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OCENA WYBRANYCH EKSTRAKTOW ROSLIN
PRZYPRAWOWYCH POD WZGLEDEM ICH WLASCIWOSCI
PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH ORAZ ZAWARTOSCI
FENOLOKWASOW

Jolanta Piekut™
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Streszczenie. W badaniach wykonano analiz¢ obecnosci fenolokwasow w roslinach przy-
prawowych, takich jak: imbir, koper, kwiat nagietka, lubczyk i tymianek. Rosliny dobrano
ze wzgledu na czgste wykorzystywanie ich w przygotowaniu potraw. Ekstrakty etanolo-
we z roslin, w ktorych wystepuje duza réznorodnos¢ fenolokwasdow oraz duza zawarto$é
zwiazkow fenolowych, tj. koper, lubczyk i tymianek, powodowaty zahamowanie wzrostu
w hodowli bulionowej wybranych mikroorganizméw, pozostate za§ wykazaty stymula-
cje wzrostu badanych szczepow. Najsilniejsze whasciwosci przeciwbakteryjne ekstraktu
z lubczyka wykazano po 24 h inkubacji w odniesieniu do bakterii Escherichia coli (93%)
i Staphylococcus aureus (87%), a po 48 h Pseudomonas aeruginosa (96%), Bacillus sub-
tilis (91%) oraz w stosunku do grzybow Candida albicans (90%). Ekstrakt z tymianku
rowniez wykazuje wlasciwosci hamujace namnazanie si¢ bakterii, ale tylko w stosunku
do dwoch szczepow: Staphylococcus aureus po 24 h inkubacji (82%) i po 48 h inkubacji
(89%) oraz Escherichia coli po 48 h inkubacji w odniesieniu do bakterii (85%).

Stowa kluczowe: rosliny przyprawowe, kwasy fenolowe, wlasciwosci przeciwdrobno-
ustrojowe

WSTEP

Przyprawy to naturalne lub przetworzone czgéci roslin zielarskich wykorzysty-
wane jako dodatki do zywno$ci. W przetworstwie rolno-spozywczym odgrywaja za-
sadniczg role, nadajac produktom atrakcyjny aromat, barwe, przedhuzajg ich trwatosé
oraz podnosza walory smakowe. W zalezno$ci od ich sktadu chemicznego przyprawy
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w zroéznicowany sposob wplywaja na zmysty cztowieka lub zwierzat. Moga pobudzac
apetyt, wzmaga¢ czynnosci wydzielnicze przewodu pokarmowego, regulowaé perystal-
tyke jelit, przyspieszaé wydalanie niestrawionego pokarmu, dziala¢ pobudzajaco lub
uspokajajaco, wptywac na prace nerek i serca oraz dziala¢ bakteriostatycznie lub bak-
teriobojczo [Swietlikowska 2008]. Jako$¢ sensoryczna zywnosci przetworzonej zalezna
jest w duzej mierze od jakosci dodatkow zapachowych i smakowych. Poza wzbogace-
niem atrakcyjnosci sensorycznej artykutldw zywnosciowych, przyprawy moga rowniez
wykazywa¢ dziatanie przeciwdrobnoustrojowe i przeciwutleniajace, co zwigzane jest
z wystepujacymi w nich biologicznie aktywnymi zwigzkami chemicznymi [Hoffmann
2007]. Niektore bioaktywne substancje naturalnie wystgpujace w zywnosci sa specjal-
nie wprowadzane badz uzyskiwane na skutek jej przetwarzania (zastosowania procesow
technologicznych) i maja zdolno$¢ catkowitego zatrzymania lub zahamowania wzrostu
mikroorganizmow. Okreslane sa one jako konserwanty, inhibitory lub czynniki prze-
ciwdrobnoustrojowe. W celu zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci stosuje si¢ dodatki
o charakterze hamujacym namnazanie mikroorganizmow. O biostatycznej sile dzialania
dodatku decyduje stezenie, sktad mieszanki i rodzaj ekstraktu roslinnego. W niektorych
przypadkach wptyw ekstraktu na wzrost drobnoustroju powigzany jest z ich gatunkiem
[Wojtatowicz 1 in. 2009]. Ziota wykorzystywane sg rowniez alternatywnie jako antybio-
tyki w paszach dla zwierzat. Wptywaja korzystnie na stan zdrowia bydta, co przektada si¢
na lepsza wydajno$¢ produkcji. Naturalnie wzmacniajg ich odpornos¢, pomagaja zacho-
wa¢ rownowage mikrobiologiczng w uktadzie pokarmowym i poprawiaja jakos¢ mleka
krowiego. Charakteryzujg si¢ lepszg przyswajalnoscia, a przy tym sg tatwe w stosowaniu
[Paschma i Wawrzynski 2007].

