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Abstract

Our project was created with the purpose of understanding how select substances affect
certain bacteria and if said substances have any antibacterial effect. This method can be
used for determining how resilient a bacterial species is, as specific substances are used to
determine how they affect bacterial accumulation. The substances used to test the
antibacterial effect were: ginger, honey, aloe vera, and lemon. The four substances were
tested on Micrococcus Luteus, Escherichia Coli and Bacillus Megaterium.

We utilized a method in order to investigate if our substances have an antibacterial effect on
the chosen bacteria. Repeated attempts have been made with this method in order to
produce a mean of the antibacterial effect.

In general, the difference between the substances' antibacterial effect is not significant, as it
only was a matter of a few millimetres. Many different factors affected the results and
several of these had to be disregarded during the process of the project. As a result of this,
we have not been able to form a concrete conclusion based on our results.

Sammanfattning

Vart projektarbete har gjorts i syfte att forsta hur utvalda substanser paverkar vissa bakterier
och om dessa har nagon antibakteriell effekt. Detta ar ett sdatt som kan anvandas for att ta
reda pa hur motstandskraftig en bakterieart ar, da specifika substanser anvands for att se
hur de paverkar bakterietillvaxten. Substanserna som anvandes for att kunna testa den
antibakteriella effekten var ingefara, honung, aloe vera och citron. Dessa fyra substanser
testades pa Micrococcus Luteus, Escherichia Coli och Bacillus Megaterium.

Vi har anvant oss av en metod for att kunna underséka om vara substanser har nagon
antibakteriell effekt pa de utvalda bakterierna. Upprepade forsok har genomforts med
denna metod for att fa fram ett medelvarde av den antibakteriella effekten.

Generellt sett sa ar skillnaden mellan de olika substansernas antibakteriella effekt inte
sarskilt stor, da det endast rorde sig om ett fatal millimeter. Det finns manga olika faktorer
som har paverkat resultaten och ett flertal av dessa faktorer har vi inte kunnat ta hansyn till
under projektets gang. Darfor har vi inte heller kunnat dra ndgon konkret slutsats utifran
vara resultat.
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1. Inledning

Vi hor ofta myter om att vissa substanser ska vara bra for det ena och det andra. | dagens
samhalle sdgs det bland annat att ingefara, honung, aloe vera och citron kan hjalpa till for att
uppratthalla hdlsan och forebygga vissa sjukdomar. Ingefara sags vara bra vid férkylning,
honung starker immunférsvaret, aloe vera laker sar och citron hjalper vid halsont med mera.
Vi var intresserade av att testa om dessa specifika substanser hade nagon inverkan pa vissa
bakterier och om dessa har nagon antibakteriell effekt.

Syftet med detta projektarbete ar att undersdka hur stor antibakteriell effekt ingefara,
honung, aloe vera och citron har pa bakterierna Micrococcus Luteus, Bacillus Megaterium
och Escherichia Coli.

Ett stort tack till Ola Nordqvist, larare pa Polhemsgymnasiet, som har mojliggjort denna
undersokning, bistatt med material och handledning under projektets gang.

2. Hypotes & nollhypotes

Var hypotes ar att ingefara har storst antibakteriell effekt pa de tre olika bakteriearterna
Escherichia Coli, Bacillus Megaterium och Micrococcus Luteus och darefter kommer aloe
vera, honung och citron. Var nollhypotes ar att citron har storst antibakteriell effekt pa de
tre olika bakteriearterna och darefter kommer honung, aloe vera och ingefara samt att ingen
av dessa har nagon antibakteriell effekt pa samtliga bakteriearter.



3. Teori

3.1 Bakterier

Bakterier ar viktiga for allt liv pa var jord da de finns i alla ekosystem och de delas ini tva
stora grupper, eubakterier och arkebakterier. Bakterier ar encelliga mikroorganismer och
varierar till storlek, form och utseende. De flesta bakterier som tillhdr gruppen eubakterier
klarar av att producera och konsumera nastan alla naturligt férekommande organiska
foreningar samt en del oorganiska foreningar. Utan mikroorganismer skulle inte organiskt
material kunna brytas ner sa att bland annat kvave, kol och svavel kan transporteras runt i
de biogeokemiska kretsloppen. [7, 8]

Det finns extremt manga olika arter av bakterier men endast ett hundratal av dessa ar
patogena for manniskan. Efter att den tyske bakteriologen Robert Koch lyckades konstatera
ett samband efter ett flertal forsok, mellan bakterien Bacillus Anthracis och sjukdomen
mjaltbrand, har bakterier forknippats med sjukdomar. Idag anvands bakterier inom manga
olika biotekniska omraden, bland annat for att framstalla lakemedel och livsmedel. Hos de
flesta djur och manniskor finns miljontals olika bakterier i slemhinnor och tarmsystem som
skyddar fran patogena angrepp. [9, 26]

