pomocjo magnetnega mesala vzorce
stresamo 30 minut. Zmes ki jo dobimo prelijemo v epruvete. Epruvete damo v centrifugo in
ponovno stresamo pri enaki frekvenci, torej 300 rpm 5 minut. Ekstrakt nato uparimo s

pomocjo rotavaporja.

5.4 Difuzijski antibiogram

Difuzijski antibiogram je preprosta metoda s katero testiramo odpornost bakterij na
antibiotike. Pri postopku difuzije agarja se petrijevka, ki vsebuje ustrezen medij, mocno
inokulira z mikroorganizmom, katerega antibioticno obcutljivost je treba dolociti. Komercialno
dostopni diski iz filtrirnega papirja, ki vsebujejo dolo¢ene koncentracije specifi¢nih
antibiotikov, se dajo na povrsino agarja. Pripravek se inkubira dolocen ¢as, med katerim

antibiotiki difundirajo iz diskov v agar. Na doloc¢eni razdalji od vsakega diska dosezemo MIC za
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antibiotik. MIC-e prepoznamo po prisotnosti obmocij zaviranja rasti (jasnih conah), ki obdajajo
razliCne uporabljene antibioti¢ne diske. Premer takSnih obmocij se lahko meri z ravnilom.

Rezultati predstavljajo antibiogram (Wistreich, 1997).

Poudariti je treba, da se celoten postopek izvaja v skladu s pravili asepti¢ne tehnike. Za
testiranje na antibioti¢ne lastnosti si najprej pripravimo gojis¢e. V ¢aso in merilni valj
odtehtamo ustrezne koli¢ine snovi, nato v ¢aso dolijemo vodo. Dobljeno zmes segrevamo do
vretja, potem ¢aso pokrijemo z aluminijasto folijo in damo v avtoklav za 15 minut pri 121

stopinjah Celzija. Gojis¢e nato prelijemo v petrijevke in pustimo, da se strdi.

Na gojis¢e nanesemo 100 pul prekonoéne kulture tekodega gojis¢a E.coli in razmaZzemo.
Ekstrakte prefiltriramo in jih shranimo v sterilne epruvete. Na vsako petrijevko nanesemo 5
diskov iz filtrirnega papirja, ki smo jih omodili z ekstraktom. Za negativno kontrolo uporabimo
gole diske, za pozitivno kontrolo pa antibiotik kloramfenikol. Ko z nanosom konéamo,

petrijevke damo v inkubator in pustimo, da se razvije kultura.

Tekocino, ki smo jo dobili po evaporaciji prefiltriramo s pomocjo filtrov za odstranjevanje
bakterij — do sterilnega. Na petrijevke nanesemo 100 pl prekonoc¢ne kulture tekocega gojisca
bakterije E. coli in razmaZzemo. Ko se to posusi, na vsako petrijevko nanesemo 5 diskov iz
filtrirnega papirja, omocenih z ekstraktom. Za pozitivno kontrolo uporabimo antibiotik

kloramfenikol, za negativno kontrolo pa diske, pomocene v 99,8% etanol.
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Ko kon¢amo z nanosom ekstraktov na vse petrijevke, jih odnesemo v inkubator in pustimo, da

se razvije kultura.

Po 24-ih urah preverimo rezultate. Nastalim inhibicijskim conam izmerimo premere s pomocjo

digitalnega kalipra. Vsako inhibicijsko cono izmerimo iz treh smeri, upostevajo¢ premer diska.

Da bi videla, kako se bodo velikosti inhibicijskih con spremenile, sem merjenje ponovila

veckrat, po razli¢nih ¢asovnih intervalih.

) .
1250001 451588) = T e S o8
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Slika 7: Digitalni kaliper (pridobljeno 23.1.2019 iz: https://www.hotukdeals.com/deals/powerfix-digital-calliper-or-angle-finder-899-per-

individual-item-instore-lidl-1979044)

Za najbolj optimalne rezultate smo celoten poskus veckrat ponovili.
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6 REZULTATI

Pri prvem merjenju smo Zeleli ugotoviti, ali imajo vodni in etanolni ekstrakti nasih vzorcev
antibioti¢ne aktivnosti. Rezultati so pokazali, da imajo antibioti¢ne lastnosti le etanolni

ekstrakti, in sicer vzorcev A 16 in A 47.
Tabela 1: Rezultati 1. meritve inhibicijskih con vodnega in etanolnega ekstrakta

Rezultati 1. meritve inhibicijskih con vseh treh

ekstraktov [mm]

PREMER INHIBICIJSKE CONE POVPRECNA
(mm) VREDNOST
A 16 5,21 5,52 5,14 4,65 4,21 4,97
A 18 0 0 0 0 0 0
A 47 7,69 7,16 8,58 7,24 / 7,8
E1A16 0 0 0 0 0 0
E1A18 0 0 0 0 0 0
E1A47 0 0 0 0 0 0
E2 A 16 0 0 0 0 0 0
E2A18 0 0 0 0 0 0
E2 A47 0 0 0 0 0 0
Negativna  kontrola
(voda) 0 0 0 0 0
Pozitivna
kontrola 19,19 17,5 18,07 19,07 17,59 14,77

Po prvem merjenju antibioti¢nih lastnosti, smo se odlocili preizkus ponoviti, zdaj samo z
etanolnim ekstraktom, saj je edini kazal antibioti¢ne ucinke. Zanimivo je, da so rezultati veliko
boljsi; ne le, da smo cone lahko izmerili pri vseh ekstraktih, temvec so tudi veéje, v primerjavi

z prvimi vrednostmi (ki jih vidimo v Tabeli 1).
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Tabela 2: Rezultati 1. merjenja inhibicijskih con etanolnih ekstraktov po 24 urah

CONE
A 16 7,9
A 18 8,14
A47 7,67
Negativna
kontrola 8,64
Pozitivna

11,24
10,37
8,65

8,6

kontrola 19,19 17,5

etanolnega ekstrakta (24h) [mm]
PREMER INHIBICIJSKE

8,45

9,26

8,86

9,83

18,07

8,24

9,61

9,65

8,61

19,07

Rezultati 1. merjenja inhibicijskih con uparjenega in prefiltriranega

7,65

7,09

9,73

9,4

17,59

POVPRECNA VREDNOST
8,71
8,89
8,91

9,01

14,77

Tukaj lahko vidimo e graficno primerjavo med posameznimi vzorci. NajboljSe rezultate

(najviSja povprecna vrednosti vseh izmerjenih premerov inhibicijskih con) smo dobili pri

ekstraktu vzorca A 47.

