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W ostatnich latach w rozwiniêtych ekonomicznie
krajach �wiata, takich jak USA i kraje Unii Europej-
skiej, du¿o uwagi po�wiêca siê problemowi bezpie-
czeñstwa ¿ywno�ci (4-6, 15, 16). Nasilaj¹ce siê dys-
kusje i krytyka dotycz¹ca nadmiernej chemizacji ¿yw-
no�ci powoduj¹, ¿e w przemy�le spo¿ywczym d¹¿y
siê do uzyskania produktów bezpiecznych i trwa³ych,
a równocze�nie smacznych i posiadaj¹cych wysokie
warto�ci od¿ywcze. Poci¹ga to za sob¹ konieczno�æ
poszukiwania nowych substancji przede wszystkim
pochodzenia naturalnego, zw³aszcza ro�linnego, wy-
kazuj¹cych dzia³anie hamuj¹ce rozwój drobnoustro-
jów w ¿ywno�ci lub/i przeciwdzia³aj¹ce jej utlenia-
niu. W przemy�le spo¿ywczym ogranicza siê równie¿
stosowanie przypraw w sposób tradycyjny, tj. w po-
staci wysuszonych, ca³ych lub rozdrobnionych surow-
ców, z uwagi na ich wysokie ska¿enie mikrobiologicz-
ne oraz trudno�ci ze standaryzacj¹ i dozowaniem (9).
Znacznie wiêkszym zainteresowaniem nowoczesnego
przemys³u ciesz¹ siê ekstrakty. Ich zastosowanie jako
dodatków do ¿ywno�ci mog³oby przynie�æ ró¿norakie
korzy�ci:

� ograniczenie liczby zatruæ pokarmowych w wyni-
ku hamowania wzrostu bakterii chorobotwórczych,

� zmniejszenie strat finansowych zwi¹zanych z psu-
ciem siê ¿ywno�ci spowodowanym dzia³alno�ci¹ drob-
noustrojów,

� poprawê warto�ci ¿ywieniowej, sensorycznej
i zdrowotnej ¿ywno�ci w wyniku ograniczenia proce-
su utleniania lipidów,

� zmniejszenie ogólnej �chemizacji� ¿ywno�ci
w wyniku ograniczenia stosowania syntetycznych kon-
serwantów i przeciwutleniaczy.

Badania dotycz¹ce tej grupy zwi¹zków koncentruj¹
siê nie tylko na sprawdzeniu ich dzia³ania przeciw-
drobnoustrojowego i przeciwutleniaj¹cego (8), ale rów-
nie¿ na poszukiwaniu optymalnej metody ich izolacji
z materia³u ro�linnego, co wynika z ró¿norodno�ci
zwi¹zków biologicznie aktywnych zawartych w ro�li-
nach. Najbardziej rozpowszechnion¹ i najczê�ciej ba-
dan¹ grup¹ zwi¹zków s¹ polifenole, ale równie¿ zwi¹z-
ki siarkowe, takie jak np. izotiocjaniany obecne w ro�-
linach kapustnych, chrzanie, gorczycy lub allicyna
obecna w czosnku wykazuj¹ silne dzia³anie biologicz-
ne. Poniewa¿ zwi¹zki te ró¿ni¹ siê od siebie budow¹
chemiczn¹, lotno�ci¹, stabilno�ci¹, stosuje siê ró¿ne
techniki ich izolacji. Najczê�ciej u¿ywan¹ technik¹ jest
ekstrakcja z u¿yciem wody lub alkoholu jako rozpusz-
czalnika lub destylacja. W ekstraktach mo¿na bowiem
znale�æ znaczn¹ czê�æ zwi¹zków biologicznie aktyw-
nych obecnych w ro�linach, a dodatkowo zastosowa-
nie ich pozwala wyeliminowaæ lub w znacznym stop-
niu ograniczyæ drobnoustroje naturalnie wystêpuj¹ce
na ro�linie.

W wiêkszo�ci krajów najwiêksza liczba zachoro-
wañ spowodowana jest zatruciami pokarmowymi wy-
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wo³anymi przez pa³eczki Salmonella, a w dalszej ko-
lejno�ci przez Staphylococcus aureus i Listeria mo-
nocytogenes. W USA zatrucia Staphylococcus aureus
sklasyfikowano na pi¹tym miejscu bakteryjnych za-
truæ pokarmowych (1). Stosunkowo wysoko klasyfi-
kuj¹ siê zatrucia gronkowcowe równie¿ we Francji,
Hiszpanii i Niemczech, zajmuj¹c drugie miejsce oraz
w Wielkiej Brytanii � trzecie miejsce (2, 14).