3.2 Bakteriers inre struktur

Bakterier tillhér gruppen prokaryota celler. Dessa celler saknar helt membranomslutna
organeller och cellkdarna. Vatskan i cellen kallas cytoplasma och innehaller enzymer,
ribosomer, proteiner, nukleinsyror, naringsamnen och joner som finns |6sta i plasman. Den
del av bakteriecellen dar kromosomen finns kallas nukleoid. DNA finns i framst i
kromosomen men ocksa i sa kallade

plasmider som kan finnas i manga eller inga

exemplar. Det finns dven sa kallade

inklusionskroppar vilka fungerar som en p %\\
slags lagring for bland annat lipider, i, » e

polysackarider samt andra viktiga organiska med ribosomer 35]
och oorganiska amnen. [8, 26]

3.3 Bakteriers yttre struktur

3.3.1 Cellhéljen

Alla bakterier omges av ett cellhdlje som bland annat har funktionen att ge struktur at
cellen, skydda cellens insida fran omgivningen samt fungera som transportvagar for amnen
som ska in och ut ur cellen. Det finns i huvudsak fem olika cellhdljen med olika egenskaper,
dar grampositiva och gramnegativa ar de vanligaste. De grampositiva har ett inre
plasmamembran och ett tjockt peptidoglykanlager och gramnegativa bestar av ett inre och
ett yttre membran samt ett tunt peptidoglykanlager. Hos vissa grampositiva bakterier kan



cellvaggen besta av upp till 40 lager tjockt peptidoglykan, resten av cellvaggen bestar av
polysackarider. De flesta gramnegativa bakterier har oftast bara ett peptidoglykanlager. [26,
29] “ koo ackd

“ [31]

Gram+ cell “C0
envelope

Deinoccoccus ar en kombination av grampositiva och gramnegativa cellhéljen som bestar av
tva membran och ett tjockt mellanliggande peptidoglykanlager. Mycoplasma &r en grupp
bakterier som inte har formagan att bilda cellvdagg och lever utan den. Istallet for att ha en
cellvdagg uppbyggd av peptidoglykan sa har planctomyces en cellvdagg uppbyggd av proteiner.
Vissa bakterier har dven flageller som anvands vid forflyttning eller fimbrier som haller
kontakt med andra bakterieytor. De kan ocksa ha en kapsel som skyddar mot fagocytos,
uttorkning och naringsforluster. [26, 30]

3.3.2 Plasmamembran
Membranet runt en bakterie ar en selektiv inbaddat protei
barriar mellan den yttre miljon och den

inre miljon samt reglerar vad som ska in

och ut ur cellen. Plasmamembranet bestar

fosfo-
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av fosfolipider, kolesterol och proteiner
som formar ett komplext natverk.
Kolesterolet gor membranet mer flexibelt. /
L. . . " utanpéliggande protein [35]
Fosfolipidmolekylen bestar av tva delar, Insida

huvudet och svansen som utgor den storre delen av membranet. Huvudet bestar av en
fosfatgrupp, kolin och glycerol och svansen bestar av fettsyror. Denna speciella uppbyggnad
hos fosfolipidmolekylen gor sa att den &r polér och hydrofil' i ena d&nden samt opolar och
hydrofob2 i andra dnden. | membranet ar de hydrofoba dandarna vanda mot varandra samt
att de hydrofila pekar utat mot den yttre miljon i det ena lagret och inat cellen i det andra.
Denna konfiguration gor att endast sma, oladdade molekyler sa som syre och koldioxid kan
diffundera fritt over membranet. For att andra stora molekyler ska kunna passera fritt 6ver

membranet finns specifika proteinkanaler. [5, 26, 29]

3.3.3 Cellvagg
Den speciella yttre form som de flesta

bakterier har beror pa cellvaggen som

(— Peptidoglykan

befinner sig utanfor det inre
plasmamembranet. Cellvdaggen hos de flesta

! Vattenloslig
2 Fettloslig



bakterier har en styv struktur som ger bakterien form och stadga. Bakteriecellvdggen bestar
av peptidoglykanlager som ar uppbyggt av proteiner och kolhydrater. Dessa har, var for sig,
inte ndgon speciellt invecklad struktur. P bestar av sockerderivaten muraminsyra och
glykosamin som halls samman av B-1,4-bindningar och dels av en tetrapeptid bestaende av
fyra aminosyror. Tillsammans bildar de ett stabilt lager pa cellytan och detta bidrar till
cellens sjalvstandighet gentemot omgivningen. [26, 29]

3.4 Bakteriers morfologi

De flesta bakterier hor till gruppen eubakterier som delas in efter sin morfologi. De tva
vanligaste basformerna ar kocker (grek. coccus = bar) och stavar eller sa kallade baciller (lat.
baculus = sticka). En tredje grupp ar spiriller (lat. spira = vriden) som inte ar sa vanliga. [12]