Grafikon 1: Rezultati 1. merjenja inhibicijskih con uparjenih in prefiltriranih etanolnih ekstraktov
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Rezultati 1. merjenja inhibicijskih con uparjenih in
prefiltriranih etanolnih ekstraktov (24h) [mm]

12
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8
6
4
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0

PREMER INHIBICIJSKE CONE POVPRECNA VREDNOST

mAl6 mA18 A47 Negativna kontrola

Merjenje inhibicijskih con smo izvajali dvakrat, po 24 urah in po enem tednu. Premeri
inhibicijskih con so se po enem tednu povecali, vendar so se znotraj con pojavile posamezne
kolonije. V primerjavi z negativno kontrolo (99,8% etanol), smo se te kolonije odlocili
zanemariti, saj jih je bilo v inhibicijskih conah etanolnih ekstraktov manj, hkrati pa je izvirna

inhibicijska cona bila vecja kakor pri negativni kontroli.

Tabela 3: Rezultati 2. merjenja inhibicijskih con etanolnih ekstraktov po 1 tednu

Rezultati 2. merjenja inhibicijskih con uparjenih in prefiltriranih etanolnih ekstraktov (1

teden) [mm]

POVPRECNA
PREMER INHIBICIJSKE CONE VREDNOST
A 16 16,22 20,82 16,07 19,21 28,28 20,12
A18 22,02 29,9 19,22 22,65 30,17 24,79
A47 14,29 22,25 23,12 21,78 15,21 19,33
Negativna
kontrola 12,97 10,25 9,24 9,05 11,24 10,55

Dobljene vrednosti smo primerjali s prvotnimi (se pravi tistimi, izmerjenimi po 24 urah).

23



NajboljSe rezultate smo dobili z etanolnimi ekstrakti vzorca A 18.

Grafikon 2: Rezultati 2. merjenja inhibicijskih con etanolnega ekstrakta

Rezultati 2. merjenja inhibicijskih con uparjenih in
prefiltriranih etanolnih ekstraktov (1 teden) [mm]
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INHIBICISKE VREDNOST

CONE

HAl6 EHA18 mA47 Negativna kontrola

Meritev antibioti¢nih lastnosti smo se odlocili ponavljati Se enkrat, da se popolnoma
prepriCamo o veljavnosti nasih rezultatov, ki ob drugi ponovitvi ne bi smeli biti drasti¢no
razli¢ni od prej dobljenih vrednosti (premeri inhibicijskih con, oz. povprecne vrednosti le-teh,

bi si med seboj morale biti dokaj podobne). Tokrat smo za vsak ekstrakt uporabili po dve
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petrijevki. Stevilki 1 ali 2 pred oznako pomenita predhodno filtriran ekstrakt (1), ali ekstrakt

filtriran takoj pred izvedbo dolocanja antibioti¢nih aktivnosti (2), da bi tako hkrati tudi

preizkusili, ali ima tudi cas filtracije kakSen vpliv na nase rezultate

Tabela 4: Ponovitev merjenja antibioticne aktivnosti etanolnih ekstraktov

Ponovitev merjenja antibioti¢ne aktivnosti etanolnih ekstraktov [mm]

1.A161/2
1.A162/2
1.A181/2
1.A182/2
1.A471/2
1.A472/2

.A161/2
.A162/2
.A181/2
.A182/2

N NN NN

.A471/2
2.A472/2

Pozitivna

kontrola

PREMER INHIBICIUSKE CONE

7,68
7,85
7,77
10,18
8,15
6,72

8,5
6,79
8,57
9,36
10,45
8,61

22,09

7,71
7,42
10,78
8,11
6,9
7,85

6,39
5,59
9,3
8,72
9,05
10,48

22,44

7,12
8,21
7,77
12,23
6,86
6,59

6,45
6,08
8,11
7,37
9,54
10,96

20,92

9,46
8,32
8,45
9,91
7,68
5,82

5,97
6,41
8,91
8,98
6,54
10,02

19,67

7,05
7,29
6,98
7,03

9,26

7,69

8,63
9,39

23,42

POVPRECNA
VREDNOST
7,79

7,77

8,41

9,48

7,32

5,40

7,31
6,22
8,52
8,52
8,98
8,01

21,71
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Negativna

kontrola 23,04 23,29 22,8 21,59 17,85 21,71

Nasi rezultati so bili veliko boljSi ob ponovitvi poskusa, torej, ko smo ekstrakt filtrirali takoj
pred izvedbo testa za antibioti¢no aktivnost. Najvecjo antibioti¢no aktivnost je tokrat pokazal
vzorec A 18, povprecne vrednosti inhibicijskih con vseh treh ekstraktov pa presegajo

povprecno vrednost premerov inhibicijskih con negativne kontrole (99,8% etanol).

Slika 8: Antibiogram etanolnega ekstrakta vzorca A 18 (lastni vir)
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Slika 9: Antibiogram pozitivne kontrole — kloramfenikol (lastni vir)

Petrijevke smo po merjenju inhibicijskih con po 24 urah dali nazaj v inkubator in premere

inhibicijskih con ponovno izmerili po 48 urah, da bi videli, do kakSnih sprememb je prislo.

