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Abstrakt

Olejki eteryczne ze wzgledu na swoje wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe znalazly szerokie
zastosowanie w przemys$le kosmetycznym, farmaceutycznym i spozywczym. Z uwagi na
powszechng dostepnosé olejkéw eterycznych, ich wysoka skutecznos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
oraz bezpieczenstwo, zwiazki te sa rozpatrywane rowniez jako zielona alternatywa dla srodkow
ochrony garbowanej skory. Celem pracy bylo wyznaczenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
garbowanych skor bydlecych zmodyfikowanych olejkiem tymiankowym w stgzeniu 5%. Skory
modyfikowane olejkiem eterycznym wywolywaty silny efekt przeciwgrzybiczy w odniesieniu do
grzybow Ch. globosum oraz zadowalajacy lub dobry efekt przeciwbakteryjny w odniesieniu do
bakterii E. coli. Zastosowanie do modyfikacji skor olejku tymiankowego w postaci 5% moze by¢
alternatywg dla biocydoéw stosowanych w garbarstwie. Potrzeba jednak dalszych badan m.in. w
zakresie wplywu badanego olejku na jako$¢ skor w dtuzszym okresie czasu.

Abstract

Due to their antimicrobial properties, essential oils are widely used in the cosmetics, pharmaceutical
and food industries. Due to the widespread availability of essential oils, their high antimicrobial
efficacy and safety, these compounds are also considered a green alternative to tanned leather
protection products. The aim of the study was to determine the antimicrobial activity of tanned cattle
hides modified with thyme oil at a concentration of 5%. Skins modified with essential oil caused a
strong antifungal effect against Ch. globosum and a satisfactory or good antimicrobial effect against
E. coli. The use of thyme oil in the form of 5% for modification of skins may be an alternative to
biocides used in tanning. However, further research is needed, e.g. in terms of the influence of the
tested oil on the quality of leathers over a longer period of time.
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1. Wstep

Olejki eteryczne sg to zawarte w roslinach wielosktadnikowe mieszaniny
zwiazkow lotnych, gtownie weglowodoréw oraz ich tlenowych pochodnych, takich
jak alkohole, aldehydy, ketony, estry, fenole czy tlenki. Jedng z najcze¢sciej
stosowanych metod otrzymywania olejkow z roslin jest destylacja z parag wodna.
Mniej powszechne metody to tloczenie na zimno oraz ekstrakcja [1, 2]. W
zalezno$ci od rodzaju i ilo$ci zawartych zwigzkow, olejki eteryczne wykazujg rdzne
wlasciwosci, m.in. hamujg wzrost drobnoustrojow zakaznych, zapobiegaja
rozwojowi grzyboéw czy tagodza stany zapalne. Mechanizm dziatania olejkoéw
eterycznych nie zostal do konca poznany. Wiadomo, ze rodzaj drobnoustroju i
struktura §ciany komorkowej determinuja sposob dziatania olejku eterycznego [3].
W przypadku bakterii Gram-ujemnych odnotowano oporno$¢ na wigkszo$é
olejkow eterycznych. Tego rodzaju bakterie charakteryzuja si¢ hydrofilowa
powierzchnie komorki, ktora jest swego rodzaju barierg zapobiegajaca wnikaniu
hydrofobowych makroczasteczek. Jednakze niektore sktadniki olejkow o
charakterze fenolowym, moga powodowaé rozerwanie zewngtrznej warstwy
lipopolisacharydowej, co wywota czeSciowg dezintegracje tej warstwy.
Mechanizm dziatania olejkow eterycznych w przypadku grzybow i bakterii Gram-
dodatnich ma nieco inny przebieg, gdyz dochodzi do przerwania cigglosci Sciany
komorkowej i blony cytoplazmatycznej drobnoustrojow. W konsekwencji
prowadzi to do wycieku cytoplazmy i w efekcie do $mierci komorki [4]. Co wigcej
potwierdzono, ze zwiazki te hamuja synteze DNA i RNA, bialek oraz
polisacharydéw w komoérkach zardwno bakterii jak i grzybow [5].