Celem pracy byta ocena ekstraktow wybranych roslin przyprawowych pod wzgledem
ich wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych oraz zawartosci fenolokwasoéw. W badaniach
wykonano analiz¢ obecno$ci fenolokwaséw (anyzowego, cynamonowego, ferulowego,
galusowego, gentyzynowego, kawowego, p-kumarowego, syryngowego, wanilinowego)
w ekstraktach etanolowych roslin przyprawowych, takich jak: imbir, koper, kwiat na-
gietka, lubczyk i tymianek, oraz wyznaczono ogdlng zawarto§¢ zwigzkow fenolowych
metoda Folina—Ciocalteu. Wybor przypraw dokonano ze wzgledu na do$¢ czeste wyko-
rzystywanie ich w przygotowaniu potraw. Testy mikrobiologiczne byty prowadzone na
wybranych szczepach: bakterii — Escherichia coli (EC), Pseudomonas aeruginosa (PA),
Staphylococcus aureus (SA), Bacillus subtilis (BS), oraz grzybow Candida albicans
(CA).

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowity ekstrakty etanolowe imbiru, kopru, tymianku, lubczy-
ku i kwiatu nagietka. Odwazono po 2 g (£0,0001 g) $wiezego materiatu roslinnego, na-
stepnie ekstrahowano dwukrotnie 20 cm® wodnego roztworu etanolu o stezeniu 70%. Po
zakonczeniu ekstrakcji wyciagi potaczono i przesaczono. Kazda probe uzupetiono do
50 cm® roztworem etanolu.

Analiz¢ chromatograficzng TLC prowadzono na ptytkach pokrytych zelem krzemion-
kowym Si60 GF,s,. Dobor faz ruchomych dokonano na podstawie przegladu literatury
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oraz badan wlasnych. Najlepsze wyniki uzyskano, stosujac mieszaning rozpuszczalni-
kéw: toluen, mrowczan etylu i kwas mrowkowy, w 5 : 4 : 1. Do analizy chromatogra-
ficznej TLC ekstraktow etanolowych wybranych roslin przyprawowych wykorzystano
syntetyczne analogi kwasoéw fenolowych: anyzowego, cynamonowego, ferulowego, ga-
lusowego, gentyzynowego, kawowego, p-kumarowego, syryngowego, wanilinowego,
ktore rozpuszczono w wodnym roztworze etanolu (stgzenie 70%).

Ogolng zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach oznaczano przy uzyciu metody Foli-
na—Ciocalteu (F-C) [Cheung 2003, Singleton i Rossi 1965]. Do wykres$lenia krzywe;j
wzorcowej uzyto roztworu wodnego kwasu galusowego o stezeniu 2 g-dm™ w wodzie
dejonizowanej. Z przesaczonego ekstraktu pobrano 0,25 cm® roztworu, dodano 1,25 cm?
odczynnika Folina—Ciocalteu i wymieszano. Nastepnie dodano 1 cm? roztworu Na,CO,,
wymieszano i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 h. Po tym czasie zmierzo-
no absorbancj¢ przy dlugosci fali 760 nm z wykorzystaniem spektrofotometru UV-VIS
firmy JASCO. Wyniki podano jako réwnowaznik mg kwasu galusowego (GAE) suchej
masy [Djeridane i in. 2006]. Analizy wykonano w czterech powtorzeniach.

