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Tematem niniejszej pracy byla ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej
ekstraktow (wodnego i alkoholowego) z suszonego oregano (Origanum
vulgare L.) oraz olejku eterycznego wyekstrahowanego ze swiezych lisci w
stosunku do wybranych szczepow bakterii. Aktywnos¢  przeciwbakteryjng
ekstraktow oraz olejku okreslano za pomocq dyfuzyjnej metody krqzkowej.
Efektywnos¢ dziatania byla zwiqzana z formq uzytego oregano oraz zalezata od
badanego szczepu bakterii. Najszersze spektrum oraz najwiekszq skutecznosé
przeciwdrobnoustrojowq wykazat ekstrakt wodny z oregano.

Hasta kluczowe: aktywno$¢ przeciwbakteryjna, Origanum vulgare L.,zahamowanie
wzrostu
Key words: antibacterial activity, Origanum vulgare L., inhibitory effect

Oregano nalezy do rodziny jasnotowatych (Lamiaceae). Wystepuje w Europie,
Azji Srodkowej oraz w Ameryce Polnocnej. Jest rosling trwala, intensywnie
pachnaca i miododajna. W Polsce wystepuje lebiodka pospolita (Origanum vulgare
L.), ktora ro$nie w zaros$lach, na skrajach laséw i suchych, stonecznych pagorkach.
Znana jest zarowno jako przyprawa oraz ceniona ro$lina lecznicza (1).

Olejki eteryczne oraz ekstrakty (wodne lub alkoholowe), uzyskane z oregano
wykazuja wysoka aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Nedorostova i wspolpr.
(2) przebadali 27 roznych olejkdéw eterycznych i stwierdzili, ze olejek z Origanum
vulgare L. mozna zaliczyé, zaraz po olejku z Armoracia rusticana (chrzan
pospolity) i Allium sativum (czosnek pospolity), do grupy najbardziej aktywnych
w stosunku do drobnoustrojéw. Oregano dziala na szerokie spektrum bakterii
oraz plesni, miedzy innymi na Escherichia coli, Enterobacter, Bacillus, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Candida, Fusarium, Aspergillus, Rhizopus i
Penicillium (3). Zasadne wydaje si¢ by¢ stosowanie oregano jako naturalnego srodka
konserwujacego zywno$¢, ograniczajacego wzrost drobnoustrojéw powodujacych
zatrucia pokarmowe i psucie si¢ Zywnosci.

Celem pracy byla ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej ekstraktow (wodnego
i alkoholowego) z suszonego oregano oraz olejku eterycznego wyekstrahowanego
ze $wiezych lisci oregano w stosunku do wybranych szczepdéw bakterii, ktore moga
wystepowaé w zywnosci pochodzenia zwierzecego.
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MATERIAL I METODY

Przedmiotem badan byt ekstrakt wodny (n=3) i alkoholowy z suszonego oregano
(n=3) oraz olejek eteryczny wyekstrahowany ze §wiezych lisci oregano (n=3).

Ekstrakt wodny i alkoholowy z suszu oregano otrzymano metoda ekstrakcji
ciaglej z uzyciem uniwersalnego systemu ekstrakcyjnego B-811 (Universal
Extraction System B-811) w automatycznym aparacie Soxhleta (Biichi). Do
przygotowania kazdego wyciagu uzywano po 40 g suszu oregano roztozonego
do 8 gilz ekstrakcyjnych (po 5 g w kazdej gilzie). Jako rozpuszczalnika uzywano
odpowiednio wody destylowanej lub 70% alkoholu etylowego. Surowiec w
pojedynczej gilzie ekstrahowano 150 cm® odpowiedniego rozpuszczalnika przez
15 cykli, utrzymujac temperatur¢ wrzenia rozpuszczalnika. Uzyskane porcje
potaczono, otrzymujac po ok. 550 cm® ekstraktow surowych, ktore przesaczono
przez filtr bibutlowy. Nastepnie zageszczono je w rotacyjnej wyparce Rotovaporator
R-205 (Biichi) do masy suszu (40 g). W celu ekstrakceji olejku eterycznego Swieze
liScie oregano rozdrabniano, zalewano woda i poddawano destylacji w aparacie do
otrzymywania olejkow eterycznych wedtug Derynga firmy Simax (4). Ochtodzony
destylat czterokrotnie ekstrahowano chlorkiem metylenu w rozdzielaczu, a nastgpnie
usuwano wodg, dodajac bezwodny siarczan magnezu. Czg§¢ rozpuszczalnika
odparowywano w wyparce laboratoryjnej z regulowanym cisnieniem firmy Biichi
(ci$nienie 540-560 hPa, temperatura 30°C).