Tabela 5: Ponovno merjenje inhibicijskih con etanolnih ekstraktov po enem tednu

Ponovno merjenje inhibicijskih con etanolnih ekstraktov po enem tednu [mm]

POVPRECNA
PREMER INHIBICIJSKE CONE VREDNOST
1.A161/2 8,51 7,71 6,32 8,6 6,38 7,50
1.A162/2 7,94 8,24 8,38 8,01 7,5 8,01
1.A181/2 7,57 13,35 9,32 8,17 7,73 9,23
1.A182/2 0 7,66 6,63 5,64 0 3,99
1.A471/2 7,8 7,37 6,72 7,6 7,93 7,48
1.A472/2 6,8 5,82 0 7,32 8,11 5,61
2.A161/2 8,87 5,95 6,06 5,94 8,24 7,01
2.A162/2 7,89 0 7,37 6,61 / 4,83
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2.A181/2 7,79 8,74 8,56 8,88 8,26 8,45

2.A182/2 9,68 10 9,98 8,93 8,7 9,46

2.A471/2 8,49 7,4 8,45 6,72 9,48 8,12

2.A472/2 0 0 0 0 0 0

Negativna

kontrola 9,87 10,33 10,24 9,22 6,73 9,28
18,87

Pozitivna

kontrola 18,12 19,11 19,77 19,85 19,14

Slika 10: Antibiogrami etanolnih ekstraktov vseh vzorcev in negativne kontrole po enem tednu (lastni vir)
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Premeri inhibicijskih con so se po enem tednu znatno povecali, ¢eprav so se znotraj pojavile
majhne kulture. Kakor prej, smo se kolonije odlocili zanemariti na racun tega, da so kulture
znotraj inhibicijskih con etanolnih ekstraktov manj stevilcne ter, da so same inhibicijske cone
etanolnih ekstraktov vecje od premerov inhibicijskih con negativne kontrole, za katero smo

uporabili 99,8% etanol.

Grafikon 3: Primerjava povprecnih vrednosti premerov inhibicijskih con etanolnih ekstraktov po prvem in drugem merjenju

Primerjava povprecnih vrednosti premera
inhibicijskih con etanolnega ekstrakta po prvem
in drugem merjenju [mm]
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Poskus smo se odlocili ponoviti Se enkrat, tokrat z (novimi) etanolnimi ekstrakti istih vzorcev
(A 16, A18in A 47)in z etanolnimi ekstrakti treh dodatnih vzorcev (KP 129, KP 150 in P 136.4)

ter dobljene vrednosti med seboj primerijati.

Rezultati so pokazali, da ima najvecjo antibioti¢no aktivnost vzorec A 16, povprecna vrednost
premerov njegovih inhibicijskih con pa je hkrati tudi vec¢ja od povprecne vrednosti premerov

inhibicijskih con negativne kontrole (99,8 % etanol).

Potrebno je izpostaviti, da so po 24 urah znotraj vseh inhibicijskih con (razen vseh pri ekstraktu
vzorca KP 150 in posameznih inhibicijskih conah ekstraktov vzorcev A 47 in negativne
kontrole) nastale manjse kolonije. Ponovno smo se jih odlodili zanemariti iz istih razlogov kakor
poprej (kulture so manj Stevilcne znotraj inhibicijskih con ekstraktov, prav tako so inhibicijske

cone ekstraktov vecje od inhibicijskih con negativne kontrole).

Tabela 6: Premeri inhibicijskih con etanolnih ekstraktov po 24 urah (3. ponovitev)

3. ponovitev: premeri inhibicijskih con etanolnih estraktov po 24 urah

[mm]

PREMER INHIBICIJSKE CONE

(mm) POVPRECNA VREDNOST (mm)
A 16 10,92 13,18 12,37 11,05 12,35 11,97
A18 10,37 12,11 8,89 8,05 9,47 9,78
A47 8,91 9,18 9,13 13,17 10,4 10,16
KP 129 12,68 11,17 8,6 10,91 9,49 10,57
KP 150 12,89 10,04 11,4 9,22 11,64 11,04
P136.4 11,97 8,08 12,89 15,79 10,69 11,88
Pozitivha
kontrola 15,42 16,99 16,56 15,34 15,59 15,98
Negativna
kontrola 10,03 11,15 12,47 10,28 10,3 10,85

30



Slika 11: Antibiogram etanolnega ekstrakta vzorca KP 150
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Slika 12: Antibiogram etanolnega ekstrakta vzorca P 136.4 (lastni vir)

Grafikon 4: Premeri inhibicijskih con etanolnih ekstraktov po 24 urah (3. ponovitev)

3. ponovitev: premeri inhibicijskih con etanolnih
estraktov po 24 urah [mm]

KP 129

KP 150

P 136.4

Pozitivna Negativna

kontrola

kontrola
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6.2.1 Standardni odklon

Med seboj smo pri posameznih meritvah primerjali povprecne vrednosti s standardnim

odklonom + 1 SD.
Tabela 7: Premeri inhibicijskih con vseh ekstraktov + 1 SD

Rezultati 1. meritve inhibicijskih con na vseh treh ekstraktih (mrzla voda, vroca
voda, etanol) [mm]

PREMER INHIBICIJSKE CONE (povpre¢na vrednost + 1

SD)

Al6 4,97 +0,46176
A18 /

A47 7,8 £0,56424
E1A16
E1A18
E1A47
E2 A 16
E2A18

E2 A47

~ N N N NN N~

Negativna kontrola

Pozitivna kontrola 14,77 +0,71843



Tabela 8: Povprecne vrednosti premerov inhibicijskih con etanolnih ekstraktov po 24 urah +1 SD

Rezultati 1. merjenja inhibicijskih con uparjenega in prefiltriranega etanolnega ekstrakta (24h) [mm]

PREMER INHIBICIJSKE CONE (povprecna vrednost + 1 SD)

A 16 8,71 +1,30139
A 18 8,89 £ 1,15309
A 47 8,91 +0,75202
Negativna kontrola 9,01 +0,5078

Tabela 9: Povprecne vrednosti premerov inhibicijskih con etanolnih ekstraktov po enem tednu + 1 SD

Rezultati 2. merjenja inhibicijskih con uparjenega in prefiltriranega etanolnega ekstrakta (1 teden) [mm]

PREMER INHIBICIJSKE CONE (povprecna vrednost + 1 SD)

