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Antimicrobal and antioxidant properties of agueous extracts from selected spice plants
Summary

The aim of the experiment was to evaluate antibacterial and antioxidative properties of commercial water
extracts prepared from horseradish, mustard, garlic and thyme. Microbial analysis concerned the estimation
and comparison of antibacterial activity in the investigated extracts in relation to the Staphylococcus aureus
strain, including the effect of various concentrations of each extract, temperature and incubation times.
In order to estimate antioxidative properties of the investigated extracts, the power reducing iron was
determined, as well as scavenging effect of DPPH radical and total antioxidative power by the FRAP method.
Our data indicate that the investigated extracts possess different antibacterial and antioxidative properties.
A higher biological activity in relation to the test strain Staphylococcus aureus was observed in extracts
from horseradish and garlic, whereas the least effective was the mustard extract, which in turn had the most

powerful antioxidative properties.
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W ostatnich latach w rozwinigtych ekonomicznie
krajach $wiata, takich jak USA 1 kraje Unii Europe;j-
skiej, duzo uwagi poéwiqca si¢ problemowi bezpie—
czenstwa zywnosci (4-6, 15, 16). Nasilajace si¢ dys-
kuSJe i1 krytyka dotyczqca nadmlernej chemlzaCJl Zyw-
nosci powoduja, ze w przemysle spozywczym dazy
si¢ do uzyskania produktéw bezpiecznych i trwatych,
a rownoczesnie smacznych i posiadajacych wysokie
wartos$ci odzywcze. Pociaga to za soba konieczno$¢
poszukiwania nowych substancji przede wszystkim
pochodzenia naturalnego, zwtaszcza roslinnego, wy-
kazujacych dziatanie hamujace rozwd;j drobnoustro-
jow w zywnosci lub/i przeciwdzialajace jej utlenia-
niu. W przemysle spozywczym ogranicza si¢ rOwniez
stosowanie przypraw w sposob tradycyjny, tj. w po-
staci wysuszonych, catych lub rozdrobnionych surow-
cow, z uwagi na ich wysokie skazenie mikrobiologicz-
ne oraz trudno$ci ze standaryzacja i dozowaniem (9).
Znacznie wigkszym zainteresowaniem nowoczesnego
przemystu ciesza si¢ ekstrakty. Ich zastosowanie jako
dodatkéw do zywnosci mogloby przynies$¢ roznorakie
korzysci:

—ograniczenie liczby zatru¢ pokarmowych w wyni-
ku hamowania wzrostu bakterii chorobotworczych,

—zmniejszenie strat finansowych zwiazanych z psu-
ciem si¢ zywnosci spowodowanym dziatalno$cia drob-
noustrojow,

* Badania wykonane w ramach grantu KBN nr 3 PO6K 022 25.

— poprawg wartosci zywieniowej, sensorycznej
i zdrowotnej zywno$ci w wyniku ograniczenia proce-
su utleniania hpldow

— zmnigjszenie ogdlnej ,,chemizacji” zywnosci
w wyniku ograniczenia stosowania syntetycznych kon-
serwantow i przeciwutleniaczy.

Badania dotyczace tej grupy zwiazkow koncentruja
si¢ nie tylko na sprawdzeniu ich dziatania przec1w-
drobnoustrojowego i przeciwutleniajacego (8), ale row-
niez na poszukiwaniu optymalnej metody ich izolacji
z materiatu roslinnego, co wynika z réznorodnosci
zwiazkow biologicznie aktywnych zawartych w rosli-
nach. Najbardziej rozpowszechniong 1 najczesciej ba-
dana grupa zwiazkoéw sa polifenole, ale rowniez zwiaz-
ki siarkowe, takie jak np. izotiocjaniany obecne w ros-
linach kapustnych, chrzanie, gorczycy lub allicyna
obecna w czosnku wykazuja silne dziatanie biologicz-
ne. Poniewaz zwiazki te r6znia si¢ od siebie budowa
chemiczna, lotnos$cia, stabilno$cia, stosuje si¢ rézne
techniki ich izolacj 1. Najczgsciej uzywana technika jest
ekstrakcja z uzyciem wody lub alkoholu jako rozpusz-
czalnika lub destylaCJa W ekstraktach mozna bowiem
znalez¢ znaczna czg$¢ zwiazkow biologicznie aktyw-
nych obecnych w roslinach, a dodatkowo zastosowa-
nie ich pozwala wyeliminowac¢ lub w znacznym stop-
niu ograniczy¢ drobnoustroje naturalnie wystgpujace
na ro$linie.