Do oznaczenia wlasciwosci przeciwbakteryjnych oregano wykorzystano
szczepy bakterii, pochodzace z Kolekcji Czystych Kultur Zaktadu Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci: Micrococcus sp., Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Tetracoccus sp., Staphylococcus aureus ATTC
25923, Proteus vulgaris 458, Proteus mirabilis 180, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 oraz Klebsiella pneumoniae 196.

Wrazliwos¢ bakterii na dziatanie ekstraktow oraz olejku eterycznego z
oregano okreslano metoda stosowana do oznaczania przeciwdrobnoustrojowej
aktywnosci antybiotykow, ktora dostosowano do potrzeb eksperymentu
przeprowadzonego w trzydziestu powtorzeniach dla kazdego szczepu bakterii (5).
Do badan wykorzystywano 24-godzinne hodowle bakterii w plynnym bulionie
(temperatura 37°C). Po inkubacji dokonywano pomiaru ggstosci optycznej
zawiesiny drobnoustrojow przy uzyciu spektrofotometru = Spectronic®20
GENESYS przy dlugosci fali 550 nm lub w przypadku szczepdéw patogennych
uzywajac densimatu firmy BioMerieux. Nastgpnie za pomoca jalowej wymazowki
posiewano powierzchniowo inokulum bakteryjne (107 jtk/cm?®) na plyte Petriego
z podtozem Mueller—Hinton. Na powierzchni¢ podioza nanoszono 4 jatowe
krazki bibutowe o $rednicy 6 mm i na trzy krazki aplikowano po 20 pl ekstraktu
wodnego, alkoholowego Iub olejku eterycznego, natomiast na czwarty nanoszono
odpowiednio (w zaleznosci od rodzaju rozpuszczalnika) 20 pl jatowej wody, 70%
etanolu lub DMSO. Przygotowane w ten sposob ptytki termostatowano przez 24 h
w temperaturze 37°C. Nastgpnie sprawdzano obecnos¢ lub brak stref zahamowania
wzrostu wokot krazkow. Pomiaru §rednicy uzyskanych stref zahamowania wzrostu
dokonywano lacznie ze $rednicq krazka, a wyniki podawano po odjgciu $rednicy
krazka. Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem
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programu STATGRAPHICS Plus, stosujac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (One
Way ANOVA) oraz test Tukey’a HSD.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wielko$¢ stref zahamowania wzrostu wybranych szczepow bakterii Gram-do-
datnich i Gram-ujemnych, bedaca wynikiem dziatania ekstraktow oraz olejku etery-
cznego z oregano zestawiono w tab. I 1 II.

Tab. |. Wptyw dziatania wodnego i alkoholowego ekstraktu oraz olejku z oregano (Origanum vulgare L.) na wiel-
kos¢ stref zahamowania wzrostu wybranych bakterii Gram-dodatnich (warto$¢ srednia i odchylenie standardowe)
[mm]

a, b, ¢ - rozne indeksy przy warto$ciach w tej samej kolumnie oznaczajg statystycznie istotne réznice miedzy tymi
wartosciami dla a=0,05

Tab. |. Effect of the origanum (Origanum vulgare L.) water and alcohol extracts and essential oil on the size of
inhibition zones of selected Gram-positive bacteria (mean value and standard deviation) [mm]

a, b, ¢ — value from the same column, with different superscripts, are significantly different at «=0.05

Wielkos¢ stref zahamowania wzrostu dla wybranych
szczepow bakterii [mm] = SD

Rodzaj ekstraktu

Bacillus Staphylococcus | Micrococcus | Tetracoccus | Enterococcus
subtilis aureus Sp. sp. faecalis
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30)

Ekstrakt wodny
Z suszonego 2,0 + 0,65 3,1° + 1,22 8,1°+ 3,58 | 3,2° = 1,05 3,6° + 0,49
oregano (n=3)

Ekstrakt
alkoholowy
Z suszonego
oregano (n=3)

3,9¢ + 1,89 0,52 + 0,19 3,9°+1,62 | 2,9°+3,37 1,3 + 0,56

Olejek eteryczny
z lisci $wiezego | 0,82 +0,43 1,12 + 0,57 0,32 = 0,12 02 0,32 = 0,11
oregano (n=3)
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Aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa wobec szczepu bakterii Bacillus subtilis
charakteryzowaty si¢ zarowno ekstrakty, jak i olejek eteryczny. Istotnie (a=0,05)
najwigksze zahamowanie wzrostu szczepu Bacillus subtilis zaobserwowano w
przypadku zastosowania ekstraktu alkoholowego (tab. I), natomiast najmniejsze —
olejku eterycznego ze §wiezego oregano. Wedhug Sabahat i Perween (6), ktorzy
oceniali dziatanie naparu, wywaru i olejku eterycznego z oregano na bakterie
Bacillus subtilis, zdecydowanie najsilniejsze wtasciwosci hamowania wzrostu miat
olejek eteryczny, znacznie stabsze napar a wywar z oregano nie posiadat wlasciwosci
hamowania wzrostu badanych bakterii.