Sytuacja epidemiologiczna Polski odno�nie do 20
bakteryjnych zatruæ pokarmowych przedstawia siê po-
dobnie, przy czym w 2002 r. zaobserwowano spadek
udzia³u odzwierzêcych pa³eczek Salmonella (77%)
w porównaniu do roku 2001 (81,1%) i dwukrotny wzrost
udzia³u gronkowców koagulazododatnich (12, 13).

Celem badañ by³o okre�lenie w³a�ciwo�ci prze-
ciwbakteryjnych i przeciwutleniaj¹cych handlowych
ekstraktów z powszechnie u¿ywanych ro�lin przypra-
wowych, takich jak czosnek, gorczyca, tymianek,
chrzan, które s¹ dodawane do ¿ywno�ci pochodzenia
zwierzêcego g³ównie do produktów miêsnych.

Materia³ i metody
Badania przeprowadzono z u¿yciem handlowych ekstrak-

tów wodnych (w formie sproszkowanej), z wybranych
ro�lin przyprawowych: chrzanu (Krenaroma; Almi Gewürz-
industrie Wien; Austria), gorczycy (Senfaroma; Rüther
Gewürze GmbH � Natorper; Niemcy), czosnku (Knob-
lauchöl; Rüther Gewürze GmbH � Natorper; Niemcy) i ty-
mianku (Thyme Oil On Carrier Dextrose; RAPS GmbH
& Co.KG; Niemcy).

Do badania w³a�ciwo�ci przeciwbakteryjnych u¿yto ko-
agulazododatniego i enterotoksycznego szczepu Staphylo-
coccus aureus nr 22/01, wyizolowanego z miêsa wieprzo-
wego (Zak³ad Higieny Weterynaryjnej w £om¿y). Kultury
bakteryjne odnawiano okresowo i przechowywano na sko-
sach agarowych w temp. 4°C. Czysto�æ kultur sprawdzano
metod¹ p³ytkow¹ i mikroskopow¹. Do badañ u¿ywano 24-
-godzinnej hodowli S. aureus w bulionie wzbogaconym
(POCH, Gliwice) o pH 6,8 i stê¿eniu chlorku sodu 0,7%.

W³a�ciwo�ci przeciwbakteryjne. Badania przeprowa-
dzono metod¹ konwencjonaln¹ probówkowo-p³ytkow¹. Do
badañ u¿yto ja³owych roztworów ekstraktów o stê¿eniach
0,2% (zalecane przez producentów) oraz 1,0% i 2,0%, któ-
re zaka¿ano 0,1 ml szczepu testowego Staphylococcus
aureus (inoculum 1,0-3,5 × 101 jtk/g). W ka¿dej serii ba-
dañ sprawdzano czysto�æ mikrobiologiczn¹ stosowanych
ekstraktów. Równolegle wykonywano próbê kontroln¹.
Próbki poddawano inkubacji w temp. 13°C i 20°C, a¿ do
osi¹gniêcia maksymalnej gêsto�ci hodowli w próbkach kon-
trolnych, tj. 1,2-6,7 × 108 jtk/g. W zale¿no�ci od zastoso-
wanej temperatury intensywno�æ wzrostu drobnoustrojów
okre�lano co 24 lub 48 godz.

Ilo�ciowe badania mikrobiologiczne przeprowadzano
metod¹ p³ytkow¹, wykonuj¹c posiewy powierzchniowe
(10). Z wybranych rozcieñczeñ wysiewano po 0,5 ml ba-
danego materia³u na 2 równorzêdne p³ytki Petriego z aga-
rem od¿ywczym (11), a nastêpnie inkubowano w temp.
37°C przez 24 godziny. Liczbê drobnoustrojów zawart¹
w 1 ml po¿ywki wyliczano ze �redniej liczby bakterii wy-

ros³ych na 2 p³ytkach. Wp³yw ka¿dego stê¿enia ekstrak-
tów na drobnoustroje oznaczano w trzech powtórzeniach
przy zachowaniu tych samych warunków.