Olejki eteryczne ze wzgledu na swoje wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, ale
rowniez przeciwutleniajace, znalazty szerokie zastosowanie w przemysle
kosmetycznym, farmaceutycznym i spozywczym [1, 6, 7]. Poza tym, sa

przedmiotem wielu opracowan naukowych [6, 7, 9]. Sirivative i wsp. (2012) badali
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mozliwo$¢ wykorzystania olejkow eterycznych Thymus vulgaris jako
alternatywnego $rodka konserwujacego do skor garbowanych chromowo. Podczas
badan stwierdzono, ze dziatanie przeciwbakteryjne olejkow eterycznych tymianku
zalezy od ich sktadu chemicznego 1 stezenia, ktdre nie powinno by¢ nizsze niz 3%.
Zastosowanie stezenia rownego 0,05% i 1,0% nie wywotywato strefy zahamowania
wzrostu, chociaz proby skory pozostaty oporne na wybrane bakterie [6]. W pracy
Falkiewicz-Dulik udowodniono natomiast, ze preparat z olejku z drzewa
herbacianego wykazuje dobre dziatanie przeciwbakteryjne w stosunku do
Staphylococcus aureus i Escherichia coli oraz dziatanie biobojcze wobec drozdzy
Candida albicans i grzyboéw plesniowych Aspergillus brasiliensis [8]. Biorac pod
uwage powszechna dostepnos¢ olejkow eterycznych, ich wysoka skuteczno$¢ oraz
bezpieczenstwo, zwiagzki te moga by¢ alternatywa dla chemicznych $rodkow
ochrony wyprawionej skory.

W zwigzku z powyzszym, celem pracy bylo wyznaczenie aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej  wyprawionych  (gotowych)  skér  bydlgcych
zmodyfikowanych olejkiem tymiankowym. Wyniki wczesniejszych prac pozwolity
na wytypowanie, spos$rod przebadanych zwigzkow, olejku tymiankowego w postaci
5% roztworu jako skutecznego $srodka hamujgcego wzrost grzybow [10]. Niniejsze
badania wykonano w ramach projektu zrealizowanego dla PPHU "REVOLT"
ZBIGNIEW ROZNIATA, pt. ,Opracowanie i sprawdzenie w skali pilotazowej
innowacyjnej metody natluszczania gotowych skor galanteryjnych, majacej na celu
zwigkszenie ich elastycznosci, migkkosci 1 higienicznosci” umowa 0

dofinansowanie nr RPLD.01.02.02-10-0030/19-00".
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2. Materialy i metody
2.1. Materialy

Do badan wybrano 100% czysty olejek tymiankowy pozyskany metoda
destylacji z parg wodng (CHDL SA, Indie). Olejek tymiankowy jest bezbarwna,
czerwonawg lub zo6lta ciecza o silnym aromatycznym zapachu tymianku.
Glownymi sktadnikami olejku sg tymol (do 55%), cymen (15-28%), linalol (4—
6,5%) i karwakrol (1-4%) [11]. Badaniom poddano trzy r6zne wyprawione skory
bydlgce nasgczone mieszaning zawierajagcg w odpowiednim stosunku wagowym
srodek natluszczajacy, metoksypropanol, wodg oraz 5% olejek tymiankowy.
Mieszanina olejku ze $rodkiem natluszczajacym nanoszona byla na skory za
pomocg watka gabkowego. Tak przygotowane skory przed badaniem byty suszone
na powietrzu i klimatyzowane przez co najmniej 24 h w warunkach klimatu
normalnego, RH=(50+5)%, temp. (23°C+2)°C. Jako proby kontrolne stosowano
proby tych samych skor bez ich natluszczania mieszaning z dodatkiem olejku
eterycznego. Charakterystyke wszystkich badanych prob skor zamieszczono w
Tabeli 1.

Tab. 1. Badane proby skor.