W wigkszos$ci krajow najwigksza liczba zachoro-
wan spowodowana jest zatruciami pokarmowymi wy-
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wotanymi przez pateczki Salmonella, a w dalszej ko-
lejnosci przez Staphylococcus aureus i1 Listeria mo-
nocytogenes. W USA zatrucia Staphylococcus aureus
sklasyfikowano na piatym miejscu bakteryjnych za-
tru¢ pokarmowych (1). Stosunkowo wysoko klasyfi-
kuja si¢ zatrucia gronkowcowe rowniez we Francji,
Hiszpanii 1 Niemczech, zajmujac drugie miejsce oraz
w Wielkiej Brytanii — trzecie miejsce (2, 14).
Sytuacja epidemiologiczna Polski odnosnie do 20
bakteryjnych zatru¢ pokarmowych przedstawia sig po-
dobnie, przy czym w 2002 r. zaobserwowano spadek
udziatu odzwierzgcych pateczek Salmonella (77%)
w poréwnaniu do roku 2001 (81,1%) 1 dwukrotny wzrost
udzialu gronkowcow koagulazododatnich (12, 13).
Celem badan byto okreslenie wlasciwosci prze-
ciwbakteryjnych i przeciwutleniajacych handlowych
ekstraktow z powszechnie uzywanych roslin przypra-
wowych, takich jak czosnek, gorczyca, tymianek,
chrzan, ktore sa dodawane do zywnosci pochodzenia
zwierzgcego gtownie do produktéw migsnych.

Material i metody

Badania przeprowadzono z uzyciem handlowych ekstrak-
tow wodnych (w formie sproszkowanej), z wybranych
ro$lin przyprawowych: chrzanu (Krenaroma; Almi Gewlirz-
industrie Wien; Austria), gorczycy (Senfaroma; Riither
Gewiirze GmbH — Natorper; Niemcy), czosnku (Knob-
lauchol; Riither Gewiirze GmbH — Natorper; Niemcy) i ty-
mianku (Thyme Oil On Carrier Dextrose; RAPS GmbH
& Co.KG; Niemcy).

Do badania wlasciwosci przeciwbakteryjnych uzyto ko-
agulazododatniego i enterotoksycznego szczepu Staphylo-
coccus aureus nr 22/01, wyizolowanego z migsa wieprzo-
wego (Zaktad Higieny Weterynaryjnej w Lomzy). Kultury
bakteryjne odnawiano okresowo i przechowywano na sko-
sach agarowych w temp. 4°C. Czysto$¢ kultur sprawdzano
metoda plytkowa i mikroskopowa. Do badan uzywano 24-
-godzinnej hodowli S. aureus w bulionie wzbogaconym
(POCH, Gliwice) o pH 6,8 i stezeniu chlorku sodu 0,7%.

Wiasciwosci przeciwbakteryjne. Badania przeprowa-
dzono metoda konwencjonalna probéwkowo-plytkowa. Do
badan uzyto jalowych roztworow ekstraktow o st¢zeniach
0,2% (zalecane przez producentéw) oraz 1,0% i 2,0%, kto-
re zakazano 0,1 ml szczepu testowego Staphylococcus
aureus (inoculum 1,0-3,5 x 10" jtk/g). W kazdej serii ba-
dan sprawdzano czysto$¢ mikrobiologiczna stosowanych
ekstraktoéw. Rownolegle wykonywano probe kontrolna.
Probki poddawano inkubacji w temp. 13°C i 20°C, az do
osiagnigcia maksymalnej ggstosci hodowli w probkach kon-
trolnych, tj. 1,2-6,7 x 108 jtk/g. W zaleznosci od zastoso-
wanej temperatury intensywno$¢ wzrostu drobnoustrojow
okreslano co 24 lub 48 godz.

Ilosciowe badania mikrobiologiczne przeprowadzano
metoda plytkowa, wykonujac posiewy powierzchniowe
(10). Z wybranych rozcienczen wysiewano po 0,5 ml ba-
danego materiatu na 2 rownorzedne ptytki Petriego z aga-
rem odzywczym (11), a nastgpnie inkubowano w temp.
37°C przez 24 godziny. Liczbe drobnoustrojow zawarta
w 1 ml pozywki wyliczano ze $redniej liczby bakterii wy-
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rostych na 2 plytkach. Wptyw kazdego stezenia ekstrak-
tow na drobnoustroje oznaczano w trzech powtdrzeniach
przy zachowaniu tych samych warunkow.

Wiasciwosci przeciwutleniajace. Efekt znoszenia rod-
nika DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) oznaczano na-
stepujaco: 100 pl probki ekstraktéw o roznym stezeniu (0,1;
1 mg/ml) zmieszano z 1 ml odczynnika DPPH (0,2 mM)
(Sigma). Absorbancje przy dtugosci fali 517 nm mierzono
po 30 minutach (17).

