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W pracy zaprezentowano badania nad przeciwbakteryjnymi wlasciwosciami
filméw pullulanowych wzbogaconymi w ekstrakt z czqbru gérskiego. Filmy pul-
lulanowe z dodatkiem ekstraktu z czqbru wykazaly dzialanie hamujqce w sto-
sunku do dwaoch testowych szczepow bakteryjnych: B. subtilis ATCC 6633 oraz
Tetracoccus sp. Bakteria B. subtilis ATCC 6633 byla hamowana przez powloke
pullulanowq zawierajacq od 300 mg s.s. ekstraktu /100 cm?® roztworu filmu pul-
lulanowego, a Tetracoccus sp. dopiero przy 1000 mg s.s. ekstraktu /100 cm’
roztworu filmu pullulanowego.

Hasta kluczowe: filmy pullulanowe, ekstrakt z czabru gorskiego (Satureja monta-
na), przeciwbakteryjne powtoki jadalne.
Key words: pullulan film, extract from Satureja montana, antibacterial edible film.

Filmy jadalne stanowig nowoczesng generacje materiatow wykorzystywanych
w pakowaniu zywnosci. Spetniaja one kilka funkcji: zapewniaja powolna, ale kon-
trolowana wymiang gazowa uwzgledniajaca oddychanie produktu; wybiodrcza prze-
nikalnos$¢ w stosunku do pary wodnej, O, 1 CO,, wzmacniaja cechy wizualne zyw-
nosci oraz pehia role nosnika aktywnych substancji, dziatajacych na powierzchni
produktu (Kester i Fennema 1986; Tederko 1995). Zanieczyszczenia mikrobiolo-
giczne stanowia wciaz bardzo powazny problem ograniczajacy trwato$¢ zywnosci,
szczegoblnie minimalnie przetworzone;.

Pullulan — polisacharyd wytwarzany przez grzyby Aureobasidium pullulans posia-
da wszelkie cechy, ktore czynia go odpowiednim materiatem do tworzenia jadalnych
filmow, bedacych nos$nikiem aktywnych zwiazkéw. Po wysuszeniu tworzy cienkie,
jadalne, nietoksyczne btony, bez smaku i zapachu. Dodatkowo wykazuje silne wtas-
ciwosci adhezyjne, ktére umozliwiajg Sciste przyleganie i pokrywanie powierzchni
produktu (Yuen 1974; Roller i Dea 1992; Leathers 2003). Filmy pullulanowe wyka-
zuja duza wytrzymatos¢ mechaniczna, sa oporne na dziatanie thuszczu oraz stanowia
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doskonalg barier¢ dla tlenu (Roller i Dea 1992; Kawahara 1 wspotpr. 2003). Film
pullulanowy moze stanowi¢ takze forme nosnika réznych dodatkéw stosowanych
w produkcji zywno$ci m.in. substancji przeciwdrobnoustrojowych, dzigki czemu
jeszcze lepiej bedzie spelniaé rolg bariery przed szkodliwa mikroflora. Od niedawna
w kregu zainteresowania naukowcow sg substancje roslinne w postaci olejkow ete-
rycznych lub ekstraktow wprowadzane do aktywnych opakowan zywnosci.

Seydim, Sarikus (2006) wzbogacili powtoki biatkowe w olejki roslinne z oregano,
rozmarynu i czosnku. Najsilniejsze dzialanie wykazata powloka z dodatkiem olejku
z oregano, powodujac zahamowanie wzrostu S. aureus, S. enteritidis, L. monocyto-
genes, E. coli O157:H7. Parnoto i wspotpr. (2005) siagneli zwiekszenie dziatania
przeciwbakteryjnego powloki chitozanowej przez dodatek olejku z czosnku. Silne
zahamowanie wzrostu zaobserwowano w przypadku L. monocytogenes, S. aureus,
B. cereus oraz mniejsze wzrostu E. coli i S. typhimurium.