Kocker ar ett samlingsnamn for alla sfariska bakterier. Det finns bland annat tre typer av
kocker och det som skiljer dem at ar hur de delar sig. Diplokocker delar sig parvis,
streptokocker bestar av 4-20 celler som bildar Ianga parlband och stafylokocker delar sig
oregelbundet i tre plan. Ett annat cellarrangeman forekommer hos bakterieslaktet
Micrococcus dar bakterierna packas samman till en tetraedrisk form. Stavar ar ett
samlingsnamn for alla avlanga, cylinderformade bakterier. De bakterier som ar
spiralformade tillhor gruppen spiriller. De flesta av dessa forflyttar sig med hjalp av flageller.
[26]

3.5 Undersokta bakterier

3.5.1 Escherichia Coli

Escherichia Coli férkortas oftast som E. Coli och isolerades for férsta gangen av Theodor
Escherichia ar 1885. Bakteriearten tillhor gruppen stavar och ar gramnegativa. De trivs och
vixer bast i mesofila® samt aeroba® miljoer. E. Coli utfor en stor del av tarmfloran hos
manniskor och ar nédvandig for matsmaltningen. Bakteriearten ar harmlés mot manniskan
men kan i varsta fall orsaka diarré och kramper men dven sjukdomar sa som
hjarnhinneinflammation, magsjuka och urinvagsinfektion. Om manniskan dricker
opastoriserad mjolk, ofiltrerat vatten samt ater ratt kott kan E. Coli bakterier patraffas och
orsaka infektioner. [3, 4]

3.5.2 Micrococcus Luteus

Micrococcus Luteus forkortas oftast M. Luteus och ar daven kand som Sarcina Lutea.
Bakteriearten upptacktes av Alexander Flemming. Den ar grampositiv och tillhér gruppen
stafylokocker. Den trivs bast i mesofila samt aeroba miljéer och man finner dem oftast i
mark, luft, vatten och smuts. Bakterien finns dven hos manniskan och da framst pa huden
och &r bland annat ansvarig for var kroppslukt. M. Luteus kan ocksa orsaka vissa sjukdomar

* Optimumtemperatur 20-45°C (37°C)
* Kraver syre



sa som hudinfektion om man har svagt immunforsvar men i de flesta fall ar bakterien
harmlds for manniskan. [1,2]

3.5.3 Bacillus Megaterium

Bacillus Megaterium ar grampositiva bakterier som tillhér gruppen stavar. De lever i mesofila
miljder och féredrar aeroba miljder men &r dven kapabla att véixa i anaeroba’ miljder nar det
ar nodvandigt. Bakterierna ar de storsta eubakterier som finns i marken och de kan éverleva
extrema forhallanden sasom 6ken. [10]

3.6 Bakteriell tillviaxt

Bakterier ar mycket sma till storleken och vager i medeltal endast 1072 gram som kan férdka
sig ofattbart snabbt. Om en bakterie under optimala férhallanden kontinuerligt hade fatt
dela sig i tva var tjugonde minut sa hade det bildats 2'** nya individer fran
ursprungsbakterien under 48 timmar. Om denna delning hade fatt ske, skulle den
sammanlagda massan av samtliga bakterier bli 4000 ganger jordklotets. [26]

Att detta inte sker ar pa grund av att sadana
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Det finns fyra olika faser som beskriver den
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bakteriella tillvaxten. Forst befinner sig
bakterierna i en fordrojningsfas da de bara blir
storre, sedan sker det en exponentiell férokning i

Log of numbers of bacteria

logfasen dar bakterierna tillvaxer i maximal [33]

.

Time ™

hastighet endast under en kort tidsperiod. | den

stationdra fasen kommer bakteriepopulationen till
en punkt da tillvaxten stannar av och populationen nar da omgivningens barkapacitet. Detta
pagar under ett jamnt tempo dvs. att om en bakterie tillkommer sa maste en annan do. | den
sista fasen, avdodningsfasen, kommer resurserna att begransas och 6kningen av
avfallsprodukter slutligen leda till att fler bakterier dor an tillkommer. [26]

3.7 Sterilteknik

Inom sterilteknik utfors alltid vissa steg for att uppna en steril miljo. Forst och framst bor
man anvanda labbrock och tvatta handerna noggrant. All utrustning som anvands vid

laboration bor steriliseras fore anvandning. Darefter spritar man sin arbetsplats med 70—
procentig etanol strax fore laboration. Etanol i

\

denna koncentration l6ser upp de flesta av
mikroorganismers membran vilket gor att de dor.
Dock kan bankytan inte betraktas som helt steril da
vissa bakterier kan ha 6verlevt och nya bakterier

tillkommit fran luften. Ett faktum da man anvander
[35]