Numer skory Opis KOD
\Y Skora bydleca foliowana w kolorze czarnym V KON
Skoéra bydleca foliowana w kolorze czarnym modyfikowana
5% olejkiem tymiankowym ze $rodkiem nattuszczajacym

VI Skora bydlgca licowa w kolorze grafitowym VI KON
Skoéra bydleca licowa w kolorze grafitowym modyfikowana 5%

\

Vi olejkiem tymiankowym ze srodkiem nattuszczajacym Vi

VII Skéra bydleca licowa semianilinowa w kolorze czarnym VII KON
Skéra bydleca licowa semianilinowa w kolorze czarnym

VIl modyfikowana 5% olejkiem tymiankowym ze $rodkiem Vil
nattuszczajacym
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2.2. Mikroorganizmy

Do badan majacych na celu wyznaczanie wlasciwosci antybakteryjnych uzyto
dwa wzorcowe szczepy bakterii: Escherichia coli ATCC 11229 (E. coli) oraz
Staphylococcus aureus ATCC 9144 (S. aureus). Szczepy bakterii uzyskano z
kolekcji czystych kultur, ktéra znajduje si¢ w siedzibie Sieci Badawczej
Lukasiewicz-Instytucie Przemystu Skoérzanego w Lodzi. Do badan witasciwosci
przeciwgrzybiczych zastosowano szczep Chaetomium globosum £LOCK 0476 (Ch.
globosum) pochodzacy z Lodzkiego Osrodka Czystych Kultur (LOCK 105) w
Lodzi.

2.3. Badanie aktywnosci przeciwbakteryjnej

Aktywno$¢ przeciwbakteryjna prob skor nasaczonych olejkiem tymiankowym
w stezeniu 5% zostala wyznaczona zgodnie z normg ,,PN-EN ISO 20743:2013
Tekstylia - Wyznaczanie aktywnosci antybakteryjnej wyrobow wiokienniczych”
[12]. Jako probki kontrolne stosowano czyste proby skor (bez naniesionego olejku).
Za pomocg szablonu wycigto proby w ksztatcie kota o $rednicy 3,8 cm. Analize
wykonano w trzech powtdrzeniach. Do badan wybrano szczepy wzorcowe, ktore
byty dwukrotnie przesiane na szalki z zestalonym podiozem agarowym. Nastepnie
po jednodniowej inkubacji w 37°C przeniesiono jedng koloni¢ do roztworu

peptonowego. Koncowe stezenie bakterii wynosito od 1*106 do 3*10° jtk/ml.

Przebieg eksperymentu: Na powierzchni¢ zestalonego agaru naniesiono 1 ml
zawiesiny organizméw testowych. Na zainokulowane podloza naniesiono
testowane materiaty, zgodnie z zasadg jeden badany materiat na jedng szalke. Proby
nastepnie obcigzono 200g wzorcem przez 60 s. W ten sposob przygotowano dwa
rodzaje préb: proby przeznaczone do badania bez inkubacji oraz proby

przeznaczone do inkubacji (inkubacja 18-24h, 37°C). W przypadku prob bez
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inkubacji po procesie transferu zmywano inokulum przy uzyciu roztworu
ptuczacego i okreslano liczb¢ drobnoustrojow metoda posiewu na szaliki Petriego
z agarem (inkubacja 18-24h, 37°C). Z prob po procesie inkubacji zmywano
transferowane inokulum przy uzyciu roztworu ptuczacego, a nastepnie okreslono
liczbe drobnoustrojéw metoda posiewu wglebnego na szalki Petriego z agarem

(inkubacja 18-24h, 37°C). Skuteczno$¢ dzialania przeciwbakteryjnego (A)