Czaber gorski (Satureja montana) jest rosling zielna z rodziny jasnowatych (La-
miaceae). W swoim sktadzie zawiera olejek eteryczny (0,5%), garbniki (5%), flawo-
noidy, $luzy, zywice, sole mineralne (gtéwnie kobalt, miedz, zelazo, mangan). Naj-
lepiej zostato poznane dziatanie olejku eterycznego czabru. Podstawowe sktadniki
olejku to zwiazki fenolowe, m.in. tymol, karwakrol i p-cymol, o silnych wiasciwos-
ciach przeciwdrobnoustrojowych (Kim i wspotpr., 1995; Kalander i wspotpr., 1998;
Dorman 1 Deans, 2000; Friedman i wspotpr., 2002; Olasupo i wspotpr., 2003). Sto-
sowanie wyciagow z czabru w lecznictwie powoduje poprawe procesow trawien-
nych poprzez polepszenie perystaltyki jelit oraz wydzielania sokdéw zoladkowych
Czaber stosowany jest gtownie jako przyprawa, dzigki intensywnemu, korzennemu
zapachowi (Kohlmunzer, 1993; Strzelecka i Kowalski, 2000).

Celem niniejszych badan bylo sprawdzenie wlasciwosci przeciwbakteryjnych fil-
mu pullulanowego z dodatkiem ekstraktu z czabru gorskiego.

MATERIAL I METODY

Pullulan uzyskano z hodowli wglebnej szczepu Aureobasidium pullulans B-1
pochodzacego z Muzeum Czystych Kultur Zaktadu Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywno$ci SGGW. Do hodowli grzyba i produkcji pullulanu uzyto podloza ptynnego
o sktadzie (g/L): sacharoza 60,0, K,HPO, 7,5, NaCl 1,5, (NH,),SO, 0,72, MgSO, 'H,0
0,4, ekstrakt drozdzowy 0,4. Kwasowos¢ podtoza wynosita 6,0 i ustalana byta przy
uzyciu 1mol/L HCI (Griewosz i Duszkiwewicz Reinhard 2008). Hodowlg grzyba pro-
wadzono w 28°C przez 96 h na wytrzasarce posuwisto-zwrotnej przy 200 rpm. Po
hodowli biomase odwirowywano, a do supernatantu dodawano 96% etanol w sto-
sunku 1:1 (v/v) w celu wytracenia pullulanu. Wytracony pullulan odwirowywano na
wiréwcee, po czym poddawano oczyszczaniu wg Roukas 1 Biliaderis, 1995.

Ekstrakty z ziela czabru gorskiego (Satureja montana) przygotowano metoda
ekstrakcji ciaglej wyczerpujacej za pomoca uniwersalnego systemu ekstrakcyjne-
go B-811firmy Biichi. Surowiec ekstrahowano metanolem przez 15 cykli, utrzymu-
jac temperatur¢ wrzenia rozpuszczalnika. Uzyskane ekstrakty surowe przesaczono
przez filtr bibutowy, po czym odparowano w rotacyjnej wyparce Rotovaporator
R-205 firmy Chi. Zastosowano nastgpujaca temperature: fazni grzejnej 60°C, skrop-
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lin 40°C, a wody chtodzacej 20°C oraz podcisnienie 337 mbar. Ekstrakty surowe
zageszczono do masy rownej masie surowca wzigtego do ekstrakcji, w wyniku cze-
go otrzymano tzw. ekstrakty pltynne. Z ekstraktow ptynnych sporzadzono wodne
roztwory w wodzie destylowane;.

Badaniami zostaly objete nastgpujace szczepy bakterii: Bacillus subtilis ATCC
6633; Tetracoccus sp.; Staphylococcus aureus ATCC 25923; Escherichia coli ATCC
25922; Salmonella enteritidis ATCC 13076.

