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THE ACTIVITY OF CITRI OIL (OL. CITRI)
ON AEROBIC BACTERIA

SUMMARY

Citrus limon L. belongs to family Rutaceae. The essential oil from
the Citri peel oil exhibited significant antimicrobial effect. More
then 40 components have been identified in Citri oil. The major
components in the oil is (+)-limonen. The aim of this study was to
investigate the antimicrobial activity of Citri oil against aerobic
bacteria isolated from patients with infections of oral cavity and

respiratory tract. Materials and methods. A total 36 strains of

aerobic bacteria isolated from patients and 5 reference strains
were tested. The data obtained following genera of bacteria:
Staphylococcus (8 strains), Enterococcus (7), Corynebacterium (3),
Acinetobacter (4), Citrobacter (2), Escherichia (3), Klebsiella (2),
Pseudomonas (5), Serratia (2) and 5 reference strains from genus:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Escherichia coli
ATCC 25922 i Klebsiella pneumoniae ATCC 13883. Susceptibil-
ity (MIC) was determined the serial dilution method Citri oil in
Mueller-Hinton agar. The inoculums contained 10° CFU per spot
was seeded with Steers replicator upon the surface of agar with and
without Citri oil (bacterial strains growth control). Incubation the
plates was performed in aerobic conditions at 37°C for 24 hours.
MIC s values were defined as the lowest concentrations of oil that
inhibited visible growth of the tested aerobic bacteria. The results
showed, that the more susceptible to Citri oil was Gram-positive
cocci from genus Staphylococcus aureus (MIC 7.5-20.0 mg/ml).
The tested other cocci and Gram-positive rods from genus Coryne-
bacterium xerosis were less susceptible (MIC 7.5-20.0 mg/ml).
The essential oil was less effective against Gram-negative rods.
The growth of the strains were inhibited by concentrations from
7.5 to > 20.0 mg/ml. The Citri oil was more active against Gram-
positive strains than Gram-negative aerobic bacteria.
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Wstep

Olejek cytrynowy (OL Citri) otrzymywany jest me-
toda ttoczenia na zimno ze Swiezych zewnetrznych

owocni cytryn (wydajno$¢ wynosi 0,3-0,7%) (1). Duze
plantacje drzew cytryny zwyczajnej (Citrus limon L.,
z rodziny Rutaceae) sa obecne w Stanach Zjednoczo-
nych, Brazylii, Argentynie, a takze w Azji Poludniowo-
-Wschodniej. Olejek jest bezbarwny lub barwy zétte;.
Ma silny, charakterystyczny cytrynowy zapach. Nato-
miast olejek otrzymywany metoda destylacji owocni
cytryn jest znacznie gorszej jakosci (nizsza zawartos§¢
wielu waznych sktadnikéw).

Olejek cytrynowy zawiera ponad 40 ré6znych
zwiazkéw. Dominujacym sktadnikiem jest (+)-limo-
nen (30-50%) (2-5). Wsrdd zwiazkow wystepujacych
w mniejszych iloSciach sa m.in.: a-pinen, B-pinen,
cytral, a-terpineol, y-terpinen, p-cymen, octan lina-
lolu, octan geranylu, B-myrcen, y-pinen, kariofylen,
o-tujon, geraniol, a ponadto bioflawonoidy, kumaryny
i pektyny (1-8).

Olejek eteryczny otrzymywany z cytryn ma szereg
réznych zastosowan. Wykorzystywany jest w przemy-
Sle spozywczym, kosmetycznym i farmaceutycznym.
Jego wtasciwoSci lecznicze znane sa od wiekow.
Czesto jest wykorzystywany jako Srodek poprawiajacy
smak i zapach lekéw, a takze jako §rodek konserwu-
jacy. Zaréwno olejek cytrynowy, jak i otrzymywane
z niego niektore sktadniki sa stosowane w prepara-
tach pobudzajacych wydzielanie §luzowki oskrzeli, ale
w wigkszych dawkach olejek ten uzywany jest jako
Srodek hamujacy wydzielanie Sluzu. Wykorzystywany
jest w leczeniu przezigbien, niezycie oskrzeli, grypie,
anginie oraz stanach zapalnych skory (tradziku,
opryszczkach, tupiezu). Stwierdzono, ze zapobiega
on kamicy nerkowej (9, 10). Ponadto znalazt zasto-
sowanie w zaburzeniach trawienia (niestrawnos¢,
zgaga). Udowodniono tez, ze olejek cytrynowy ob-
niza ci$nienie krwi oraz dziata uspokajajaco. Stoso-
wany jest tez w reumatyzmie i artretyzmie. Badania
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wykazaly jego dzialanie przeciwutleniajace i przeciw-
nowotworowe (5, 6, 11-15). Olejku cytrynowego nie
powinno stosowac sie u dzieci, kobiet w ciazy i kar-
miacych. Ze wzgledu na zawarto$¢ w olejku zwiazkéw
kumarynowych, ktére powoduja nadwrazliwo$¢ na
promieniowanie stoneczne, po jego zastosowaniu
nie powinno si¢ przebywac na stoficu.