Tab. Il. Wptyw dziatania wodnego i alkoholowego ekstraktu oraz olejku z oregano (Origanum vulgare L.) na
wielko$¢ stref zahamowania wzrostu wybranych bakterii Gram-ujemnych (warto$¢ érednia i odchylenie standardo-
we) [mm]

a, b, ¢ - rozne indeksy przy wartoéciach w tej samej kolumnie oznaczajg statystycznie istotne réznice miedzy tymi
wartosciami dla a=0,05

Tab. Il. Effect of the origanum (Origanum vulgare L.) water and alcohol extracts and essential oil on the size of
inhibition zones of selected Gram-negative bacteria (mean value and standard deviation) [mm]

a, b, ¢ — value from the same column, with different superscripts, are significantly different at «=0.05

Wielkos¢ stref zahamowania wzrostu dla wybranych
szczepow bakterii [mm] = SD

Rodzaj ekstraktu

Escherichia Proteus Proteus Klebsiella Salmonella
coli vulgaris mirabilis pneumoniae Enteritidis
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30)

Ekstrakt wodny

Z suszonego Oa 3,3b =099 | 4,1b = 1,24 Oa Oa
oregano (n=3)

Ekstrakt

alkoholowy 0a 32b+135 | 0,62+ 0,19 0a 0,5b + 0,11

Z suszonego
oregano (n=3)
Olejek eteryczny 044b +
z lisci $wiezego ’0 12‘ 0,9a 0,28 | 0,6a = 0,31 0,8b = 0,15 0,3a,b = 0,11
oregano (n=3) ’
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Wszystkie badane wyciagi hamowaty wzrost bakterii Staphylococcus aureus,
przy czym najwigksze zahamowanie uzyskano przy zastosowaniu ekstraktu wod-
nego i olejku eterycznego (tab I). Najmniejsze strefy zahamowania wzrostu bakterii
wokot krazkdéw z naniesionym roztworem stwierdzono w przypadku wyciagu alko-
holowego. Busatta i wspolpr. (7), badali metoda zblizona do stosowanej w niniejszej
pracy, wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe olejku eterycznego z oregano wobec
bakterii Staphylococcus aureus ATCC 6538. Wielko§¢ stref zahamowania wzrostu
dla tej bakterii oscylowata wokot wartosci 26,8 mm, co nie znalazto potwierdzenia
W niniejszej pracy.

Najwigksza aktywnos$cia przeciwdrobnoustrojowa wobec bakterii Micrococ-
cus sp. 1 Enterococcus faecalis charakteryzowat si¢ ekstrakt wodny, natomiast w
przypadku ekstraktu alkoholowego strefy zahamowania byly blisko o potowe
mniejsze niz dla ekstraktu wodnego (tab. I) Stabsze wtasciwosci hamujace wzrost
powyzszych bakterii stwierdzono w wyniku dziatania olejku eterycznego. Przed-
miotem badan Baydar i wspotpr. (8) byto antybakteryjne dziatanie i sktad chem-
iczny olejkow eterycznych uzyskanych z czterech gatunkéw roslin nalezacych do
rodziny Lamiaceae, w tym Origanum minutiflorum i Origanum onites. Ustalono,
ze za przeciwdrobnoustrojowe wlasciwosci badanych olejkéw odpowiedzialne byty
takie zwiazki jak: karwakrol, y—terpinen i p—cymen, ktore wystepuja w oregano w
duzej ilosci.

Jedynie olejek eteryczny ze §wiezego oregano nie wykazat dziatania hamujacego
wzrost bakterii Tetracoccus sp. (tab. 1). Gniewosz i wspotpr. (9) badali wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe ekstraktu metanolowego z czabru lekarskiego (Satureja
montana) wobec bakterii Tetracoccus sp.. Czaber gorski, podobnie jak oregano,
nalezy do z rodziny jasnowatych (Lamiaceae) 1 zawiera w swoim sktadzie ole-
jek eteryczny (0,5%), garbniki (5%) i flawonoidy. Autorzy (9) wskazali, ze praw-
dopodobnie to flawonoidy (7—glukozyd luteoliny) oraz kwasy fenolowe (kwas chlo-
rogenowy, kofeinowy, rozmarynowy) byly odpowiedzialne za silne przeciwbak-
teryjne dziatanie wobec badanych szczepow.