(A

DPPH A probki badanej) % 100 %
0

A

% hamowania =
DPPH

Site redukujaca ekstraktow okreslano zgodnie z metoda
Oyaizu (18). Pobrano 100 pl roztworu sporzadzonego
z handlowych ekstraktoéw wodnych o r6znym stgzeniu (0,1;
1 mg/ml) 1 zmieszano z 2,5 ml 200 mM buforu fosforano-
wego (pH 6,6) oraz z 2,5 ml 1% roztworu zelazicyjanku
potasowego (Sigma). Po wymieszaniu inkubowano w taz-
ni wodnej o temp. 50°C przez 20 minut. Nastgpnie dodano
2,5 ml 10% kwasu trichlorooctowego, wymieszano, po
czym z gornej warstwy pobrano 2,5 ml roztworu i zmiesza-
no z 2,5 ml wody dejonizowanej. Nastepnie dodano 1 ml
0,1% chlorku zelazowego. Absorbancjg mierzono przy po-
mocy spektrofotometru UV-VIS Ultrospec 2000 Pharma-
cia Biotech przy dlugosci fali 700 nm. Sil¢ redukujaca
wyrazano warto$cia absorbancji — wysoka absorbancja
wskazuje na wysoka site redukujaca.

Oznaczenie ogo6lnej sity przeciwutleniajacej wykonano
metoda FRAP opisang przez Benzie i wsp. (3). 100 pl probki
ekstraktow o réznym stezeniu (0,1; 1 mg/ml) dodawano do
2,5 ml roztworu buforu octanowego (pH — 3,6) zawieraja-
cego 20 mM TPTZ i 20 mM FeCl,. Wynik przedstawiono
jako zmiang absorbancji (A, nm) probki w czasie 4 min.
dla stezenia 1 mg/ml.
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Wyniki i omowienie

Rosliny zawieraja bardzo wiele zwiazkow biologicz-
nie aktywnych ro6zniacych si¢ zar6wno budowa che-
miczna, jak 1 obecnoscia heteroatomdéw. W niniejszych
badaniach uzyto wodnych ekstraktéw handlowych
z roslin zawierajacych zwiazki o budowie polifenolo-
wej (tymianek) oraz zwiazki zawierajace atomy siarki
— izotiocjaniany (gorczyca, chrzan) i allicyng oraz jej
pochodne (czosnek).

Sposrod badanych handlowych ekstraktéw wodnych
chrzanu, gorczycy, czosnku i tymianku najwigksza
aktywno$cia biologiczna w stosunku do szczepu tes-
towego S. aureus w temp. 13°C odznaczatly si¢ eks-
trakty czosnku i chrzanu. Ekstrakty te wykazywaty
wlasciwosci bakteriobodjcze w stezeniach 1,0% 12,0%
oraz w stgzeniu 0,2%, poczawszy od 8. dnia inkubacji
w przypadku czosnku i 10 dnia inkubacji w przypad-
ku chrzanu. W ciagu pierwszych 7 dni inkubacji pro-
bek z dodatkiem 0,2% powyzszych ekstraktow obser-
wowano silne dziatanie bakteriostatyczne, dajace re-
dukcje wzrostu drobnoustroju testowego na poziomie
1-3 cykli logarytmicznych (ryc. 11 3).
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Ryc. 1. Wplyw ekstraktu wodnego chrzanu na wzrost Sta-
DPhylococcus aureus w temp. 13°C
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Ryec. 2. Wplyw ekstraktu wodnego gorczycy na wzrost Sta-
Phylococcus aureus w temp. 13°C

Podwyzszenie temperatury inkubacji do 20°C nie
wplyngto na dziatanie ekstraktow z chrzanu i czosnku.

W przypadku ekstraktu wodnego tymianku, w temp.
13°C zaobserwowano jedynie wtasciwosci bakterio-
statyczne w stgzeniach 1,0% 1 2,0% oraz brak aktyw-
nosci biologicznej w najnizszym st¢zeniu. W czasie
inkubacji probek z dodatkiem 1,0% ekstraktu tymian-
ku stwierdzono redukcje¢ wzrostu S. aureus na pozio-
mie dwoch rzedow wielkosci (przez caty okres inku-
bacji), podczas gdy przy 2,0% dodatku ekstraktu ob-
serwowano narastajaca (pierwsze 8 dni inkubacji),
a nastgpnie utrzymujaca si¢ na podobnym poziomie —
okoto 4 cykli logarytmicznych redukcje wzrostu drob-
noustroju testowego (ryc. 4).