Wyznaczenie najmniejszego stezenia hamujacego (MIC) dla ekstraktu z czabru
przeciw testowym bakteriom wykonywano metoda seryjnych rozcienczen w podto-
zu ptynnym bulionowym. Do pierwszej probéwki dodano 0,4 cm?® (82,5 mg s.s./cm?)
ekstraktu z czabru. Do kazdej probéwki wprowadzono 18-20 h hodowle bakterii
testowych zawierajaca 10° jtk/cm?’. Inkubacj¢ prowadzono przez 16-20 h w tem-
peraturze 37°C+1°C. Wynik wyrazono w mg s.s. ekstraktu z czabru/cm® (Irwing
i wspotpr., 2008).

Przygotowanie filmow pullulanowych: 5 g pullulanu rozpuszczano w 100 cm?® go-
racej wody destylowanej, sterylizowano w 117°C przez 20 min. Nastgpnie dodawa-
no do roztworu 1-33% (m/v) ekstraktu z czabru, a po wymieszaniu 10 cm® roztworu
wylewano na ptytki Petriego (Srednica ptytki 85 mm). Nastgpnie roztwory suszono
przez 8-9 godzin w temp. 25°C i przy RH 50+5%. Z uzyskanego filmu wycinano
krazki o $rednicy 9 mm.

Badanie aktywnosci przeciwbakteryjnej filmow zawierajacych ekstrakt z czabru
wykonywano metoda ptytkowo-dyfuzyjna. Posiewano wgtebnie 0,1 c¢cm? inoculum
bakterii testowych (10° jtk/cm?) na podtoze Mueller-Hinton. Na powierzchni¢ pod-
loza naktadano wycigte krazki filméw. Plytki inkubowano w temperaturze 37°C +
1°C przez 24 h. Po inkubacji mierzono srednice strefy zahamowania wzrostu wokot
krazkow. Wynik podawano w mm.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W tabeli I przedstawiono MIC ekstraktu z czabru wobec badanych szczepdw testo-
wych. Najbardziej wrazliwa bakteria na dziatanie ekstraktu z czabru gérskiego byt B.
subtilis ATCC 6633, ktérego wzrost zostat zahamowany juz przy 0,65 mg s.s. ekstrak-
tu/cm® podtoza. Dwukrotnie wicksze st¢zenie ekstraktu z czabru (MIC 1,29 mg s.s./
cm?®) spowodowalo zahamowanie wzrostu Tetracoccus sp. W przypadku pozostatych
bakterii MIC stwierdzono dopiero przy 5,18 mg s.s. ekstraktu /cm’. Podstawowymi
sktadnikami badanych ekstraktow byty flawonoidy (7-glukozyd luteoliny) oraz kwasy
fenolowe (kwas chlorogenowy, kofeinowy, rozmarynowy) (badania niepublikowane).
Prawdopodobnie te zwigzki wykazywaly silne dziatanie przeciw badanym bakteriom.

Tabela |. Minimalne stgzenie hamujgce (MIC) ekstraktu z czgbru gorskiego przeciwko bakteriom testowym
Table I. Minimal inhibitory concentration (MIC) of winter savory extract against test bacteria

Szczep testowy B. subtilis | Tetracoccus | S. aureus E. coli S. enteritidis
bakterii ATCC 6633 sp. ATCC 25923 | ATCC 25922 | ATCC 13076
MIC
mg s.s. ekstraktu/cm® 0,65 1,29 5,18 5,18 5,18
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Wyznaczenie MIC ekstraktu z czabru wobec badanych bakterii miato utatwic¢ usta-
lenie jego dodatku do filmu pullulanowego. Przyjeto szeroki zakres dodatku od 1 do
33 g ekstraktu w 100 cm?® roztworu pullulanu. Filmy zawierajace ekstrakt z czabru
w zastosowanych stgzeniach wykazywaty silne dziatanie hamujace przeciw dwom
bakteriom gramdodatnim: B. subtilis ATCC 6633 i Tetracoccus sp., tym samym kto-
re charakteryzowaty si¢ najwicksza wrazliwoscia na ekstrakt (tab. II). Hamowanie
wzrostu B. subtilis ATCC 6633 bylo widoczne przy zastosowaniu filmu zawieraja-
cego 3 g s.s. ekstraktu w 100 cm® roztworu pullulanu. Do zredukowania wzrostu 7e-
tracoccus sp. potrzebne byto juz wprowadzenie do filmu 10 g s.s. ekstraktu/100 cm?
roztworu pullulanu. W miar¢ zwigkszania zawartosci ekstraktu z czabru w filmie
obserwowano sukcesywny wzrost srednic stref zahamowania wzrostu bakterii.