> Ej syrekrdavande



sterilteknik ar att mikroorganismer finns 6verallt och kan kontaminera prover och férandra
resultatet under arbetets gang. Vid anvandning av agarplattor ska locket hallas sa nara
plattan som mojligt for att undvika kontaminering. [11, 25]

3.7.1 Autoklavering

Ett substrat maste steriliseras genom att autoklaveras da det bor uppna minst 120°C for att
ta dod pa alla bakterier. Vid autoklavering utsatts innehallet for méattad vattenanga vid ett
tryck dubbelt sa hogt som atmosfarens (1 atd). [25] Under miljomassigt stressiga
forhallanden sa som svalt, uttorkning, UV-stralning etc. sa kan en vegetativ cell, som bland
annat har metabolism och kan férsoka sig, ga in i ett dvalliknande tillstand. Detta stadie
kallas endospor da varken metabolism eller reproduktion kan ske. Da naringsrika och
fordelaktiga forhallanden finns kan endosporen 6verga till en vegetativ cell igen inom loppet
av 90 minuter. Detta ar en 6verlevnadsform for bakterierna da det enda sattet att ta dod pa
dem ar genom autoklavering. [11, 26, 29]

Man kan autoklavera alla vatskor och det mesta av utrustningen fére anvandning da man vill
vara helt sdker pa att det inte finns nagra andra mikroorganismer som kan paverka
resultatet. For att veta att innehallet natt ratt temperatur och steriliserats, sa anvands en
autoklavtejp som andrar farg da det uppnatt 120°C efter minst 15 minuter. [25]

3.8 Odling av bakterier

Det finns olika typer av medium vid odling av bakterier. Naringsagar och naringsbuljong ar
tva typer av komplexa medier. Agar bestar bland annat av stora sockermolekyler, som
tillsammans bildar en gel och utvinns fran olika arter av rodalger. [6] FOr att anvanda detta
inom mikrobiologi blandas denna agar med naringslosning som oftast innehaller kottextrakt
eller jastextrakt som ar rika pa aminosyror, mineraler och vitaminer. Ibland kan dven pepton
anvandas som delvis bestar av nedbrutet protein. [11, 25]

Naringsbuljong ar ett flytande medium da en kapsel med néaringsbuljong har tillsats och
autoklaverats for att bakterierna ska fa de forutsattningar de behover for att tillvaxa.
Naringsagar ar i fast form nar det blandas med destillerat vatten for att sedan autoklaveras.
Dérefter toms den svalnande agarn ut i petriskalar dar det far stelna over tid. Da bakterier
stryks pa agarplattan har de alla forutsattningar att tillvaxa. Anledningen till att just detta
amne anvands ar for att det ar valdigt fa organismer som kan bryta ned det. [11, 25]

3.9 Livsbetingelser

Bakterier behdver ha vissa forutsattningar for att reproducera sig. Férutom att
naringsinnehallet i mediet &r viktigt sa maste ocksa pH, temperatur, syrehalt och det
osmotiska trycket regleras for att uppna basta majliga odlingsbetingelser. De flesta
bakteriearter ar kemoheterotrofer dvs. att de anvander organiskt kol bade som energi- och
kolkalla. Vid dalig bakterietillvaxt kan det bero pa att nagon viktig faktor saknas, t.ex.
vitaminer eller mineraler samt nagon av de andra faktorerna. [26, 28]



3.10 Antibiotika

Den brittiske biologen Alexander Flemming upptackte penicillinet ar 1928 av en slump, da
han lamnade en odiskad streptokockodling staendes nar han var pa semester. Svampen som
hade kontaminerats dodade alla bakterier i narheten och lamnade en kal flack. Efter fortsatt
forskning upptéacktes att antibiotika kunde anvandas for att hindra tillvaxten av andra
mikroorganismer. Ett viktigt kriterium var att antibiotikan skulle vara harmlos mot
manniskan. Det finns flera olika satt att hamma tillvaxten da antibiotikan ger sig pa specifika
synteser sa som DNA-, RNA-, protein-, cellmembran- och cellvdaggsyntes. [26]

Antibiotika som paverkar cellvaggsyntesen, verkar
bara pa véxande bakterieceller. Den férhindrar att 2 G 4 .. .
tvarbindningar, som ar peptidbindningar, mellan

tva muraminsyramolekyler ska bildas. Om o

bakteriecellerna skulle finnas i en hypoton® miljé
lyserar de vid inverkan fran cellspecifika enzymer. ®eg Totrapeptidkedia

Lysosomer delar bindningen mellan sockret PP [35]