A 16 20,12 +4,4613

A18 24,79 £ 4,43472
A47 19,33 +3,77542
Negativna kontrola 10,55 +1,44143
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Tabela 10: Povprecne vrednosti premerov inhibicijskih con etanolnih ekstraktov pri prvi ponovitvi po 24 urah +1SD

Ponovitev merjenja antibioticne aktivnosti etanolnega ekstrakta [mm]

PREMER INHIBICIJSKE CONE (povpreéna vrednost + 1 SD)

1.A161/2
1.A162/2
1.A181/2
1.A182/2
1.A471/2
1.A472/2

.A161/2
.A162/2
.A181/2
.A182/2
.A471/2

N N N NN NN

.A472/2

Pozitivha kontrola

Negativna kontrola

7,79 £ 0,88094
7,77 £0,4782
8,41 +1,24033
9,48 +1,8091
7,32 £0,50804
5,4+2,77479

7,31+1,3115
6,22 + 0,50075
8,52 +0,5692
8,52 +0,67074
8,98 +1,3115
8,01 +4,08322

21,71 +1,29515
21,71 +2,01828
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Tabela 11: Povprecne vrednosti premerov inhibicijskih con etanolnih ekstraktov pri prvi ponovitvi po enem tednu + 1 SD

Ponovno merjenje druge ponovitve merjenja antibioticne aktivnosti etanolnega ekstrakta

[mm]

PREMER INHIBICIJSKE CONE (povpreéna vrednost + 1 SD)
1. A 16
1/2 7,5 £0,99206
1. A 16
2/2 8,0 £0,30157
1. A 18
1/2 9,2 +2,14996
1. A 18
2/2 4,0 £ 3,31666
1. A 47
1/2 7,5 £0,42636
1. A 47
2/2 5,6 £2,90194
2. A 16 7,0 +
1/2 1,2762
2. A 16 4,8 +
2/2 3,4574
2. A 18 8,4 +
1/2 0,388
2. A 18
2/2 9,5+0,54201
2. A 47 8,1 +
1/2 8,108
2. A 47
2/2 0

Negativna kontrola 9,3+1,33254
Pozitivna kontrola 19,1 £ 0,63484



Tabela 12: Povpreéne vrednosti premerov inhibicijskih con etanolnih ekstraktov po 24 urah (3. ponovitev) (t 1 SD)

3. ponovitev: premeri inhibicijskih con etanolnih estraktov po 24 urah £+ 1 SD [mm]

PREMER INHIBICIJSKE CONE (povpreéna vrednost + 1 SD)

A 16 11,974 £ 0,862244
A 18 9,778 +1,389826
A47 10,158 +1,593831
KP 129 10,57 +1,442445
KP 150 11,038 +£1,282535
P136.4 11,884 +2,536625

Pozitivnha kontrola 15,98 +0,668102
Negativna

kontrola 10,846 + 0,89004

6.2.2 T-test

Rezultate smo statisticno obdelali s t - testom, pri katerem smo primerjali vzorec z najvisjo
povprecno vrednostjo premerov inhibicijskih con etanolnega ekstrakta (to je bil vzorec A 47)
in povpre¢no vrednost premerov inhibicijskih con negativne kontrole (kar je predstavljal

99,8% etanol). Vrednosti so bile vzete od prvega merjenja antibioti¢nih aktivnosti.
Tabela 13: T-test: primerjava vzorca A 47 in negativne kontrole po 24 urah

t-test - primerjava etanolnega ekstrakta A 47 in Negativne kontrole

A 47 [mm] Negativna kontrola [mm] t vrednost
7,76 8,64 0,42522038
8,65 8,6

8,86 9,83

9,65 8,61

9,73 9,4
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Rezultati prvega t-testa Zal niso pokazali signifikantne razlike med vzorcem A 47 in negativno
kontrolo, saj vrednost ni pod 0,05, kar nakazuje na to, da je antibioti¢na aktivnost vzorca A 47

Sibka.

T-test smo se odlodili opraviti tudi za vrednosti, ki smo jih izmerili po enem tednu.
Tabela 14: T-test : primerjava vzorca A47 in negativne kontrole po enem tednu

t-test etanolni ekstrakt A 47 in negativna kontrola (1 teden)

A 47 [mm] Negativna kontrola [mm] t vrednost
14,29 12,97 0,00123053
22,25 10,25

23,12 9,24

21,78 9,05

15,21 11,24

Tokratni rezultati pa so pokazali na ¢vrsto signifikantno razliko med vzorcem A 47 in negativno
kontrolo (99,8% etanolom). To pomeni, da smo lahko antibioti¢no aktivnost vzorca A 47 z

gotovostjo potrdili.

T-test smo opravili tudi z vrednostmi vzorcev A 47 1in A 47 2, pri éemer je oznaka 1 pomenila,
da je bil ekstrakt filtriran pred enim tednom, oznaka 2 pa, da je bil ekstrakt filtriran takoj pred

izvajanjem testa za antibioti¢no aktivnost.
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Tabela 15: T-test: primerjava etanolnih ekstraktov 1 in 2 vzorca A 47

t-test etanolni ekstrakt A 47 1 in etanolni ekstrakt A 47 2

1. A47 [mm] 2. A47 [mm] t vrednost
8,15 10,45 0,0533397
6,9 9,05

6,86 9,54

7,68 6,54

7,03 9,39

6,72 8,61

7,85 10,48

6,59 10,96

5,82 10,02

0 0

Rezultati so pokazali, da razlika med obema obravnavanjema A 47 1 in A 47 2 sicer istega
vzorca ni signifikantno pomembna, ¢eprav se kazZe trend k vecji inhibicijski coni A 47 2, ki je bil

filtriran nemudoma pred izvajanjem poskusa antibioti¢ne aktivnosti.
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6.2.3 Tukey-jev in Duncanov test

Zraven t —testa smo opravili tudi Tukey-jev in Duncanov test. Oznaka 01 zraven Stevilke vzorca

pomeni vodni ekstrakt, oznaka 02 pa etanolni ekstrakt.