Sposréd badanych szeczepow bakterii Gram-ujemnych, zarowno Escherichia
coli, jak i Klebsiella pneumoniae bylty wrazliwe jedynie na dziatanie olejku etery-
cznego (tab. I1). Busatta i wspotpr. (7) charakteryzowali wlasciwos$ci przeciwdrob-
noustrojowe olejku eterycznego z oregano dzialajacego wobec bakterii Escherich-
ia coli ATCC 25922. Wielko$¢ strefy zahamowania wzrostu dla tych bakterii pod
wptywem dziatania olejku z oregano wynosita 17,3 mm. Sahin i wspotpr. (3) podjeli
probe okreslenia wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych oregano w stosunku do
szczepu Klebsiella pneumoniae A137. Aplikacja na krazki 10 pl olejku eterycznego
lub 300 pg ekstraktu metanolowego z oregano nie zahamowata wzrostu badanego
szczepu.

Wiasciwosci bakteriostatyczne wobec bakterii Proteus vulgaris i Proteus mi-
rabilis stwierdzono w przypadku zastosowania wszystkich ekstraktow z oregano,
przy czym istotnie (0=0,05) najwigksze strefy zahamowania wzrostu zanotowano w
wyniku dziatania ekstraktu wodnego (tab. I1). Baydar i wspotpr. (8) badali dziatanie
olejkow eterycznych uzyskanych z dwoch gatunkow oregano, rozcienczonych w
proporcjach 1/50, 1/100, 1/200 i 1/300 w absolutnym alkoholu etylowym na wz-
rost Proteus vulgaris FMC 1. Origanum minutiflorum i Origanum onites dzialaty
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hamujaco na ten szczep przy stezeniu olejku eterycznego 1/50 i 1/100, a Origanum
onites dodatkowo w stezeniu 1/200. Marino 1 wspotpr. (10) zajmowali si¢ badaniem
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych olejku z oregano wobec bakterii Proteus
mirabilis. Juz stezenie 200 ppm olejku w podtozu spowodowalo ograniczenie wz-
rostu szczepu o 75% wobec proby kontrolnej i wraz ze wzrostem st¢zenia zwigkszato
si¢ jego przeciwbakteryjne dziatanie.

Bakterie Salmonella Enteritidis jedynie w niewielkim stopniu byly wrazliwe na
dziatanie ekstraktu alkoholowego i olejku eterycznego (tab. II). Hersch—Martinez
i wspotpr. (11) podjeli probe okreslenia wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych
oregano wobec bakterii Salmonella Enteritidis. Wielko$¢ stref zahamowania
wzrostu dla tych bakterii wynosita 15 mm. Autorzy (11) okreslili dodatkowo sktad
olejku z Origanum vulgare, ktory zawierat: 31,5% tymolu, 25,6% p—cymenu i
16,4% karwakrolu. Sa to zwiazki najczes$ciej wymieniane jako odpowiedzialne za
przeciwdrobnoustrojowe wtasciwos$ci ekstraktéw roslinnych.

WNIOSKI

1. Ekstrakt wodny, alkoholowy oraz olejek eteryczny z oregano charakteryzowata
aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec wigkszosci badanych bakterii. Mozna
wnioskowac, ze ekstrakty oraz olejek eteryczny z oregano byly zrodlem substancji
aktywnych, ktére w r6znym stopniu hamowaty wzrost i rozw6j wybranych szczepow
bakterii.

2. Najbardziej skuteczny w hamowaniu wzrostu wigkszosci badanych bakterii w
metodzie krazkowo—dyfuzyjnej byt ekstrakt wodny, a najmniej — olejek eteryczny.
Wplyw na aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa ekstraktow i olejku z oregano mogt
mie¢ uzyty surowiec, efektywno$¢ procesOw otrzymania wyciagow z oregano,
a takze zawarto$¢ sktadnikéw aktywnych o dzialaniu antybakteryjnym wobec
badanych szczepow.

3. Bakterie Gram-dodatnie wykazaty wigksza wrazliwo$¢ na dziatanie sktadnikow
aktywnych obecnych w oregano w poréwnaniu z bakteriami Gram-ujemnymi.

*Badanie wykonane w ramach projektu badawczego wilasnego nr N N312
257040

E. Ha¢—Szymanczuk, E. Lipinska, O. Grzegrzdtka

ESTIMATION OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE OREGANO
(Origanum vulgare L.)

Summary

The aim of the work was to test antibacterial activity of oregano (Origanum vulgare L) extracts (water and
alcoholic) and essential oil. In the present study, oregano was investigated for activity against Micrococcus
sp., Bacillus subtilis, Tetracoccus sp., Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Proteus vulgaris,



314 Elzbieta Ha¢-Szymanczuk i inni Nr3

Proteus mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Salmonella Enteritidis. The antibacterial
activities of the oregano were tested by the discs diffusion method. The efficiency of the oregano was
linked to the type and depended on the bacteria strain too. The water extract was characterized by broad
spectrum and the most antibacterial efficiency.
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