Celem badan byta rowniez ocena wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych ekstrak-
tow roslin przyprawowych w odniesieniu do pigciu testowanych szczepdw mikroorgani-
zmow. Pomiar ggstosci optycznej mial na celu okreslenie poziomu zmgtnienia zawiesiny
bakteryjnej. Wigzka promieniowania jest zmniejszona na skutek rozproszenia, absorbcji
i odbicia §wiatla przez hodowle bulionowsa, a warto$¢ gestosci optycznej jest propor-
cjonalna do liczby komorek mikroorganizméw znajdujacych si¢ w roztworze. Wzrost
bakterii w hodowli bulionowej obliczono z ggstosci optycznej i wyrazono w procentach
jako stopien zahamowania badz stymulacji wzrostu mikroorganizméw. Wyniki podano
jako wartos$¢ $rednig z czterech pomiaréw. Proba odniesienia byt bulion zaszczepiony
bakteriami, bez dodatku zadnego z preparatdéw hamujacych namnazanie. Przyjgto war-
to$¢ 100%. Za dziatanie hamujace przyjeto proby, w ktorych wartosci byly mniejsze niz
100%. Jesli wyniki byty wigksze niz 100%, uwazano to za dziatanie stymulujace. Testy
mikrobiologiczne byly prowadzone na wybranych szczepach: bakterii — Escherichia coli
(EC), Pseudomonas aeruginosa (PA), Staphylococcus aureus (SA), Bacillus subtilis (BS),
oraz grzybow Candida albicans (CA). Drobnoustroje pochodzity ze zbioréw Polskiej
Kolekcji Mikroorganizmoéw Polskiej Akademii Nauk dziatajacej przy Instytucie Immu-
nologii i Terapii Doswiadczalnej we Wroctawiu. W badaniach uzyto bulionu zaszczepio-
nego drobnoustrojami, ktérego uzyto 4,75 cm® i dodawano 0,25 cm’ roztworu badanych
ekstraktow. Podloze kontrolne stanowit bulion zaczepiony testowanym szczepem bez
dodatku badanych preparatow. Wszystkie proby inkubowano w cieplarce w temperaturze
36°C w przypadku bakterii oraz w temperaturze 25°C w przypadku grzybow. Wzrost
liczby komorek drobnoustrojow w hodowli bulionowej badano po 24 i 48 h inkubacji,
wykonujac pomiar gestosci optycznej roztworu przy dtugosci fali 600 nm na spektrofo-
tometrze UV-VIS firmy JASCO [Howard i Whitcombe 1995, Wilcks i in. 1998]. Liczbe
komérek bakterii w podtozu bulionowym, w przeliczeniu na 5 cm® hodowli, okreslano
metodg posiewu redukcyjnego na plytkach Petriego z podlozem agarowym. Mialo to na
celu standaryzacj¢ hodowli i pozwolito na uzyskanie powtarzalnosci warunkéw pomia-
rowych.

Wyniki poddano analizie wariancji (ANOVA). Do okre$lenia stopnia wzajemnych
powigzan miedzy poszczegdlnymi parametrami obliczano wspotczynnik korelacji (r)
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Pearsona. Testowanie prowadzono na poziomie istotnosci p < 0,05. Wszystkie analizy
wykonano w programie Statistica 10.0.

WYNIKI | DYSKUSJA

Zwiazki fenolowe wystepuja gtownie jako hydroksylowe pochodne aromatycznych
kwasow: benzoesowego, fenylooctowego, cynamonowego i fenylopropionowego. Analiza
chromatograficzna TLC ekstraktow etanolowych wybranych roslin przyprawowych wy-
kazata obecno$¢ kwasdéw: anyzowego, cynamonowego, ferulowego, galusowego, genty-
zynowego, kawowego, p-kumarowego, syryngowego, wanilinowego. Najwigcej kwasow
oznaczono w ekstraktach z tymianku i lubczyka (tab). Najwicksza zawarto$¢ zwiazkow
fenolowych ogdtem (rys. 1) stwierdzono w probach wyekstrahowanych 70-procentowym
etanolem z lubczyka (45,42 mg GAE-g ! s.m.), tymianku (36,32 mg GAE-g ' s.m.) i ko-
pru (34,68 mg GAE-g™' s.m.). Najmniejszg zawarto$¢ zwigzkow fenolowych odnotowa-
no w kwiatach nagietka (6,19 mg GAE-g' s.m.) oraz natce pietruszki (7,89 mg GAE-g"!
s.m.). Badania potwierdzily istotng korelacje¢ miedzy zawarto$cig kwasoéw fenolowych

Tabela 1. Wyniki analizy TLC ekstraktow badanych roslin przyprawowych (faza stata Si60 GF s,
faza ruchoma — toluen : mréwczan etylu : kwas mrowkowy w5 :4: 1)

Table 1. Results of TLC analysis of tested spice plants extracts (solid phase Si60 GF,s,, mobile
phase — toluene : ethyl formate : formic acid in a ratio of 5: 4 : 1)