Tabela 16: Tukey-ev in Duncan-ov test

Subset for alpha = 0.05

N G b a

Tukey HSD2P 1601 4 4,8800

4701 4 6,9375

4702 9 7,0667

1602 10 7,7730 7,7730

1802 10 8,9469

Sig. 1,000 0,671 0,349
Duncan®® 1601 4 4,8800

4701 4 6,9375

4702 9 7,0667

1602 10 7,7730 7,7730

1802 10 8,9469

Sig. 1,000 0,216 0,070

Po Tukey-ju in Duncanu dobimo isto razvrstitev. Imamo 3 homogene skupine, med vzorci

znotraj posamezne homogene skupine ni signifikantnih razlik. V homogeni skupini a sta vzorca

1802 in 1602, to sta etanolna ekstrakta vzorcev A 16 in A 18, ki sta dala signifikantno najvecje

premere inhibicijskih con; etanolni ekstrakt vzorca A 16 sicer signifikantno ne odstopa od

skupine b. Z oznako c je oznacen vodni ekstrakt vzorca A 16, ki je dal najslabse rezultate

(premer inhibicijske cone je bil signifikantno najmanjsi).
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7 RAZPRAVA

Namen moje raziskave je bil dokazati, da listi bele murve oz. ekstrakti le-teh posedujejo

antibioti¢ne ucinke ter tako potrditi ali ovreci svoje predhodne hipoteze.

Dobljeni rezultati pri metodi difuzije trdega gojis¢a z diski jasno kazejo, da imajo spojine v listih
bele murve antibioti¢ne ucinke. Inhibicijske cone so nastale le okrog diskov, namocenih v
etanolni ekstrakt. Nasi rezultati so tako pokazali le uspesSnost etanolnih ekstraktov, kar je
najverjetneje posledica boljSe topnosti terpenoidov v etanolu, kakor v vodi. Ti podatki
podpirajo mojo drugo hipotezo, ki je trdila, da bodo etanolni ekstrakti izkazovali vecjo
antibioti¢no aktivnost kot vodni ekstrakti, hkrati pa se sklada z najdbami, predstavljenimi v

delu Zafarja s sod. leta 2013.

Vodni ekstrakti niso kazali nobenih antibioti¢nih ucinkov (okrog nobenega izmed diskov,
namocenih v vodni ekstrakt ni nastala inhibicijska cona). Tako sem svojo prvo hipotezo, ki trdi,
da bodo antibioti¢ne ucinke kazali tako vodni, kot etanolni ekstrakti listov bele murve, morala

ovredi.

Pri prvem merjenju antibioti¢ne aktivnosti, se je za najbolj uspesSnega izkazal etanolni ekstrakt
vzorca A 47. Poleg njega je antibioti¢no aktivnost v skoraj enkrat manjsi meri kazal samo Se
etanolni ekstrakt vzorca A 16. Povprecna vrednost izmerjenih inhibicijskih con najbolj
uspesnega etanolnega ekstrakta pa je bila Se vedno enkrat manjsa od povprecne vrednosti
izmerjenih vrednosti inhibicijskih con negativne kontrole (kloramfenikola), kar pa sicer ni

presenetljivo.

Po drugem merjenju antibioticne aktivnosti pa smo dobili nekoliko druga¢ne rezultate.
Antibioti¢no aktivnost so tokrat v nekoliko vedji meri izkazovali prav vsi etanolni ekstrakti, za
najbolj uspesnega pa se je izkazal vzorec A 18. Merjenje inhibicijskih con smo pri prvi ponovitvi
izvajali dvakrat, po 24 urah in enem tednu. V nasprotju z nasimi pri¢akovanji, so se vrednosti

inhibicijskih con po enem tednu povecale.!

! Kolonije znotraj inhibicijskih con smo se zaradi prej omenjenih razlogov odlo¢ili zanemariti.
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Tretje merjenje je potrdilo verodostojnost nasih Ze prej dobljenih rezultatov in sklepa, da vsi
etanolni ekstrakti posedujejo antibioti¢ne lastnosti. Pri tokratnem merjenju smo uporabljali
ekstrakte (istih vzorcev), filtrirane ob razli¢nih ¢asih (nekateri so bili filtrirani teden predhodno
merjenju, drugi pa na dan merjenja antibioti¢ne aktivnosti). S tem smo Zeleli ugotoviti, aliima
tudi ¢as filtracije vpliv na antibioti¢no aktivnost. Rezultati so bili boljsi pri ekstraktih, filtriranih
nemudoma pred izvajanjem ponovitve merjenja antibioti¢ne aktivnosti. Najvecji ucinek je imel

etanolni ekstrakt vzorca A 18

Meritev smo kasneje opravili Se na treh drugih vzorcih in ponovno na istih vzorcih ter dobljene
rezultate medsebojno primerjali. Trije »novi« vzorci so prihajali iz drugih regij kot predhodno
testirani vzorci (A 16, A 18, A 47). Najvedjo antibioticno aktivnost sta pokazala etanolna
ekstrakta vzorcev A 16 in P 136.4, povprecne vrednosti izmerjenih inhibicijskih con obeh pa
presegajo povprecno vrednost izmerjenih inhibicijskih con negativne kontrole (99,8% etanol).
Potrebno pa je poudariti, da je iz vidika »cistosti« inhibicijskih con najvec¢jo antibioti¢no
aktivnost pokazal vzorec PK 150, saj je edini katerega (poleg pozitivnhe kontrole -
kloramfenikola) inhibicijske cone niso vsebovale popolnoma nobene manjse kolonije. Izjema

so tudi posamezne inhibicijske cone etanolnega ekstrakta vzorca A 47 in negativne kontrole.

Inhibicijske cone vzorcev so se zaradi razliéne kemijske sestave vzorénih murv razlikovale,

zatorej smo lahko v celoti potrdili tudi naso tretjo hipotezo.