(glykosamin) och muraminsyran som pd sd satt 1. Antibiotika férhindrar bildningen av tvarbindningar

|&ser upp cellvéggen. Denna cellvéggsyntes verkar vilket resulterar i en ofullstandig cellvdaggsyntes.
. . o ] 2. Lysozym spjalkar cellvaggen.
framst pa grampositiva bakterier. De andra

ovannamnda synteserna ar mer komplicerade. [26]

3.11 Antibakteriell effekt

Antibakteriell effekt ar ett satt som kan anvdndas for att ta reda
pa hur motstandskraftig en bakterieart ar, da specifika substanser
anvands. Bilden till hoger visar en avdddningszon, som ar formad
i en cirkel runt en substans som har en antibakteriell effekt, dar
det inte finns nagon bakterietillvaxt. Ett satt att mata
antibakteriell effekt kan géras genom att anvanda filterpapper
med vatska fran en specifik substans. [26]

3.12 Substanser

3.12.1 Ingefdra

Ingefdra ar en asiatisk krydda eller 6rt som vaxer i varmare lander runt om i varlden. Utsidan
pa roten bestar av ett tunt, ljusbrunt skal och insidan bestar av ett gulaktigt kott. Ingefara
finns dven i pulveriserad form, dock innehaller den inte lika mycket naringsamnen sa som
magnesium, kalcium, zink, vitaminer och andra antioxidanter som den farska ingefaran.
Orten har en kryddig smak vilket ger en speciell smak vid matlagning och bakning. Den har i
arhundraden anvants vid lindring av bland annat matsmaltningsbesvar, astma och
forkylning. [13, 14]

e Lag koncentration I6sliga partiklar
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3.12.2 Honung

Honung ar ett trogflytande och sott amne som framst tillverkas av bin men dven av humlor.
Insekterna suger ut vaxtsafter sa som nektar fran blommor och honungsdagg fran bladl6ss.
De tillsatter sina kroppsegna enzymer i rorsocker som klyver druv- och fruktsocker i lika stora
delar. Honungens konsistens, smak, farg och lukt varierar beroende pa vart ifran
ramaterialet ar hamtat. Honung anvands bland annat i bakverk, godis, te samt saser. Det kan
dven anvandas vid bland annat forkylning, halsont och lakning av sar. [19, 20]

3.12.3 Aloe vera

Aloe vera ar en vaxt som vaxer i torra trakter runtom i Afrika, Asien och Amerika. Aloe vera
ar en av de mest naringsrika vaxterna i varlden och innehaller manga olika naringsamnen,
mineraler, aminosyror och vitaminer. De gréna bladen kan bland annat anvandas till att
producera juice. Aloe veran ar kand for dess antiinflammatoriska egenskaper och dess
formaga att snabbt tranga igenom alla vara hudlager. Den ar bland annat smartstillande,
okar blodstromningen och stddjer immunsystemet. [15, 16]

3.12.4 Citron

Citron ar en hybridart i familjen vinrutevaxter och vaxer pa citrontrad som kan bli upp till 6
meter hoga och blomma samtidigt som citronen mognar. Arten ar oval med gult skal och blir
mellan 6 och 13 cm stor. Fruktkottet ar saftigt och surt med en behaglig arom. Saften och
skalet anvands till Iaskande drycker och som krydda i mat. Citronen odlas i varma miljoer
runt om i varlden, framforallt runt medelhavet. Den anvands bland annat vid férkylning och
halsont. Citronsyra kan utvinnas fran citron och ar en férhallandevis stark karboxylsyra. Den
anvands bland annat som rengdringsmedel, konserveringsmedel och vid matlagning. [17, 18]
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4. Metod

For att undersdka hur stor antibakteriell effekt substanserna hade pa bakterierna
Micrococcus Luteus, Bacillus Megaterium och Escherichia Coli maste vissa steg genomforas.
De fyra olika substanserna som testades var ingefara, honung, aloe vera och citron.

For att gora ndringsagar som racker till cirka 30 stora petriskalar sa behovdes tva flaskor med
200 ml destillerat vatten samt 7,4 gram agar i var sin flaska. Losningarna autoklaverades da
de skulle uppna 120°C dvs. sa steril miljo som majligt. Da agarn fortfarande ar varm men inte
kokar och trycket ar lika pa insidan av autoklaven som pa utsidan, sa témdes lika mycket av
agarn ut i varje petriskal for att fa agarplattor. Dessa ska helst sta framme innan de stélls in i
kylen for att minska kondensering.

For att gora naringsbuljong till tre e-kolvar sa behovdes cirka 100 ml destillerat vatten samt
agar i en kapsel som tillsattes i vardera e-kolv. Dessa I6sningar autoklaverades da de skulle
uppna 120°C dvs. sa steril miljé som mojligt. Da buljongldsningarna svalnat sa tillsattes de tre
olika bakterierna fran frysen i respektive e-kolv, som fick sta i varmeskap (37°C) for att fa en
bakterieodling.