Ekstrakt — Extracts

Badane kwasy kwiat

Acids tested imbir nagietka koper lubczyk pietruszka  tymianek
ginger marigold dill lovage parsley thyme

flower

Kwas anyzowy

Anisic acid X X X

Kyvas cynamonowy % %

Cinnamic acid

Kwas ferulowy

Ferulic acid X X

Kwas galusowy X

Gallic acid

Kwas gentyzynowy X X X

Gentisic acid

Kwas kawowy

Caffeic acid X X X

Kwas p-kumarowy

P-Coumaric acid X X X X

Kwas syryngowy X X X

Syringic acid

Kwas wanilinowy X x

Vanillic acid
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Rys. 1. Zawarto$¢ polifenoli ogotem wyrazona jako rownowaznik kwasu galusowego (GAE)
w ekstraktach etanolowych badanych ro§lin przyprawowych

Fig. 1.  Total phenolic contents expressed as gallic acid equivalent (GAE) in ethanolic extracts of
the spices plants

a 0golng zawartoscig polifenoli na poziomie 0,92, oraz miedzy stopniem zahamowania
badz stymulacji wzrostu testowanych mikroorganizmow w hodowli bulionowej a ogdlna
zawartoscig polifenoli na poziomie 0,85.

Najsilniejsze wlasciwosci hamujace wykazano w przypadku ekstraktu z lubczyka po
24 h (rys. 2) inkubacji wobec Escherichia coli (93%) 1 Staphylococcus aureus (87%),
a po 48 h (rys. 3) w stosunku do Pseudomonas aeruginosa (96%), Bacillus subtilis (91%)
oraz Candida albicans (90%).
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Rys. 2.  Stopien wzrostu testowanych mikroorganizméw w hodowli bulionowej po 24 h inkubacji
z dodatkiem ekstraktéw etanolowych badanych roslin przyprawowych

Fig.2.  The degree of growth of tested microorganisms in broth culture after 24 h of incubation
with addition of the spice plants ethanol extracts
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Rys. 3.  Stopien wzrostu testowanych mikroorganizméw w hodowli bulionowej po 48 h inkubacji
z dodatkiem ekstraktéw etanolowych badanych roslin przyprawowych

Fig. 3. The degree of growth of tested microorganisms in broth culture after 24 h of incubation
with addition of the spice plants ethanol extracts

Ekstrakt z tymianku wykazuje wlasciwosci hamujace namnazanie si¢ bakterii, ale
tylko w stosunku do dwoch szczepdw: Staphylococcus aureus po 24 h (rys. 2) inkubacji
(82%) 1 po 48 h (rys. 3) inkubacji (89%) oraz Escherichia coli po 48 h (rys. 3) inkubacji
(85%).

Porownujac wyniki badan mikrobiologicznych syntetycznych analogéw kwasow fe-
nolowych wystepujacych w badanych ekstraktach z wynikami prezentowanymi w pracy,
mozna zauwazy¢, iz dzialanie pojedynczych zwigzkéw fenolowych jest odmienne od
tych samych substancji w uktadach biologicznych. Jednym z podstawowych problemow
w wykorzystywaniu wyciagoéw roslinnych jako sktadnikow utrwalajacych artykuty rol-
no-spozywcze jest powtarzalno$¢ ich sktadu chemicznego. Naturalne pochodzenie czy
rozne partie ekstraktow wytwarzanych przez réznych producentow moga wykazywac
ilosciowe i jako$ciowe zréznicowanie.

Zatem jak twierdzi Smith i inni [2005], stosowanie ich w petni wystandaryzowa-
nych pod wzgledem okreslonego profilu zwigzkéw chemicznych i zdefiniowanej ak-
tywnosci biologicznej w przetworstwie surowcow i produktow rolno-spozywczych jest
bardzo trudne do zrealizowania. Czg¢sto przeniesienie substancji do warunkow in situ
niesie ryzyko zmniejszenia sity bojczej. Uzyskanie stabilizacji mikrobiologicznej wia-
ze si¢ wowczas ze zwiekszeniem st¢zenia dodatku. W wielu produktach rolno-spozyw-
czych mozna zaobserwowac interakcje sktadnikow wyciagdéw z roslin przyprawowych
z biatkami, thuszczami czy ze skrobig [Gutierrez i in. 2008, Cava-Roda i in. 2012, Kyung
2012], co wymaga ciaglej standaryzacji poszczegolnych etapéw produkcji. Przyprawy
zaleznie od formy, w jakiej sa uzywane (olejki eteryczne, wyciagi wodne i etanolowe,
swieze czeSci roslin, susze), majg rézny wplyw na zahamowanie wzrostu mikroorga-
nizmoéw w artykutach zywnosciowych. Wedlug wielu badaczy najlepsze wilasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe wykazuja ekstrakty thuszczowe, olejki eteryczne oraz wyciagi
etanolowe roslin przyprawowych [Burt 2004, Suhaj 2006, Djeddi i in. 2007]. Ograniczaja
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rozw@j, badz eliminujg z zywnosci takie mikroorganizmy, jak: Escherichia coli, Bacillus
cereus, Salmonella enteriditis, Salmonella typhimurium, Clostridium botulinum, Listeria
monocytogenes. Wyciagi z roslin przyprawowych sa w stanie zastapi¢ konserwanty czy
stabilizatory, co spowoduje zmniejszenie ilosci sktadnikow receptury, a produkt stanie
si¢ bardziej bezpieczny dla konsumenta [Bakkali i in. 2008, Vergis i in. 2015]. Jak podaje
Synowiec i inni [2011], obecnie do przedluzenia trwatosci artykutow zywnosciowych
wykorzystuje si¢ wyciagi roslinne z przypraw, takich jak: bazylia, pieprz, lebiodka, goz-
dziki i szalwia. Ich zaletg jest duza skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa oraz mozliwo$¢
kombinacji zwigzkow wchodzacych w sklad ekstraktow. Bazylia jest wykorzystywana
gtownie do produkcji gotowych dan i konserw.

