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Tematem niniejszej pracy bylo zbadanie aktywnosci przeciwbakteryjnej olej-
ku eterycznego, ekstraktu wodnego oraz preparatu handlowego z rozmarynu
lekarskiego (Rosmarinus officinalis) w stosunku do wybranych szczepow bakte-
rii. Efektywnos¢ dziatania byla zwiqzana z rodzajem wyciqgu oraz zalezala od
badanego szczepu bakterii. Sposrod badanych bakterii, szczepy gramdodatnie
byly bardziej wrazliwe na dzialanie wyciqgow z rozmarynu niz szczepy gram-
ujemne.

Hasta kluczowe: aktywno$¢ przeciwbakteryjna, Rosmarinus officinalis, zahamowa-
nie wzrostu.
Key words: antibacterial activity, Rosmarinus officinalis, inhibitory effect.

Od zarania dziejow rosliny zielarskie stanowity cenne zrédto pozyskiwania do-
datkow przyprawowych. Ich rola nie sprowadza si¢ tylko do poprawy smaku oraz
aromatu pokarméw, bowiem niektére spowalniajg utlenianie thuszczow lub hamuja
rozwoj mikroorganizmdéw w produktach spozywczych (1).

Rozmaryn lekarski (Rosmarinus officinalis) jest jedna z wielu ro$lin zielar-
skich wykorzystywanych w produkcji przypraw. Surowiec zawiera miedzy inny-
mi: olejki lotne (w ilosci 1,5-2,5%), garbniki, flawonoidy, tréjterpeny, gorycze,
saponiny, zywice, fitosterole, kwas rozmarynowy i wiele innych. Podstawowy-
mi sktadnikami olejku eterycznego, ktdry odpowiada za silny, kamforowy zapach
rozmarynu sa: kamfora (14,5%), cineol (12%), borneol (10,5%), pinen (8,5%) oraz
kamfen (7%). Dzi¢ki zawarto$ci substancji biologicznie czynnych rozmaryn moze
stanowi¢ alternatywe dla chemicznych konserwantow czy przeciwutleniaczy, co
sprzyja uzyskaniu produktow trwatych, bezpiecznych i rownoczesnie smacznych
(2,3, 4).

Celem pracy byto okreslenie aktywnos$ci przeciwbakteryjnej olejku eteryczne-
go otrzymanego ze $wiezych lisci rozmarynu lekarskiego (Rosmarinus officinalis),
wyciagu wodnego z suszonego rozmarynu i preparatu handlowego w stosunku do
wybranych szczepdw bakterii, mogacych znajdowac si¢ w zywnosci pochodzenia
ZWIierzgcego.
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MATERIAL I METODY

Przedmiotem badan byt olejek eteryczny (n=3), wyciag wodny (n=3) oraz prepa-
rat handlowy (n=3) z rozmarynu lekarskiego (Rosmarinus officinalis).

W celu ekstrakeji olejku eterycznego, $wieze liscie rozmarynu rozdrabniano, prze-
noszono do kolby okragtodennej, zalewano woda i cato$¢ destylowano w aparacie
do otrzymywania olejkow eterycznych wg Derynga firmy Simax (5). Ochtodzony
destylat czterokrotnie ekstrahowano chlorkiem metylenu w rozdzielaczu, nastgpnie
usuwano z niego wodg, dodajac bezwodny siarczan magnezu. Czgs$¢ rozpuszczal-
nika odparowywano w wyparce rotacyjnej z regulowanym ci$nieniem firmy Buchi
(ci$nienie 540-560 hPa, temperatura 30°C). Przy sporzadzaniu wyciggu wodnego
z rozmarynu, susz handlowy umieszczano w Inianym woreczku, ktory nastgpnie
przenoszono do naczynia zawierajacego zimng wode. Calo$¢ doprowadzano do
wrzenia. Po 24 h przechowywania w temperaturze 2°C usuwano woreczek z przy-
prawami, a otrzymany wyciag zageszczano 3-krotnie w wyparce laboratoryjnej
firmy Buchi (temperatura 30°C, ci$nienie 50 hPa) (6). Aby sporzadzi¢ zawiesing
handlowego preparatu rozmarynu, 1 g preparatu przenoszono do kolbki stozkowej
o pojemnosci 50 ml i zalewano 20 ml 40% alkoholu etylowego. Tak przygotowany
olejek eteryczny, wyciag wodny oraz zawiesing przechowywano w temperaturze
4°C w szczelnie zamknigtych butelkach z ciemnego szkta.

Do oznaczania wlasciwosci przeciwbakteryjnych rozmarynu wykorzystano naste-
pujace gatunki bakterii, pochodzace z Kolekcji Czystych Kultur Zaktadu Biotechno-
logii i Mikrobiologii Zywnosci: Micrococcus sp., Bacillus subtilis (BI), Tetracoccus
sp., Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Proteus vulgaris (458), Proteus mirabi-
lis (180), Escherichia coli (ATCC 25922) oraz Klebsiella pneumoniae (196).