For att kunna anvanda substanserna sa behovdes saften
utvinnas fran dem. Den raa ingefdran hackades forst i mindre
bitar for att sedan kunna pressas ut med hjalp av en

vitlokspress och hos aloe veran behdvdes endast den ] 7
trogflytande vatskan tryckas ut. Citronen delades i tva delar {*7...,""‘) &) ©
for att sedan pressas ut med handkraft och den flytande

honungen anvandes sa som den var. Till sist gjordes en provodling som fick sta i varmeskap

(37°C) over ett dygn.

4.1 Forsok 1

Totalt anvandes 30 agarplattor under férsoket. Varje
platta marktes med fyra kvadranter for respektive
substans och 10 agarplattor anvandes for att stryka pa
vardera bakterieart. Samma bakteriestammar anvandes i
forsok 1 som vid provodlingen da de genomférdes under

en kort tidsperiod. Till en borjan stroks bakteriearterna
ordentligt ut 6ver hela agarplattan med hjalp av engangsympnalar for att fa en
bakterieodling. 4 ml av varje substans spaddes ut med 2 ml destillerat vatten i ett matglas.
Vardera substans lades pa respektive kvadrant genom att doppa ett filterpapper med en
pincett i den specifika vatskan och stryka av éverbliven vétska innan den laggs pa
agarplattan. Totalt utférdes 10 replikat for varje substans och bakterie. Agarplattorna
stalldes in i varmeskap (37°C) i ett dygn. Darefter anvandes ett skjutmatt for att mata hur
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stor avdddningszonen var dvs. hur stor antibakteriell effekt substanserna har. Matningen
borjade fran filterpapprets yttre kant till avdédningszonens slut.

4.2 Forsok 2

Totalt anvandes 30 agarplattor under forsoket. Varje platta
marktes med fyra kvadranter for respektive substans och 10
agarplattor anvandes for att stryka pa vardera bakterieart. Agar
och buljong gjordes som tidigare beskrivet. Bakteriearterna
stroks darefter noggrant ut dver hela agarplattan med

engangsympnalar for att fa en bakterieodling. Darefter utvanns
koncentrerad vatska fran substanserna i en bagare, som sedan
lades pa respektive kvadrant genom att doppa ett filterpapper med en pincett i den specifika
substansen, och stryka av 6verbliven vatska innan den laggs pa agarplattan. Totalt utfordes
10 replikat for varje substans och bakterie. Agarplattorna stélldes in i vairmeskap (37°C) i ett
dygn. Darefter anvandes ett skjutmatt for att mata hur stor avddédningszonen var dvs. hur
stor antibakteriell effekt amnet har. Matningen boérjade fran filterpapprets yttre kant till
avdédningszonens slut.
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5. Resultat

Foljande diagram visar ett medelvarde av 10 replikat for varje substans och bakterie.
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5.2 Forsok 2

M. Luteus - forsok 2
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6. Diskussion

Valet av substanserna ingefara, honung, aloe vera och citron gjordes pa grund av att vi ofta
hort talas om att dessa substanser kan ha en viss lakande effekt hos manniskan. Vissa av
substanserna kan hjalpa till vid lindring av bland annat férkylning, halsont och sar.

Utifran de resultat som vi har fatt sa stammer det till stor del 6verens med var nollhypotes.
Citron hade stor antibakteriell effekt pa Micrococcus Luteus, Bacillus Megaterium och
Escherichia Coli. Honung hade minimal effekt pa alla bakterier vid koncentrerad substans
samt att ingefdra och aloe vera inte hade nagon effekt alls.

Vara resultat fran forsok 1 da vi anvande oss av utspadda substanser visade att citron var
den enda som hade antibakteriell effekt pa samtliga bakterier. Storst var effekten pa B.
Megaterium och pa M. Luteus men desto mindre var effekten pa E. Coli. De tre andra
substanserna ingefara, aloe vera och honung visade ingen antibakteriell effekt pa samtliga
bakterier.

Vara resultat fran forsok 2 da vi anvande oss av koncentrerade substanser visade att citron
och honung var de enda som hade antibakteriell effekt pa samtliga bakterier. Citron hade, av
samtliga substanser, storst effekt pa framforallt M. Luteus och B. Megaterium men
avdodningszonen var betydligt mindre hos B. Megaterium. Honung hade marginell
antibakteriell effekt pd M. Luteus och B. Megaterium (se bilaga 9.4 & 9.6). Honung och citron
hade i princip lika stor effekt pa E. Coli (se bilaga 9.5). De tva andra substanserna, ingefara
och aloe vera, visade ingen antibakteriell effekt pa samtliga bakterier.