Po vseh dobljenih rezultatih lahko z gotovostjo trdimo, da imajo etanolni ekstrakti listov bele

murve (Morus alba L.) antibioti¢ne ucinke.
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Cilj naSega eksperimenta je bil dokazati antibioticni ucinek spojin murvinih listov. Iz tega
vidikov metodo difuzije trdega gojis¢a z diski ocenjujemo kot primerno. Nazorno smo lahko

spremljali Sirjenje oziroma krcenje inhibicijskih con razli¢nih ekstraktov na antibiogramih.

Ker ne gre za potrjena antibioti¢na zdravila, temvec za do sedaj Se ne raziskane posamezne
ekstrakte listov bele murve, nismo morali doloditi minimalne inhibitorne koncntracije (MIC),

preko katere bi lahko videli, ali nase vrednosti odstopajo od standardnih.

Za primerjavo in korelacijo bi lahko izvedli tudi metodo tekodega gojisS¢a in s
spektrofotometrom merili prosojnost gojis¢ z dodanimi posameznimi ekstrakti po razli¢nih

¢asovnih intervalih.

Prav tako ne moremo zagovarjati, da se na vseh diskih nahaja enaka koncentracija ekstrakta
ali etanola. Diskov namre¢ nismo posadili na antibiograme in po tem nanj odpipetirali
doloceno kolic¢ino ekstrakta ali etanola, temvec smo disk predhodno nasajanju na antibiogram
v ekstrakt oziroma etanol pomodcili. Tako smo se izognili razlivanju ekstraktov ali etanola po
gojiscu, kar bi lahko privedlo do nerealnega premera inhibicijske cone, vseeno pa ne moremo
trditi, da se na vseh diskih nahaja enaka koncentracija, posledica razliénih koncentracij pa so

lahko odstopanja v rezultatih.
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8  ZAKUUCEK

Cilj raziskovalne naloge je bil dokazati antibioti¢ni u¢inek ekstraktov listov bele murve (Morus

alba L.) na bakterijo Escherichia coli.

Z metodo difuzijskega diagrama so antibioticno aktivnost pokazali vsi etanolni ekstrakti in
vodni ekstrakt vzorcev A 16 in A 47, najvecjo antibioti¢no aktivnost pa sta pokazala etanolna
ekstrakta vzorcev A 18 in A 47. Tako sem morala svojo prvo hipotezo ovreci, saj antibioti¢ne
aktivnosti niso kazali vsi ekstrakti. Pri metodi tekocega gojis¢a smo najboljse rezultate dobili

pri ekstraktu vzorca KP 150.

Premeri inhibicijskih con so pokazali, da imajo etanolni ekstrakti ve¢jo antibioti¢no aktivnost

kot vodni. Razlog zato je morda vtem, da je etanol bolj primerno topilo za prisotne flavonoide.

Razni viri zraven antibioticnih in antioksidativnih ucinkov mnogokrat omenjajo tudi
antikancerogeni ucinek, zato bi bile potrebne nadaljnje raziskave s standardiziranimi

metodami.

V nadaljevanju bi bilo testirati ucinek etanolnih ekstraktov na E. coli v tekoéem gojis¢u in
preveriti, ali med dobljenimi podatki pride do korelacije. Prav tako bi bile potrebne nadaljnje
raziskave s standardiziranimi metodami, da bi se lahko prepri¢ali, da nasi rezultati ne

odstopajo od normale.

Poskus nam je zagotovo omogocil napredek v raziskovanju naravne medicine in upamo, da
smo z raziskovalno nalogo pripomogli k boljSemu razumevanju in delovanju spojin murvinih
listov na bakterijske okuzbe. S pomocjo Ze poznanih rezultatov smo dokazali, da imajo spojine

v murvinih listih antibioti¢ni ucinek.

Raziskovalna naloga je z analizo vpliva ekstraktov razli¢nih genotipov murv na E. coli bistveno
doprinesla k odbiri in selekciji tistih lokalnih, v vecini historiénih murv z vecjo vsebnostjo
aktivnih snovi za nadaljnjo selekcijo in razmnoZevanje. Druzbeno-ekonomska korist je
ohranjanje in ozZivitev starih slovenskih genotipov murv in tradicionalnih sadovnjakov na

nekdanjih sviligojskih podrocjih in analiza moznosti uporabe v farmakoloSke namene.
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9  DRUZBENA ODGOVORNOST

Osrednji namen taksnih raziskav je delovati v dobrovit ¢lovestvu, njegovemu zdravju in
bivanju. Naloge smo se lotili z namenom opozarjanja na potencial bele murve v alternativni
medicini 0z. na moZnost pozitivnega izkoris¢anja naravnih danosti, brez invazivnega ali
Skodljivega poseganja v naravo. Pri izvajanju eksperimenta in pridobljenih rezultatih smo

upostevali osnovna nacela druzbene odgovornosti. Vsi dobljeni rezultati so pristni.

Eksperimentalnega dela smo se lotili odgovorno, ves kontaminiran material, ki je ostal od

eksperimenta (antibiogrami, eze...) smo pravilno zavrgli.
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11 PRILOGE

Priloga 1: Tabela z rezultati 1. meritve inhibicijskih con vseh treh ekstraktov

Rezultati 1. meritve inhibicijskih con vseh treh

ekstraktov [mm]

PREMER INHIBICIJSKE

CONE (mm) POVPRECNA VREDNOST
Al6 5,21 5,52 5,14 4,65 4,21 4,97
A 18 0 0 0 0 0 0
A 47 7,69 7,16 8,58 7,24 0 7,8
E1A16 0 0 0 0 0 0
E1A18 0 0 0 0 0 0
E1A47 0 0 0 0 0 0
E2A16 0 0 0 0 0 0
E2A18 0 0 0 0 0 0
E2 A47 0 0 0 0 0 0
Pozitivna kontrola 0 0 0 0 0
Negativna
kontrola 19,19 17,5 18,07 19,07 17,59 14,77
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Priloga 2: Tabela z rezultati 1. meritve inhibicijskih con na vseh treh ekstraktih (mrzla voda, vro¢a voda, etanol) (+ 1 SD)

Rezultati 1. meritve inhibicijskih con na vseh treh ekstraktih (mrzla voda, vroca voda,

etanol) (x 1 SD) [mm]