A= (lgC —1gCo) — (lgTy — lgTo) =F — G 1)
okreslono za pomocg wzoru (1):
gdzie:
A - jest warto$cig dziatania przeciwbakteryjnego;
F- jest warto$ciag wzrostu na probee kontrolnej (F=1gCi-1gCo);
G - jest warto$cia wzrostu na probce do badan antybakteryjnych (G=1gT-IgTo);
IgC: - to logarytm dziesietny z arytmetycznej $redniej liczby bakterii, otrzymane;j z trzech probek
kontrolnych po 18 do 24h inkubacji;
1gCo - to logarytm dziesietny z arytmetycznej $redniej liczby bakterii otrzymanych z trzech
probek kontrolnych natychmiast po naniesieniu inokulum;
IgT: - to logarytm dziesi¢tny z arytmetycznej $redniej liczby bakterii otrzymanych z trzech
probek testowych przeciwbakteryjnych po 18h- 24h inkubaciji;
IgTo - to logarytm dziesigtny z arytmetycznej $redniej liczby bakterii otrzymanych z trzech

probek testowych przeciwbakteryjnych zaraz naniesieniu inokulum;

Do oceny przyjeto odpowiedni dla badanych wyrobow system oceny skutecznos$ci

antybakteryjnej badanych materiatéw wedtug tabeli 2.

Tab. 2. Kryteria oceny skuteczno$ci dziatania przeciwbakteryjnego [12].

Skuteczno$¢ dzialania przeciwbakteryjnego Warto$é A
Staba A<l
Zadowalajaca 1<A2
Dobra 2<A<3
Bardzo dobra A>3
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2.4. Badanie aktywnosSci przeciwgrzybiczej

Badanie aktywnos$ci przeciwgrzybicznej zostalo przeprowadzone zgodnie z
normg ,,PN-EN 14119:2005 Badania tekstyliow - Ocena dziatania mikrogrzybow.
Metoda B1: badania rozwoju grzybow na kompletnym podtozu agarowym; efekt
przeciwgrzybiczny” [13]. Testowe grzyby moga wzrasta¢ na podtozu agarowym i
na wyrobie jesli wyrdb nie jest wykonczony $rodkiem przeciwgrzybiczym. Wpltyw
dzialania stosowanych w badaniu grzybow oceniany jest za pomoca okreslenia
szybkosci ich wzrostu. Do analiz uzyto po dwie proby o wymiarach 2 cm x 8 cm z

kazdego rodzaju badanej skory. Zarodniki przygotowano zgodnie z norma [13].

Przebieg eksperymentu: W pierwszej kolejnosci przygotowano kompletne
podtoze mineralne wg normy [13]. Nast¢pnie na goraco rozpuszczono agar dodany
w ilosci 20g/1. Na koniec dodano glukoze w ilosci 20g/1. Catos$¢ sterylizowano w
autoklawie w temp. 121°C przez 30 min. Nastgpnie pozywke rozlano na wcezesniej
przygotowane szalki Petriego. Utozono badane proby robocze na zestalonym
kompletnym podtozu agarowym. Nast¢pnie na powierzchni¢ kazdej proby roboczej
rownomiernie naniesiono 0,5 ml zawiesiny spor. Inkubacje prowadzono przez 14

dni w temperaturze 29°C+1°C. Wzrost grzybow oceniano zgodnie z normg (Tab.3).

Tab. 3. Ocena wzrostu grzybéw na probach roboczych [13].

Stopien wzrostu Ocena

02 Brak widocznego wzrostu oceniany pod mikroskopem.

12 Brak widocznego wzrostu, wyraznie widoczny pod mikroskopem.

2 Wzrost widoczny, pokrywajacy do 25% badanej powierzchni.

3 Wzrost widoczny, pokrywajacy do 50% badanej powierzchni.

4 Znaczny wzrost, pokrywajacy wiecej niz 50% badanej powierzchni.
5 Silny wzrost, pokrywajacy catg badang powierzchnig.

a — zahamowanie oznacza ,brak wzrostu” w agarze wokot proby roboczej. Niecalkowite
zahamowanie (zmniejszony wzrost) nie powinno by¢ oceniane jako zahamowanie. Jesli wzrost

grzybow na agarze w poblizu proby roboczej jest czg§ciowo zatrzymany, rowniez to zapisac.
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3. Wyniki badan i dyskusja