WNIOSKI

1. Najwiecej fenolokwasdéw oznaczono w ekstraktach z tymianku (anyzowy, galuso-
wy, gentyzynowy, kawowy, p-kumarowy, syryngowy, wanilinowy) i lubczyka (anyzowy,
cynamonowy, ferulowy, gentyzynowy, p-kumarowy, syryngowy, wanilinowy).

2. Najwicksza zawartos¢ zwigzkow fenolowych ogdtem stwierdzono w probach wy-
ekstrahowanych z lubczyka, tymianku i kopru.

3. Wiasciwosci mikrobiologiczne pojedynczych zwigzkow fenolowych sg odmienne
od tych samych substancji w uktadach biologicznych.

4. Badania potwierdzily istotng korelacj¢ miedzy zawartosciag kwasow fenolowych
a 0gdlng zawarto$cig polifenoli oraz stopniem zahamowania badZ stymulacji wzrostu te-
stowanych mikroorganizméw w hodowli bulionowe;j.

5. Wyciagi z roslin przyprawowych moga zastapi¢ konserwanty czy stabilizatory,
co powoduje zmniejszenie ilosci sktadnikow receptury, a produkt staje si¢ bardziej bez-
pieczny dla konsumenta.

Podziekowania

Badania zostaty zrealizowane w ramach pracy statutowej S/WBiIS/2/15 i sfinansowa-
ne ze §rodkow na nauke MNiSW.
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EVALUATION OF SELECTED SPICE PLANTS EXTRACTS
UNDER THEIR CONTROLS OF ANTIMICROBIAL PROPERTIES
AND CONTENT OF PHENOLIC ACIDS

Summary. Natural or processed spices are parts of herbal plants used as food additives.
They stand behind themselves because of their taste or aroma. In agri-food processing
spices play a major role giving the products an attractive aroma, color, prolonging durabil-
ity and enhancing the taste. In dependence of their chemical composition, they remind of
a varied way of raising the senses of man or animals. They can stimulate appetite, increase
secretion of food, regulate intestinal peristalsis, accelerate excretion, stimulate or calcify,
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affect kidney and heart function and bacteriostatic or bactericidal action. The aim of this
work is to evaluation the antimicrobial properties and the content of phenolic acids in se-
lected spice plants. The paper presents an analysis of the presence of phenolic acids (anisic,
cinnamic, ferulic, gallic, gentisic, caffeic, p-coumaric, syringic, vanillic) in ethanol extracts
of spice plants such as ginger, dill, marigold flower, lovage, parsley and thyme. Ethanol ex-
tracts with plants that contain high quality phenolic compounds, i.e. dill, lovage and thyme,
caused an inhibition of growth in broth cultures selected microorganisms, whereas the oth-
ers showed stimulation of the growth of tested strains. The strongest antimicrobial proper-
ties were observed for lovage extract after 24 h of incubation in reference to Escherichia
coli (93%), Staphylococcus aureus (87%), and after 48 h Pseudomonas aeruginosa (96%),
Bacillus subtilis (91%) and Candida albicans (90%). Thyme extract also exhibits the prop-
erties of inhibiting bacterial growth but only in respect of two strains: Staphylococcus au-
reus after 24 h of incubation (82%), after 48 h of incubation (89%) and Escherichia coli
after 48 h of incubation (85%).
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