W³a�ciwo�ci przeciwutleniaj¹ce. Efekt znoszenia rod-
nika DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) oznaczano na-
stêpuj¹co: 100 µl próbki ekstraktów o ró¿nym stê¿eniu (0,1;
1 mg/ml) zmieszano z 1 ml odczynnika DPPH (0,2 mM)
(Sigma). Absorbancjê przy d³ugo�ci fali 517 nm mierzono
po 30 minutach (17).
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Si³ê redukuj¹c¹ ekstraktów okre�lano zgodnie z metod¹
Oyaizu (18). Pobrano 100 µl roztworu sporz¹dzonego
z handlowych ekstraktów wodnych o ró¿nym stê¿eniu (0,1;
1 mg/ml) i zmieszano z 2,5 ml 200 mM buforu fosforano-
wego (pH 6,6) oraz z 2,5 ml 1% roztworu ¿elazicyjanku
potasowego (Sigma). Po wymieszaniu inkubowano w ³a�-
ni wodnej o temp. 50°C przez 20 minut. Nastêpnie dodano
2,5 ml 10% kwasu trichlorooctowego, wymieszano, po
czym z górnej warstwy pobrano 2,5 ml roztworu i zmiesza-
no z 2,5 ml wody dejonizowanej. Nastêpnie dodano 1 ml
0,1% chlorku ¿elazowego. Absorbancjê mierzono przy po-
mocy spektrofotometru UV-VIS Ultrospec 2000 Pharma-
cia Biotech przy d³ugo�ci fali 700 nm. Si³ê redukuj¹c¹
wyra¿ano warto�ci¹ absorbancji � wysoka absorbancja
wskazuje na wysok¹ si³ê redukuj¹c¹.

Oznaczenie ogólnej si³y przeciwutleniaj¹cej wykonano
metod¹ FRAP opisan¹ przez Benzie i wsp. (3). 100 µl próbki
ekstraktów o ró¿nym stê¿eniu (0,1; 1 mg/ml) dodawano do
2,5 ml roztworu buforu octanowego (pH � 3,6) zawieraj¹-
cego 20 mM TPTZ i 20 mM FeCl

3
. Wynik przedstawiono

jako zmianê absorbancji (A
593

 nm) próbki w czasie 4 min.
dla stê¿enia 1 mg/ml.

Wyniki i omówienie
Ro�liny zawieraj¹ bardzo wiele zwi¹zków biologicz-

nie aktywnych ró¿ni¹cych siê zarówno budow¹ che-
miczn¹, jak i obecno�ci¹ heteroatomów. W niniejszych
badaniach u¿yto wodnych ekstraktów handlowych
z ro�lin zawieraj¹cych zwi¹zki o budowie polifenolo-
wej (tymianek) oraz zwi¹zki zawieraj¹ce atomy siarki
� izotiocjaniany (gorczyca, chrzan) i allicynê oraz jej
pochodne (czosnek).

Spo�ród badanych handlowych ekstraktów wodnych
chrzanu, gorczycy, czosnku i tymianku najwiêksz¹
aktywno�ci¹ biologiczn¹ w stosunku do szczepu tes-
towego S. aureus w temp. 13°C odznacza³y siê eks-
trakty czosnku i chrzanu. Ekstrakty te wykazywa³y
w³a�ciwo�ci bakteriobójcze w stê¿eniach 1,0% i 2,0%
oraz w stê¿eniu 0,2%, pocz¹wszy od 8. dnia inkubacji
w przypadku czosnku i 10 dnia inkubacji w przypad-
ku chrzanu. W ci¹gu pierwszych 7 dni inkubacji pró-
bek z dodatkiem 0,2% powy¿szych ekstraktów obser-
wowano silne dzia³anie bakteriostatyczne, daj¹ce re-
dukcjê wzrostu drobnoustroju testowego na poziomie
1-3 cykli logarytmicznych (ryc. 1 i 3).
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Podwy¿szenie temperatury inkubacji do 20°C nie
wp³ynê³o na dzia³anie ekstraktów z chrzanu i czosnku.

W przypadku ekstraktu wodnego tymianku, w temp.
13°C zaobserwowano jedynie w³a�ciwo�ci bakterio-
statyczne w stê¿eniach 1,0% i 2,0% oraz brak aktyw-
no�ci biologicznej w najni¿szym stê¿eniu. W czasie
inkubacji próbek z dodatkiem 1,0% ekstraktu tymian-
ku stwierdzono redukcjê wzrostu S. aureus na pozio-
mie dwóch rzêdów wielko�ci (przez ca³y okres inku-
bacji), podczas gdy przy 2,0% dodatku ekstraktu ob-
serwowano narastaj¹c¹ (pierwsze 8 dni inkubacji),
a nastêpnie utrzymuj¹c¹ siê na podobnym poziomie �
oko³o 4 cykli logarytmicznych redukcjê wzrostu drob-
noustroju testowego (ryc. 4).