Wrazliwos¢ bakterii na dziatanie olejku eterycznego, wyciagu wodnego oraz pre-
paratu handlowego z rozmarynu lekarskiego okreslano metodg stosowana do ozna-
czania przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci antybiotykow, ktéra dostosowano do
potrzeb przeprowadzanego eksperymentu w trzydziestu powtorzeniach dla kazde-
go szczepu bakterii (7). Do badan wykorzystywano 24-godzinne hodowle bakterii
w pltynnym bulionie wzbogaconym, termostatowane w temperaturze 37°C. Po inku-
bacji dokonywano pomiaru ggstosci optycznej zawiesiny drobnoustrojow za pomo-
cq spektrofotometru Spectronic®20 GENESYS przy dlugosci fali 550 nm, badz (w
przypadku patogenow) uzywajac densimatu firmy BioMerieux. Nastepnie jatowe
plytki Petriego szczepiono wglgbnie 0,1 ml zawiesiny bakterii, po czym zalewano
ok. 20 ml uptynnionego bulionu z agarem. Ptytki Petriego pozostawiano na 30 mi-
nut w temperaturze pokojowej w celu zestalenia pozywki, po czym podsuszano je
przez 30 minut pod lampa POLON z nawiewem.

Na powierzchni tak przygotowanego podioza, ustawiano trzy cylinderki ze stali
nierdzewnej o $rednicy zewnetrznej 8 mm i wewngtrznej 7 mm. Do dwdch cylin-
derk6éw ustawionych na ptytce wprowadzano 0,1 ml badanego olejku eterycznego,
wyciggu wodnego lub preparatu handlowego, natomiast trzeci cylinderek napetnia-
no taka samg iloscig rozpuszczalnika, uzytego dla danego wyciagu z rozmarynu
lekarskiego. Ptytki pozostawiano na 1 h w temperaturze pokojowej w celu wystapie-
nia dyfuzji wyciagu do podtoza, a nastgpnie termostatowano w temperaturze 37°C
przez 24 h.
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Po tym czasie sprawdzano obecnos¢ lub brak stref zahamowania wzrostu drob-
noustrojow wokot cylinderkéw i dokonywano pomiaru $rednicy uzyskanych stref
zahamowania wzrostu (tacznie ze srednica cylinderka). Warto$¢ srednicy strefy in-
hibicji podawano po odjgciu Srednicy wewnetrznej cylinderka.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej, wykorzystujac program staty-
styczny STATGRAPHICS Plus.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wielkos¢ stref zahamowania wzrostu bakterii G (+) i G () wynikajaca z dziata-
nia olejku eterycznego, wyciagu wodnego oraz preparatu handlowego zestawiono
w tabelach I i II.

Wzrost zarowno bakterii Micrococcus sp., jak 1 Bacillus subtilis zostat zaha-
mowany przez dziatanie olejku eterycznego, wodnego wyciagu oraz preparatu
handlowego z rozmarynu (tab. I). Najwigksze strefy zahamowania wzrostu obu
szczepOw bakterii istotne statystycznie (a=0,05) odnotowano przy zastosowaniu
handlowego preparatu rozmarynu, natomiast najmniejsze dla olejku eterycznego.
W przypadku wyciagu z rozmarynu suszonego, strefy zahamowania wzrostu bak-
terii byly istotnie mniejsze niz dla handlowego preparatu rozmarynu, ale rowniez
swiadczyty o silnym dziataniu bakteriostatycznym w stosunku do Micrococcus sp.
1 Bacillus subtilis.

Tabela |I. Wptyw dziafania olejku, wyciagu i preparatu z rozmarynu lekarskiego (Rosmarinus officinalis) na wiel-
kos$¢ stref zahamowania wzrostu wybranych bakterii G (+) (warto$¢ $rednia i odchylenie standardowe) (mm)

Table I. Effect of the rosemary (Rosmarinus officinalis) essential oil, water extract and commercial preparation on
the size of inhibition zones of selected gram-positive bacteria (mean value and standard deviation) (mm)

Wielkos¢ stref zahamowania wzrostu dla wybranych szczepow
bakterii (mm)

Rodzaj wyciagu Micrococcus Bacillus Tetracoccus | Staphylococcus
sp. subtilis sp. aureus

(n=30) (n=30) (n=30) (n=30)