Vid det forsta forsdket da vi anvande oss av utspddda substanser jamfért med det andra
forsoket da vi anvande oss av helkoncentrat, sa har citronens antibakteriella effekt minskat
och detta géller for E. Coli och B. Megaterium. Citronens antibakteriella effekt pa M. Luteus
har istillet 6kat. Aven om den antibakteriella effekten har minskat pa E. Coli under férsok 2
sa hade varken citron eller de andra substanserna nagon markvard effekt vid de bada
forsoken.

Citron hade en viss antibakteriell effekt pa samtliga replikat och visade en avddédningszon pa
alla bakterier, men det finns ett undantag vid forsdk 2 da endast tre av tio agarplattor hade
en antibakteriell effekt pa E. Coli (se bilaga 9.5). Det var endast en av tio plattor med honung
som gav nagon effekt pa alla bakterier under forsék 2 och darmed blir det inget medelvarde
som diagrammen visar, da majoriteten av replikaten under forsok 2 inte alls har nagon
antibakteriell effekt.

Overlag hade ingefira, aloe vera och honung ingen effekt alls p& ndgon av de testade
bakterierna vid de bada forsoken. Detta visar pa att bakterierna som anvandes &r valdigt
motstandskraftiga mot dessa substanser. Substanserna paverkade inte de experimentella
bakterierna enligt vara resultat och darmed har de troligen inga synteser som paverkar
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cellen. Enligt vara resultat ar ingefara och aloe vera de mest palitliga resultaten da ingen av
dem gav nagon antibakteriell effekt alls pa bakterierna utifran samtliga replikat.

Citron hade mest antibakteriell effekt pa B. Megaterium och M. Luteus och minst effekt pa E.
Coli. Detta skulle kunna bero pa citronsyran hos citronen som har ett lagre pH an det
optimala pH-vardet for bakterietillvaxten. Det finns en mojlighet att pH kan sdankas under
odlingens gang och darmed férandra forutsattningarna. Citronsyran férsurar miljon pa
agarplattan och gor att bakterierna dor da de inte klarar av att leva i den sura miljon.

Eftersom att B. Megaterium och M. Luteus ar grampositiva bakterier och E. Coli ar
gramnegativ, sa har vi en teori om att citronen paverkar cellvaggsyntesen hos samtliga
bakteriearter. Citronen paverkar framforallt grampositiva bakterier da de har en tjock
cellvdagg och ett inre membran, men den paverkar aven gramnegativa bakterier fast inte lika
mycket da de har en tunn cellvdgg och tva membran.

Under forsok 1 da substanserna var utspadda med destillerat vatten trodde vi att det skulle
ge utslag enligt var hypotes men detta stamde inte. D3 vi skulle genomfoéra forsék 2 och
enda skillnaden var att vatskorna var i helkoncentrat sa trodde vi att detta skulle ge en storre
antibakteriell effekt an tidigare. Vi kan inte se nagot samband mellan de bada forséken och
skillnaden mellan samtliga antibakteriella effekter i diagrammen ar valdigt liten.

Nar vi noterade resultaten sa noterade vi dven om det hade vaxt nagra bakterier pa
filterpappret och dven vatskan som hade runnit ut fran substanserna. Detta har vi skrivit
under rubriken "tillvaxt pa” i bilagan. Enligt var tolkning vaxte det bakterier pa fler
filterpapper under forsok 1 &n forsok 2 (se samtliga bilagor). Citron hade ingen tillvaxt pa
filterpappren over huvud taget och den hade dessutom en antibakteriell effekt pa de flesta
bakterier. Detta kan bero pa att bakterierna inte ar tillrackligt motstandskraftiga for denna
substans.

Overlag var det valdigt fa filterpapper dar det fanns tillvixt hos E. Coli under férsék 1 och
ingen alls under forsok 2. M. Luteus hade tillvaxt pa desto fler filterpapper an E. Coli.
Generellt sett hade B. Megaterium tillvéxt pa alla filterpapper med substanserna ingefara,
honung och aloe vera. En teori vi har ar att substanserna anvands som naring for bakterierna
da de i manga fall har vaxt mer i vatskan an alldeles intill.

Under projektets borjan ville vi testa hur stor antibakteriell effekt vitlok hade pa de namnda
bakteriearterna istallet for citron. Problemet var att vi inte kunde utvinna tillrackligt mycket
vatska fran vitloken och i sa fall hade vi inte kunnat ge substanserna samma forutsattningar
vid laborationerna. Att anvanda filterpapper med respektive substans var ett satt att lattare
kunna mata den antibakteriella effekten for att utjamna skillnaderna.

6.1 Forslag pa fortsatta studier

Det hade varit intressant att utveckla vara forsok och fokusera pa farre faktorer for att se
vad som paverkar den antibakteriella effekten. Man skulle kunna anvanda sig av ett annat
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sorts papper istallet for filterpappret som anvandes under vara forsék. Det finns dven andra
faktorer som man hade kunnat byta ut i var undersékning. Detta skulle kunna vara att
anvanda sig av andra substrat, bakterier, substanser eller helt enkelt anvadnda sig av en
annan metod.