Wyniki dotyczace badan aktywno$ci przeciwbakteryjnej w odniesieniu do E.
coli przedstawiono w tabeli 4, natomiast w odniesieniu do S. aureus pokazano w
tabeli 5. Wyniki pokazuja, ze skuteczno$¢ antybakteryjna wobec E. coli byta
zadowalajaca (skora V, A=1,16), dobra (skora VI, A=2,77) lub staba (skora VII,
A=0,89). Natomiast skuteczno$¢ antybakteryjna wobec S. aureus byla staba (skora
V 1 VII) lub zadowalajaca (skora VI, A=1,55). Mozna wnioskowa¢, ze skora VI
najsilniej hamowata wzrost obu badanych szczepow. S. aureus okazat si¢ bardziej
wrazliwy niz E. coli na zastosowany do modyfikacji skory olejek tymiankowy.
Bioragc pod uwagg fakt, ze wszystkie proby skory byty impregnowane w taki sam
sposob, réznice w aktywnosci przeciwbakteryjnej w odniesieniu do tych samych
szczepOw moga wynikaé, np. obecnos$ci réznych substancji wprowadzonych do
skor podczas procesow ich wyprawy. Proby badanych skor majg rozne zabarwienie,
co moze wplywac rowniez na ich skuteczno$¢ antybakteryjna. Dane literaturowe
wskazuja, ze niektoére barwniki, m.in. te naturalne wykazuja dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe [14, 15]. Obecno$¢ barwnikéw w skorze moze wzmocnié

lub ostabic efekt przeciwbakteryjny.

Tab. 4. Skuteczno$¢ dziatania przeciwbakteryjnego (A) badanych préb skor z naniesionym
olejkiem tymiankowym wzgledem szczepu Escherichia coli ATCC 11229

— Liczba bakterii [jtk/ml] Wyznaczone parametry
= Co Ct To Tt F G A
=

vV 1,03E+09  1,53E+10  1,80E+02  1,84E+02 1,17 0,01 1,16
VI 6,75E+09  1,40E+10  2,84E+02  1,00E+00 0,32 -2,45 2,77
VIl 3,41E+09  3,50E+07  2,55E+02 3,33E-01 -1,99 -2,88 0,89
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Tab. 5. Skutecznos¢ dziatania przeciwbakteryjnego (A) badanych prob skor z naniesionym

olejkiem tymiankowym wzgledem szczepu Staphylococcus aureus ATCC 9144,

- Liczba bakterii [jtk/ml] Wyznaczone parametry
= Co Ct To Tt F G A
=

V 5,00E+07  5,00E+06  1,50E+07  5,00E+06 -1,26 -0,48 -0,78
VI 6,00E+07  5,00E+06  4,25E+09  5,00E+06 -1,38 -2,93 1,55
VIl 7,00E+07 5,00E+06  5,00E+06  5,00E+06 -0,60 0,00 -0,60

Wiyniki badan aktywno$ci przeciwgrzybiczej w odniesieniu do Ch. globosum
LOCK 0476 przedstawiono w tabeli 6 i 7. Grzyby Ch. globosum rosng w postaci
kremowej grzybni na powierzchni pozywki agarowej w miejscu naniesienia
zawiesiny zarodnikéw. Nie zaobserwowano wzrostu badanych grzyboéw na probach
V, VI, VII, co oznacza silne dzialanie przeciwgrzybicze zastosowanego olejku
eterycznego. Wzrost plesni zaobserwowano jedynie na podtozu agarowym wokoét
proby nr V, natomiast na samej probie nie odnotowano wzrostu mikroorganizmow.
Oznacza to, ze olejek tymiankowy w st¢zeniu 5% zapewnia skuteczng ochrong
przed wzrostem grzybow plesniowych na skorach wyprawionych, ktore moga by¢

przeznaczone np. na galanterie skorzang.

Tab. 6. Wyniki aktywnosci przeciwgrzybiczej badanych prob skor modyfikowanych olejkiem

tymiankowym na dziatanie Chaetomium globosum.