Olejek eteryczny ze Swieze- 002404 212403 0 0

go rozmarynu (n=3) R T

Woycigg wodny z suszonego 095404 385404 10.7°40.6 0

rozmarynu (n=3) B D T

Preparat handlowy rozmary- 10.8°+0.4 5.2040.4 9.8+0.4 0

nu (n=3)

a, b, ¢ — roznice istotne statystycznie przy o=0,05
a, b, ¢ — statistically significant difference at 0.=0,05

Przedmiotem badan Mangeny 1 Muyimy (8) byt olejek eteryczny uzyskany na dro-
dze destylacji z para wodna ze swiezych lisci Rosmarinus officinalis. Poshugujac
si¢ metoda krazkowa, autorzy okreslili hamujacy wplyw olejku na wzrost Micro-
coccus luteus 1 Bacillus subtilis. Najwigksze strefy zahamowania wzrostu bakterii
Micrococcus luteus (16,0 mm) oraz Bacillus subtilis (14,0 mm) zaobserwowano
w przypadku olejku nierozcienczonego. Autorzy ci (8) ustalili, ze za przeciwdrob-



982 E. Ha¢-Szymanczuk i inni Nr3

noustrojowe wlasciwos$ci badanego olejku z Rosmarinus officinalis odpowiedzialny
byt zwiazek fenolowy o nazwie 1,8-cineol, stanowiacy gtowny jego sktadnik.

W przypadku bakterii 7etracoccus sp. (tab. I) stwierdzono wystgpowanie istot-
nych statystycznie (a=0,05) stref zahamowania wzrostu bakterii wokot cylinderkow
wypethionych wyciagiem wodnym z suszonego rozmarynu oraz handlowym pre-
paratem rozmarynu. Omawiany szczep okazal si¢ niewrazliwy na dzialanie olejku
eterycznego ze §wiezego rozmarynu. W zwigzku z tym mozna sadzi¢, iz dzialanie
bakteriostatyczne wyciagdw z rozmarynu w stosunku do bakterii Tetracoccus sp.
wynika z obecnosci w sktadzie wyciagu wodnego oraz preparatu handlowego nie-
lotnych sktadnikéw roslinnych, ktorych olejek uzyskany ze §wiezych lisci rozmary-
nu byl pozbawiony.

Zaden z badanych wyciagdéw z rozmarynu nie dziatal bakteriostatycznie wobec
Staphylococcus aureus — nie zaobserwowano obecnosci stref zahamowania wzrostu
bakterii wokot cylinderkow wypetnionych omawianymi wyciagami (tab. I). Badania
wykonane przez Seydima 1 Sarikusa (9) wskazuja na opornos¢ komorek Staphylo-
coccus aureus w stosunku do lotnych komponentéw rozmarynu lekarskiego. Przed-
miotem badan byly powloki jadalne sporzadzone na bazie biatek serwatki oraz olej-
ku z rozmarynu, ktory dodawano w czterech roéznych stezeniach: 1, 2, 3 oraz 4%.
Z zestalonych powtok wycinano krazki o okreslonej $rednicy, ktore umieszczano na
ptytkach z wysianym szczepem Staphylococcus aureus. W zadnym z przypadkow
nie stwierdzono obecnosci stref zahamowania wzrostu bakterii.

Tabela Il. Wptyw dziatania olejku, wyciagu i preparatu z rozmarynu lekarskiego (Rosmarinus officinalis) na wiel-
kos$¢ stref zahamowania wzrostu wybranych bakterii G (-) (warto$¢ srednia i odchylenie standardowe) (mm)

Table Il. Effect of the rosemary (Rosmarinus officinalis) essential oil, water extract and commercial preparation on
the size of inhibition zones of selected gram-negative bacteria (mean value and standard deviation) (mm)

Wielko$¢ stref zahamowania wzrostu dla wybranych szczepow
bakterii (mm)

Rodzaj wyciagu Proteus Proteus Escherichia Klebsiella

vulgaris mirabilis coli pneumoniae
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30)

Olejek eteryczny_ze Swieze- 100400 100403 100404 0

go rozmarynu (n=3)

Wycigg wodny z suszonego . . .

rozmarynu (n=3) 0 0 0 0

Preparat handlowy rozmary- 5,.2040,4 0 0 0

nu (n=3)

a, b, ¢ — réznice istotne statystycznie przy a=0,05
a, b, ¢ — statistically significant difference at 0=0,05

Najwigkszg aktywnoscia w stosunku do wickszosci bakterii G (—) cechowat sig¢
olejek eteryczny uzyskany z liSci §$wiezego rozmarynu. Strefy zahamowania wzro-
stu bakterii na ptytkach wokot cylinderkow wypehionych olejkiem zaobserwowa-
no w przypadku bakterii Proteus vulgaris, Proteus mirabilis oraz Escherichia coli
(tab. IT). Dane literaturowe (10) podaja, iz bakterie G (-) charakteryzuja si¢ wyzsza
opornos$ciag w poréwnaniu z bakteriami G (+) na dzialanie wyciagow z rozmarynu,
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chociaz istnieja wérdd nich wyjatki. Proteus vulgaris, podobnie jak Vibrio vulnifi-
cus oraz Aeromonas hydrophila, wykazuje znacznie wicksza wrazliwosé na wyciagi
z przypraw niz wiele bakterii G (+). Natomiast Listeria monocytogenes swg opor-
nos$cia dorownuje Pseudomonas aeruginosa (11, 12).