Stosunkowo niewielkie zmiany w zachowaniu siê
szczepu testowego obserwowano w temperaturze
20°C. Podobnie jak poprzednio, dodatek 0,2% ekstrak-
tu pozosta³ bez wp³ywu na wzrost S. aureus, natomiast
w przypadku dwóch pozosta³ych stê¿eñ nast¹pi³o nie-
znaczne os³abienie aktywno�ci bakteriostatycznej ba-
danego ekstraktu. Ekstrakt 1,0% powodowa³ redukcjê

wzrostu drobnoustroju o 1 cykl logarytmiczny, za�
2,0% o 2 cykle logarytmiczne, niezale¿nie od dnia in-
kubacji.

Najmniej efektywny okaza³ siê ekstrakt wodny gor-
czycy, w przypadku którego nie zaobserwowano w³a�-
ciwo�ci bakteriobójczych, a jedynie nasilaj¹ce siê
w czasie wraz ze wzrostem stê¿enia dzia³anie bakte-
riostatyczne. W ostatnim dniu inkubacji maksymalna
redukcja wzrostu S. aureus siêga³a rzêdu 4 cykli loga-
rytmicznych (ryc. 2).

W zwi¹zku z uzyskaniem rezultatów niezadowala-
j¹cych w temperaturze 13°C, nie kontynuowano ba-
dañ w temperaturze 20°C.

DPPH jest stabilnym wolnym rodnikiem. Przeciw-
utleniacze mog¹ z nim reagowaæ, dostarczaj¹c elek-
tronów lub atomów wodoru. Wodne ekstrakty gorczy-
cy reagowa³y z DPPH najlepiej, a procent hamowania
by³ proporcjonalny do u¿ytego stê¿enia (80% dla
1,0 mg/ml i 30% dla 0,1 mg/ml). Tymianek, czosnek
i chrzan wykazywa³y podobne w³a�ciwo�ci, a procent
hamowania DPPH by³ niski i wynosi³ nie wiêcej ni¿ 20
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Ryc. 1. Wp³yw ekstraktu wodnego chrzanu na wzrost Sta-
phylococcus aureus w temp. 13°C
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Ryc. 2. Wp³yw ekstraktu wodnego gorczycy na wzrost Sta-
phylococcus aureus w temp. 13°C

Ryc. 3. Wp³yw ekstraktu wodnego czosnku na wzrost Staphy-
lococcus aureus w temp. 13°C

Ryc. 4. Wp³yw ekstraktu wodnego tymianku na wzrost Sta-
phylococcus aureus w temp. 13°C
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dla stê¿eñ 1,0 mg/ml (ryc. 5). Podobne wyniki uzyskano
przeprowadzaj¹c reakcjê redukcji jonów ¿elaza (ryc. 6).
Ca³kowit¹ zdolno�æ przeciwutleniaj¹c¹ badanych ekstrak-
tów oceniano przy u¿yciu metody FRAP. Równie¿ w tej
reakcji gorczyca wykaza³a najsilniejsze w³a�ciwo�ci prze-
ciwutleniaj¹ce (ryc. 7). Wszystkie handlowe ekstrakty
wodne nie wykazywa³y jednak silnych w³a�ciwo�ci prze-
ciwutleniaj¹cych. Na przyk³ad, ekstrakt z herbaty o stê¿e-
niu 22,7 µg/ml znosi DPPH w 50% (18). Mo¿e to byæ
zwi¹zane ze zmianami w budowie chemicznej zwi¹zków
zawartych w ekstraktach podczas przechowywania.

Podsumowanie
Aktywno�æ biologiczna ekstraktów wodnych chrzanu,

gorczycy, czosnku i tymianku w stosunku do szczepu tes-
towego S. aureus jest zale¿na od sk³adu chemicznego eks-
traktów. Najsilniejszymi w³a�ciwo�ciami charakteryzowa-
³y siê ekstrakty czosnku i chrzanu zawieraj¹ce w swoim
sk³adzie zwi¹zki siarkowe. Istotny wp³yw na rozwój mi-
kroorganizmów ma równie¿ stê¿enie ekstraktu i czas in-
kubacji. Temperatura inkubacji nie mia³a istotnego wp³y-
wu na rozwój S. aureus. Ekstrakty wodne wymienionych
ro�lin przyprawowych nie maj¹ jednak silnych w³a�ciwo�-
ci przeciwutleniaj¹cych.
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Ryc. 7. Ogólna zdolno�æ przeciwutleniaj¹ca handlowych
ekstraktów wodnych gorczycy, tymianku, czosnku
i chrzanu wyra¿ona jako zmiana absorbancji przy d³u-
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Ryc. 6. Zdolno�æ redukuj¹ca jony ¿elaza handlowych
ekstraktów wodnych gorczycy, tymianku, czosnku
i chrzanu