" n n
Symbol probki Stopien Ocena wzrostu Ocena bafja ego
wzrostu materiatu
Chaetomium 5 Silny wzrost, pokrywajacy cata )
globosum badang powierzchnig.
Brak widocznego wzrostu -
\ . X Efekt grz Zn
0 oceniany pod mikroskopem. ekt grzybostatyczny
Brak widocznego wzrostu -
VI . X Efekt grz zn
0 oceniany pod mikroskopem. ekt grzybostatyczny
VIl 0 Brak widocznego wzrostu - Efekt grzybostatyczny

oceniany pod mikroskopem.
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Tab. 7. Wzrost Chaetomium globosum na agarze i badanych probach skory z naniesionym

olejkiem tymiankowym [Zrddfo: opracowanie wiasne].

Tydzien 2

Symbol préoby Tydzien 1

Chaetomium
globosum

VI

Vil
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Silne wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe olejku tymiankowego potwierdzaja
doniesienia literaturowe [16-18]. Wyniki przedstawione w pracy Chirila et al.
pokazaty, ze olejek tymiankowy wykazywat wysokg aktywnos$¢ przeciwgrzybicza
wobec Candida albicans i Aspergillus niger [16]. Co wiecej badania pokazuja, ze
olejek tymiankowy dziata hamujaco na patogenne bakterie Escherichia coli oraz
Staphylococcus aureus [18]. Za wiasciwosci antydrobnoustrojowe odpowiadaja
gléwnie zwiazki o charakterze fenolowym takie jak karwakrol 1 tymol, ktére moga
powodowa¢ rozerwanie zewn¢trznej warstwy lipopolisacharydowej w przypadku
bakterii Gram-ujemnych oraz przerwanie ciagglosci $ciany komoérkowej i blony

cytoplazmatycznej w przypadku bakterii Gram-dodatnich i grzybow [4].

4. Podsumowanie

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie wykorzystaniem substancji o
wlasciwosciach bio- i grzybobdjczych substancjami pochodzenia naturalnego z
powodu ich wigkszej dostgpnosci, mniejszej toksycznosci oraz lepszej
biodegradowalnosci w poroéwnaniu z dostegpnymi na rynku syntetycznymi
biocydami  [5]. Dodatkowo, liczne badania potwierdzaja  dziatanie
antydrobnoustrojowe i antyutleniajace olejkow eterycznych wobec duzej grupy
mikroorganizmow. Fakt ten potwierdzaja takze badania wykonane w niniejszej
pracy, ktore wskazuja, ze olejki eteryczne moga by¢ zastosowane, m.in. do
modyfikowania przeciwdrobnoustrojowego skor przeznaczonych, np. na galanteri¢
skérzang. W ten sposob bedzie zapewniona nie tylko ochrona przed rozwojem
patogendéw, ale takze zwigkszy si¢ komfort uzytkowania takich wyrobow. W
niniejszej pracy wykazano, ze skory garbowane chromowo modyfikowane
olejkiem  tymiankowym w  stezeniu 5%  wykazuja = wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe. Stwierdzono, ze zastosowanie olejku eterycznego w
takim stezeniu wywotato silny efekt przeciwgrzybiczy w odniesieniu do grzybow
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Chaetomium globosum LOCK 0476 oraz zadowalajacy Iub dobry efekt
przeciwbakteryjny szczegélnie w odniesieniu do bakterii Escherichia coli ATCC
11229. Zatem podsumowujac, zastosowanie w procesie wyprawy do modyfikacji
skor olejkow eterycznych pochodzenia naturalnego, np. olejku tymiankowego w
stezeniu 5% moze by¢ pewna alternatywa dla powszechnie stosowanych

syntetycznych srodkéw bakterio- i grzybobodjczych ochrony skory.

Niniejsze badania wykonano w ramach projektu zrealizowanego dla PPHU "REVOLT" ZBIGNIEW
ROZNIATA, pt. , Opracowanie i sprawdzenie w skali pilotazowej innowacyjnej metody
natluszczania gotowych skor galanteryjnych, majgcej na celu zwigkszenie ich elastycznosci,

migkkosci i higienicznosci”, umowa o dofinansowanie nr RPLD.01.02.02-10-0030/19-00".
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