PREMER INHIBICIJSKE CONE (povpreéna vrednost + 1

SD)

A 16

A 18

A47

E1A16
E1A18
E1A47
E2 A 16
E2 A 18
E2 A47

Negativna kontrola

Pozitivha kontrola

4,97 +0,46176

0
7,8 £0,56424
0

0
0
0
0
0
0

14,77 +£0,71843

Priloga 3: Tabela z rezultati 1. merjenja inhibicijskih con uparjenega in prefiltriranega etanolnega ekstrakta (24h)

Rezultati 1. merjenja inhibicijskih con uparjenega in prefiltriranega etanolnega ekstrakta

PREMER INHIBICIJSKE CONE

(24h)

A 16 7,9
A18 8,14
A47 7,67
Negativna

kontrola 8,64

11,24 845
10,37 9,26
8,65 8,86
8,6 9,83

8,24

9,61

9,65

8,61

7,65

7,09

9,73

9,4

POVPRECNA VREDNOST

8,71

8,89

8,91

9,01
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Priloga 4: Tabela z rezultati 1. merjenja inhibicijskih con uparjenega in prefiltriranega etanolnega ekstrakta (24h) (+ 1 SD)

Rezultati 1. merjenja inhibicijskih con uparjenega in prefiltriranega etanolnega ekstrakta (24h) (+ 1 SD)

[mm]

PREMER INHIBICIJSKE CONE (povpreéna vrednost + 1 SD)

A 16
A 18
A47

Negativna kontrola

8,71 +1,30139
8,89 +1,15309
8,91 +0,75202
9,01 +£0,5078

Priloga 5: Tabela z rezultati 2. merjenja inhibicijskih con uparjenega in prefiltriranega etanolnega ekstrakta (1 teden)

Rezultati 2. merjenja inhibicijskih con uparjenega in prefiltriranega etanolnega ekstrakta (1 teden) [mm]

A 16
A 18
A 47
Negativna

kontrola

POVPRECNA
PREMER INHIBICIJSKE CONE VREDNOST
16,22 20,82 16,07 19,21 28,28 20,12
22,02 29,9 19,22 22,65 30,17 24,79
14,29 22,25 23,12 21,78 15,21 19,33
12,97 10,25 9,24 9,05 11,24 10,55

Priloga 6: Tabela z rezultati 2. merjenja inhibicijskih con uparjenega in prefiltriranega etanolnega ekstrakta (1 teden) (+ 1 SD)

Rezultati 2. merjenja inhibicijskih con uparjenega in prefiltriranega etanolnega ekstrakta (1 teden) (£ 1 SD) [mm]

PREMER INHIBICIJSKE CONE (povprecna vrednost + 1 SD)

A 16
A18
A47

Negativna kontrola

20,12 + 4,4613
24,79 + 4,43472
19,33 + 3,77542
10,55 + 1,44143
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Priloga 7: Tabela z rezultati ponovitve merjenja antibioti¢ne aktivnosti etanolnega ekstrakta

Ponovitev merjenja antibioti¢ne aktivnosti etanolnega ekstrakta [mm]

1.A161/2
1.A162/2
1.A181/2
1.A182/2
1.A471/2
1.A472/2

.A161/2
.A162/2
.A181/2
.A182/2
.A471/2

N N NN NN NN

.A472/2

Pozitivna
kontrola
Negativna

kontrola

PREMER INHIBICIJSKE CONE

7,68
7,85
7,77
10,18
8,15
6,72

8,5
6,79
8,57
9,36
10,45
8,61

22,09

23,04

7,71
7,42
10,78
8,11
6,9
7,85

6,39
5,59
9,3
8,72
9,05
10,48

22,44

23,29

7,12
8,21
7,77
12,23
6,86
6,59

6,45
6,08
8,11
7,37
9,54
10,96

20,92

22,8

9,46
8,32
8,45
9,91
7,68
5,82

5,97
6,41
8,91
8,98
6,54
10,02

19,67

21,59

7,05
7,29
6,98
7,03

9,26

7,69

8,63
9,39

23,42

17,85

POVPRECN
VREDNOST
7,79
7,77
8,41
9,48
7,32
5,40

7,31
6,22
8,52
8,52
8,98
8,01

21,71

21,71

A
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Priloga 8: Tabela z rezultati ponovitve merjenja antibioti¢ne aktivnosti etanolnega ekstrakta (24 ur)

Ponovitev merjenja antibioticne aktivnosti etanolnega ekstrakta [mm]

PREMER INHIBICIJSKE CONE (povpreéna vrednost + 1 SD)

1.A161/2 7,79 £ 0,88094
1.A162/2 7,77 £0,4782
1.A181/2 8,41 +1,24033
1.A182/2 9,48 +1,8091
1.A471/2 7,32 +0,50804
1.A472/2 5,4+2,77479
2.A161/2 7,31+1,3115
2.A162/2 6,22 £ 0,50075
2.A181/2 8,52 +£0,5692
2.A182/2 8,52 +0,67074
2.A471/2 8,98 +1,3115
2.A472/2 8,01 + 4,08322
Pozitivna kontrola 21,71 £ 1,29515

Negativna kontrola 21,71 £2,01828



Priloga 9: Tabela z rezultati ponovitve merjenja antibioti¢ne aktivnosti etanolnega ekstrakta (1 teden)

Ponovno merjenje druge ponovitve merjenja antibioticne aktivnosti etanolnega ekstrakta [mm]