Tabela Il. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna filméw pullulanowych zawierajacych ekstrakt metanolowy z czgbru gor-
skiego
Table Il. Antibacterial activity of pullulan films containing methanol extract of winter savory

Zawartosc¢ ekstraktu (g s.s. ekstraktu/100 cm? roztworu)

z czabru w roztworze

filmu pullulanowego 1 3 5 10 15 33
mg s.s. czgbru / krg-

zek filmu o $rednicy 1,1 3,4 5,6 11,2 16,8 37,0
9 mm

* $rednica stref zahamowania wzrostu (mm) = SD

B. subtilis ATCC 0 1,91 2,08 3,83 4,08 8,33

6633 +0,20a +0,20a +0,25¢ +0,20c +0,51d
2,08 2,91 8,60

Tetracoccus sp. 0 0 0 +0.20a +0.20b +0.54d

S. aureus ATCC

25923 0 0 0 0 0 0

E. coli ATCC 25922 0 0 0 0 0 0

S. enteritidis ATCC

13076 0 0 0 0 0 0

SD - odchylenie standardowe; * wielko$¢ $rednicy stref zahamowania wzrostu po odjeciu $rednicy krazka
(9 mm); 0 - brak strefy zahamowania wzrostu

W przypadku S. aureus ATCC 25923 oraz dwoch szczepow gramujemnych E. coli
ATCC 259221 S. enteritidis ATCC 13076 zahamowanie wzrostu nie byto widoczne,
nawet przy najwigkszym dodatku ekstraktu w filmie wynoszacym 33 g s.s./100 cm®.
By¢ moze byt on za maly do wywotania efektu hamujacego, jednakze powyzej tej
wartosci ekstraktu w roztworze pullulanu uzyskanie filmu nie byto mozliwe.

WNIOSKI

Uzyskane wyniki wykazaly, ze zastosowanie w filmie ekstraktu z czabru moze
mie¢ potencjalne zastosowanie w opakowalnictwie zywno$ci, zwlaszcza przeciw-
ko zanieczyszczeniom wywotanym saprofitycznymi bakteriami gramdodatnimi.
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W miarg¢ dalszego zwickszania iloéci ekstraktu w filmie obserwowano stopniowy
wzrost ich wlasciwosci przeciwbakteryjnych.

M. Gniewosz, A. Synowiec, M. Dyrda, A. Kuczerenko,
JLL. Przybyl, Z. Weglarz

RESEARCH ON ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF PULLULAN FILMS ENRICHED WITH
WINTER SAVORY (SATUREJA MONTANA) EXTRACT.

Summary

The present work examines antibacterial properties of pullulan films enriched with winter savory (Sa-
tureja montana) extract. The pullulan films which were enriched with winter savory extract have shown
inhibiting activity against two of the tested bacterial strains i.e. B. subtilis ATCC 6633 and Tetracoccus
sp. The bacteria B. subtilis ATCC 6633 was inhibited by a pullulan coating containing over 300 mg of the
extract in 100 cm? of pullulan film solution, and the Tetracoccus sp. by a coating containing over 1000 mg
of the extract in 100 cm® of pullulan film solution.
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