Najwigksze zahamowanie wzrostu bakterii Profeus vulgaris (tab. 1I) odnotowa-
no w przypadku handlowego preparatu rozmarynu. Mniejsza wrazliwo$¢ badany
szczep wykazat wobec dziatania olejku eterycznego ze §wiezego rozmarynu, nato-
miast wokdt cylinderkéw wypetionych wyciagiem wodnym z suszonego rozma-
rynu nie odnotowano wystepowania stref zahamowania wzrostu bakterii Proteus
vulgaris.

Zastosowana metoda cylinderkowa oznaczania aktywnosci przeciwdrobnoustro-
jowej wykazata wrazliwo$¢ bakterii Proteus mirabilis oraz Escherichia coli wytacz-
nie na olejek eteryczny uzyskany z lisci $wiezego rozmarynu (tab. II). Mozna zatem
przypuszczaé, iz odpowiedzialno$¢ za bakteriostatyczne wlasciwosci rozmarynu
w stosunku do powyzszych szczepdw bakterii ponosza lotne sktadniki roslinne, kto-
re zawiera olejek oddestylowany ze swiezych liSci rozmarynu.

Suche przyprawy ze wzgledu na ubozszy sktad w poréwnaniu z przyprawami
naturalnymi, charakteryzuja si¢ niewielkim wplywem na hamowanie wzrostu drob-
noustrojow w zywnosci. Efekt konserwujacy potggowany jest poprzez kondensacje
zawartosci zwiazkow biologicznie czynnych obecnych w przyprawach. Najlepsze
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe posiadajg olejki eteryczne, nastgpnie ekstrak-
ty lipidowe oraz wyciagi etanolowe przypraw. Zestawienie zamykaja susze roslinne
1ich wodne wyciagi (12, 13).

Hammer 1 wspotpr. (14), w ramach oznaczenia aktywnosci przeciwbakteryjnej
olejku eterycznego z rozmarynu ustalili, ze Klebsiella pneumoniae byta niszczona
mniej skutecznie niz Escherichia coli czy Staphylococcus aureus. W powyzszych
badaniach nie stwierdzono hamujacego wplywu olejku eterycznego, wyciagu
wodnego czy tez preparatu handlowego z rozmarynu na wzrost bakterii Klebsiella
pneumoniae.

WNIOSKI

1. Badany olejek eteryczny, wyciag wodny oraz preparat handlowy z rozmary-
nu wykazywaty aktywno$¢ przeciwbakteryjna w stosunku do wigkszo$ci badanych
szczepow. Swiadezy to o tym, iz omawiane wyciagi sa zrédtem substancji hamuja-
cych wzrost drobnoustrojow.

2. W przypadku wigkszosci szczepow wrazliwych na dziatanie wyciagow z przy-
praw, najszersze spektrum dziatania wykazywat wyciag ze $wiezego rozmarynu,
natomiast najwigksza skuteczno$¢ hamowania wzrostu drobnoustrojéow posiadat
handlowy preparat rozmarynu.

3. Bakterie G (+) charakteryzowaty si¢ wyzsza wrazliwoscia na sktadniki wycia-
gow z rozmarynu niz bakterie G (-).

4. Badane wyciagi z rozmarynu nie hamowaly wzrostu patogennych szczepdéw
Staphylococcus aureus 1 Klebsiella pneumoniae, co moze $wiadczy¢ o opornosci tych
bakterii na dziatanie sktadnikéw roslinnych zawartych w rozmarynie lekarskim.
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ESTIMATION OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE ROSEMARY (ROSMARINUS
OFFICINALIS) ESSENTIAL OIL, WATER EXTRACT AND COMMERCIAL PREPARATION

Summary

The aim of work was to test the antibacterial activity of the rosemary (Rosmarinus officinalis) essential
oil, water extract and commercial preparation. In the present study, rosemary extracts were investigated
for activity against Bacillus subtilis, Micrococcus sp., Tetracoccus sp., Staphylococcus aureus, Escheri-
chia coli, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris and Klebsiella pneumoniae. The antibacterial activities of
rosemary extracts were tested by the cylinder diffusion method. The efficiency of the extracts was linked
to the type and depended on the test bacteria strain too. Among all the bacteria tested, gram-positive were
more sensitive to the activity of rosemary extracts then gram-negative.
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