POVPRECNA

PREMER INHIBICIJSKE CONE VREDNOST
1.A161/2 8,51 7,71 6,32 8,6 6,38 7,50
1.A162/2 7,94 8,24 8,38 8,01 7,5 8,01
1.A181/2 7,57 13,35 9,32 8,17 7,73 9,23
1.A182/2 0 7,66 6,63 5,64 0 3,99
1.A471/2 7,8 7,37 6,72 7,6 7,93 7,48
1.A472/2 6,8 5,82 0 7,32 8,11 5,61
2.A161/2 8,87 5,95 6,06 5 8,24 6,82
2.A162/2 7,89 0 7,37 6,61 / 4,83
2.A181/2 7,79 8,74 8,56 8,88 8,26 8,45
2.A182/2 9,68 10 9,98 8,93 8,7 9,46
2.A471/2 8,49 7,4 8,45 6,72 9,48 8,12
2.A472/2 0 0 0 0 0 0
Negativna
kontrola 9,87 10,33 10,24 9,22 6,73 9,23
Pozitivna

kontrola 18,87 18,12 19,11 19,77 19,85 19,14



Priloga 10: Tabela z rezultati ponovitve merjenja antibiotiéne aktivnosti etanolnega ekstrakta (1 teden) (+ 1 SD)

Ponovno merjenje druge ponovitve merjenja antibioticne aktivnosti etanolnega ekstrakta (+ 1 SD)

[mm]

PREMER INHIBICIJSKE CONE (povpreéna vrednost + 1 SD)
1.A161/2 7,5 £1,99206
1.A162/2 8,0 £0,30157
1.A181/2 9,2 £2,14996
1.A182/2 4,0 +3,31666
1.A471/2 7,5%0,42636
1.A472/2 5,6 £2,90194

7,0 +
2.A161/2 1,2762

4,8 +
2.A162/2 3,4574
2.A181/2 8,4+0,388
2.A182/2 9,5 +0,54201
2.A471/2 8,1+8,108
2.A472/2 0
Negativna kontrola 9,3+1,33254
Pozitivna kontrola 19,1 +0,63484
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Priloga 11: Graf z rezultati 1. meritve inhibicijskih con na vseh treh ekstraktih

Rezultati 1. meritve inhibicijskih con na vseh treh
ekstraktih (mrzla voda, vroca voda, etanol) [mm]
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Priloga 12: Graf povpre¢nih vrednosti premerov inhibicijskih con vseh ekstraktov (mm)
Povprecne vrednosti premerov inhibicijskih con
vseh ekstraktov [mm]
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Priloga 13: Graf povprecnih vrednosti premerov inhibicijskih con vseh ekstraktov (mm) (+ 1 SD)

Povprecne vrednosti premerov inhibicijskih con
vseh ekstraktov [mm] (x 1 SD)
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Priloga 14: Graf povpre¢nih vrednosti premerov inhibicijskih con etanolnega ekstrakta (24 ur)

Rezultati 1. merjenja inhibicijskih con uparjenih in
prefiltriranih etanolnih ekstraktov (24h) [mm]
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Priloga 15: Graf povprecnih vrednosti premerov inhibicijskih con etanolnega ekstrakta (24 ur) (+1 SD)

Povprecna vrednost premerov inhibicijskih con
etanolnega ekstrakta (1. merjenje) [mm] (£1 SD)
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Priloga 16: Graf z rezultati 2. merjenja inhibicijskih con uparjenih in prefiltriranih etanolnih ekstraktov (mm) (1 teden)
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Rezultati 2. merjenja inhibicijskih con uparjenih in
prefiltriranih etanolnih ekstraktov [mm] (1 teden)

35
30
25
20
15
10
5
0

PREMER POVPRECNA

INHIBICISKE VREDNOST

CONE

HAl6 EA18 mA47 Negativna kontrola

56



Priloga 17: Graf z rezultati 2. merjenja inhibicijskih con uparjenih in prefiltriranih etanolnih ekstraktov (mm) (1 teden) (+ 1 SD)

Povprecna vrednost inhibicijskih con etanolnega
ekstrakta (2. merjenje) [mm] (x 1 SD)
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Priloga 18: Graf z rezultati ponovitve merjenja antibioti¢ne aktivnosti etanolnega ekstrakta (24 ur)

Ponovitev merjenja antibioti¢ne aktivnosti etanolnega
ekstrakta (24 ur) [mm]
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Priloga 19: Graf povprecnih vrednosti premerov inhibicijskih con etanolnih ekstraktov (1. ponovitev) [mm] (+1 SD)

Povprecne vrednosti premerov inhibicijskih con
etanolnih ekstraktov (1. ponovitev) (mm) (1 SD)
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Priloga 20: Graf z rezultati ponovitve merjenja antibioti¢ne aktivnosti etanolnega ekstrakta (1 teden)

- Ponovno merjenje druge ponovitve merjenja antibioti¢ne
aktivnosti etanolnega ekstrakta [mm]
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Priloga 21: Graf povprecnih vrednosti premerov inhibicijskih con etanolnih ekstraktov (1 teden) (mm) (+1 SD)

Povprecna vrednost inhibicijskih con etanolnega
ekstrakta (ponovitev merjenja) [mm] (1 SD)
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Priloga 22: Graf primerjave povprecnih vrednosti inhibicijskih con etanolnega ekstrakta po prvem in drugem merjenju

Primerjava povprecnih vrednosti inhibicijskih con
etanolnega ekstrakta po prvem in drugem
merjenju [mm]

30
25
20
15
10
5 i1kl ]
0
o o N D 2 © > D 2
&8 A M A AN SO
& NN S A T
Qﬁ\ ’b\b $Q/
&Q
&
$Q/

60



Priloga 23: Graf s premeri inhibicijskih con etanolnih ekstraktov po 24 urah (3. ponovitev) (mm)
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Priloga 24: Graf s povprecnimi vrednostmi inhibicijskih con etanolnih ekstraktov (3. ponovitev) (24 ur) (+ 1 SD)

3. Ponovitev: premeri inhibicijskih con etanolnih
ekstraktov po 24 urah [mm] (+ 1 SD)
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Priloga 25: Tabela z rezultati Tukey-jevega in Duncanovega testa

Subset for alpha = 0.05

N R N E

Tukey HSD2P 1601 4 4,8800

4701 4 6,9375

4702 9 7,0667

1602 10 7,7730 7,7730

1802 10 8,9469

Sig. 1,000 0,671 0,349
Duncan®P 1601 4 4,8800

4701 4 6,9375

4702 9 7,0667

1602 10 7,7730 7,7730

1802 10 8,9469

Sig. 1,000 0,216 0,070