6.2 Felkallor

Vid allt mikrobiologiskt arbete maste miljon samt utrustningen vara sa steril som mojligt,
detta for att undvika kontaminering fran luften. Det kan ha paverkat vara resultat samt
utrustningen som anvandes, da miljon i laborationssalen inte kan betraktas som helt steril
under pagdende laboration.

Felmatningar kan ha paverkat resultaten. Avdédningszonen var i vissa fall inte tydlig och det
kan ha lett till misstolkningar av resultaten. Agarplattornas tjocklek och kvalitet kan ha haft

en viss inverkan pa resultaten, men aven for mycket kondensvatten fran locken kan ha stort
tillvaxten.

Filterpappren som anvandes kan ha sugit at sig olika mycket vatska och paverkat hur stort
utslag substanserna gav. Det kan dven ha varit att mycket vatska fran filterpappren runnit ut
pa agarplattan vilket i sin tur har lett till feltolkningar och matfel.

7. Slutsats

Vi kan inte dra ndgon slutsats utifran vara férsok om substanserna har nagon antibakteriell
effekt, da det finns fér manga okadnda faktorer och effekten ar marginell. Dessutom
anvandes for fa replikat for att kunna dra ndgon konkret slutsats.
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9. Bilagor

9.1 M. Luteus - forsok 1

1. Ingefara 2.Honung 3. Aloevera 4. Citron | Tillvixt pa

0 0 0 6,1 1,2,3
0 0 0 2,5 1,2,3
0 0 0 5,7 1,3

0 0 0 4,6 1,2,3
0 0 0 0,6 1,2,3
0 0 0 5,2 1,3

0 0 0 1,5 1,2

0 0 0 4,5 1,2,3
0 0 0 3,7 1,2,3
0 0 0 2,8 1,2,3

Medelvarde: 0 0 0 3,72
9.2 E. Coli - forsok 1
1. Ingefira 2. Honung 3. Aloevera 4. Citron | Tillvaxt pa

0 0 0 1,2 3

0 0 0 0,7 2,3
0 0 0 0,8 1

0 0 0 0,4 1,3
0 0 0 0 Ingen
0 0 0 1 Ingen
0 0 0 1,2 Ingen
0 0 0 0,7 Ingen
0 0 0 0 1,3
0 0 0 0 Ingen

Medelvarde: 0 0 0 0,6
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9.3 B. Megaterium - forsok 1

1. Ingefira 2. Honung 3. Aloevera 4. Citron | Tillvixt pa
0 0 0 2,6 1,2,3
0 0 0 3,7 1,2,3
0 0 0 1,9 1,2,3
0 0 0 7,7 1,2,3
0 0 0 6,1 1,2,3
0 0 0 8,7 1,2,3
0 0 0 2,2 1,2,3
0 0 0 7 1,2,3
0 0 0 3 1,2,3
0 0 0 5,8 1,2,3
Medelvarde: 0 0 0 4,87
9.4 M. Luteus - forsok 2
1. Ingefira 2. Honung 3. Aloevera 4. Citron | Tillvixt pa
0 0 0 4,1 1,2
0 0 0 4,3 Ingen
0 0 0 4,2 1
0 0 0 4 2
0 0 0 3,3 2
0 0 0 4,7 1
0 0 0 3,3 2
0 0,4 0 4,9 1
0 0 0 4,2 Ingen
0 0 0 4,6 Ingen
Medelvarde: 0 0,04 0 4,16
9.5 E. Coli - forsok 2
1. Ingeféra 2.Honung 3. Aloevera 4. Citron | Tillvixt pa
0 0 0 0 Ingen
0 0,9 0 0 Ingen
0 0 0 0 Ingen
0 0 0 0,2 Ingen
0 0 0 0,1 Ingen
0 0 0 0 Ingen
0 0 0 0 Ingen
0 0,1 0 0 Ingen
0 0 0 0 Ingen
0 0 0 0,2 Ingen
Medelvirde: 0 0,1 0 0,05

22



9.6 B. Megaterium - forsok 2

1. Ingefara 2.Honung 3. Aloevera 4. Citron | Tillvaxt pa
0 0 0 1,3 1,2,3
0 0 0 1,6 1,2,3
0 0 0 1,5 1,2,3
0 0 0 1,2 2
0 0 0 3,9 2,3
0 0 0 0,4 1,3
0 0,2 0 2,6 3
0 0 0 1,1 1,2,3
0 0 0 1,3 1,2,3
0 0 0 1,1 1,2,3
Medelvirde: 0 0,02 0 1,6
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