Stosunkowo niewielkie zmiany w zachowaniu si¢
szczepu testowego obserwowano w temperaturze
20°C. Podobnie jak poprzednio, dodatek 0,2% ekstrak-
tu pozostal bez wpltywu na wzrost S. aureus, natomiast
w przypadku dwoch pozostatych st¢zen nastapito nie-
znaczne ostabienie aktywno$ci bakteriostatycznej ba-
danego ekstraktu. Ekstrakt 1,0% powodowat redukcj¢
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wzrostu drobnoustroju o 1 cykl logarytmiczny, za$
2,0% o 2 cykle logarytmiczne, niezaleznie od dnia in-
kubacji.

Najmniej efektywny okazat si¢ ekstrakt wodny gor-
czycy, w przypadku ktérego nie zaobserwowano wias-
ciwos$ci bakteriobdjczych, a jedynie nasilajace si¢
W czasie wraz ze wzrostem st¢zenia dziatanie bakte-
riostatyczne. W ostatnim dniu inkubacji maksymalna
redukcja wzrostu S. aureus si¢gata rzedu 4 cykli loga-
rytmicznych (ryc. 2).

W zwiazku z uzyskaniem rezultatow niezadowala-
jacych w temperaturze 13°C, nie kontynuowano ba-
dan w temperaturze 20°C.

DPPH jest stabilnym wolnym rodnikiem. Przeciw-
utleniacze moga z nim reagowaé, dostarczajac elek-
trondw lub atomdéw wodoru. Wodne ekstrakty gorczy-
cy reagowaly z DPPH najlepiej, a procent hamowania
byl proporcjonalny do uzytego stg¢zenia (80% dla
1,0 mg/ml 1 30% dla 0,1 mg/ml). Tymianek, czosnek
1 chrzan wykazywaty podobne wiasciwosci, a procent
hamowania DPPH byl niski 1 wynosil nie wigcej niz 20

W2,00%
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[10,20%
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Ryec. 3. Wplyw ekstraktu wodnego czosnku na wzrost Staphy-
lococcus aureus w temp. 13°C
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Ryc. 4. Wplyw ekstraktu wodnego tymianku na wzrost Sta-
Phylococcus aureus w temp. 13°C



Medycyna Wet. 2006, 62 (3)

90

801 -1 —— gorczyca

704 tymianek
—A— czosnek

60 - | “® chrzan

% hamowania

0,1 1,0
mg/ml

Ryec. 5. Procent hamowania rodnika DPPH przez hand-
lowe ekstrakty wodne z gorczycy, tymianku, czosnku

i chrzanu
0,25
—&— gorczyca
tymianek
— 9279 - czosnek
E —@-chrzan
(=
2 0,15 1
©
(0
S
2 0,14
o
(7]
o
<
0,05
0 T
0 0,1 1,0
mg/ml

Ryc. 6. Zdolnos$é redukujaca jony zelaza handlowych
ekstraktow wodnych gorczycy, tymianku, czosnku
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Ryc. 7. Ogélna zdolno$¢ przeciwutleniajaca handlowych
ekstraktow wodnych gorczycy, tymianku, czosnku
i chrzanu wyrazona jako zmiana absorbancji przy diu-

gosci fali 593 nm
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dla stezen 1,0 mg/ml (ryc. 5). Podobne wyniki uzyskano
przeprowadzajac reakcj¢ redukcji jonéw zelaza (ryc. 6).
Catkowita zdolno$¢ przeciwutleniajaca badanych ekstrak-
tow oceniano przy uzyciu metody FRAP. Réwniez w tej
reakcji gorczyca wykazala najsilniejsze wlasciwosci prze-
ciwutleniajace (ryc. 7). Wszystkie handlowe ekstrakty
wodne nie wykazywaly jednak silnych wtasciwosci prze-
ciwutleniajacych. Na przyktad, ekstrakt z herbaty o st¢ze-
niu 22,7 pg/ml znosi DPPH w 50% (18). Moze to by¢
zwiazane ze zmianami w budowie chemicznej zwiazkow
zawartych w ekstraktach podczas przechowywania.

Podsumowanie

Aktywnos¢ biologiczna ekstraktow wodnych chrzanu,
gorczycy, czosnku i tymianku w stosunku do szczepu tes-
towego S. aureus jest zalezna od sktadu chemicznego eks-
traktow. Najsilniejszymi wlasciwosciami charakteryzowa-
ty sig ekstrakty czosnku 1 chrzanu zawierajace w swoim
sktadzie zwiazki siarkowe. Istotny wplyw na rozwd¢j mi-
kroorganizméw ma réwniez stezenie ekstraktu i czas in-
kubacji. Temperatura inkubacji nie miata istotnego wpty-
wu na rozw0j S. aureus. Ekstrakty wodne wymienionych
ro$lin przyprawowych nie maja jednak silnych wtasciwos-
ci przeciwutleniajacych.
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