Poza wymienionymi wyzej wtaSciwosciami olejku
cytrynowego, nalezy zwrdci¢ uwage na jego dziala-
nie przeciwdrobnoustrojowe, ktoére obejmuje bak-
terie, grzyby i niektdre wirusy (3, 4, 6, 8, 13, 16-34).
Przeprowadzone wcze$niej badania dotycza przede
wszystkim drobnoustrojéw chorobotworcezych, ktore
czesto uczestnicza w zakazeniach szpitalnych i wyka-
zuja duza opornos¢ na szereg antybiotykow. Brakuje
badan dotyczacych bakterii tlenowych i wzglednie
beztlenowych, ktére wystepuja w jamie ustnej i cze-
sto sa przyczyna zakazen zaréwno w jej obrebie, jak
i drog oddechowych.

Cel pracy

Celem badan byta ocena aktywnoSci olejku cy-
trynowego wobec bakterii tlenowych powodujacych
zakazenia jamy ustnej oraz w gérnych drogach od-
dechowych.

Materiat i metody

Wykorzystane do badan bakterie tlenowe zostaly
wyizolowane z materiatow pobranych od pacjentow
z réznymi zakazeniami w obrebie jamy ustnej i gor-
nych drég oddechowych. Lacznie oceniono wrazliwos¢
na olejek 36 szczepoéw wyizolowanych od pacjentéw.
Nalezaly one do nastepujacych rodzajow: Staphylo-
coccus (8 szczepdw), Enterococcus (7), Corynebacte-
rium (3), Acinetobacter (4), Citrobacter (2), Escheri-
chia (3), Klebsiella (2), Pseudomonas (5), Serratia (2).
Badania objely tez 5 szczepéw wzorcowych z gatun-
kéw: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococ-
cus faecalis ATCC 29212, Acinetobacter baumannii
ATCC 19606, Escherichia coli ATCC 25922 i Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883. Badanie wrazliwosci (MIC)
bakterii tlenowych na olejek cytrynowy (ETJA, El-
blag) przeprowadzono metoda seryjnych rozcienczen
w agarze Muellera-Hintona (35). Uzyty do doswiad-
czeh olejek cytrynowy dodawano do podlozy w celu
uzyskania nastepujacych stezen: 2,5, 5,0, 7,0, 10,0,
15,0 1 20,0 mg/ml.

Zawiesing, zawierajaca 10° drobnoustrojow (CFU)
na krople, nanoszono aparatem Steersa na powierzch-
nie agaru zawierajacego odpowiednie stezenia olejku
i bez jego dodatku (kontrola wzrostu szczepow).
Inkubacje podtozy prowadzono w warunkach tleno-
wych, w temp. 37°C przez 24 godz. MIC okreslano

jako najmniejsze stezenie olejku eterycznego, ktore
catkowicie hamowalo wzrost testowanych bakterii
tlenowych.

Wyniki badan i ich oméwienie

Uzyskane wyniki badan wrazliwo$ci na olejek cytry-
nowy bakterii tlenowych wyhodowanych z zakazen za-
mieszczono w tabeli 1, a szczepéw wzorcowych w ta-
beli 2. Z do§wiadczefi wynika, ze wSréd Gram-dodat-
nich bakterii najwicksza wrazliwos$¢ wykazaly szczepy
z gatunku Staphylococcus aureus. Wartosci MIC dla
77% tych szczepow wynosily od 7,5 do 10,0 mg/ml.
Olejek eteryczny byl mniej aktywny wobec pozosta-
lych ocenianych ziarniakéw, ktore nalezaty do gatun-
ku Staphylococcus epidermidis (MIC > 20,0 mg/ml)
oraz Enterococcus faecalis (MIC 7,5-> 20,0 mg/ml).
Testowane Gram-dodatnie pateczki z gatunku Cory-
nebacterium xerosis byty wrazliwe na olejek cytrynowy
w zakresie stezen 15,0-20,0 mg/ml.

Znacznie nizsza aktywnos$¢ wykazat oceniany ole-
jek eteryczny wobec Gram-ujemnych bakterii. Tylko
wsrod gatunkéw Acinetobacter baumannii 1 Klebsiella
pneumoniae byly pojedyncze szczepy, ktore okazaly
si¢ wrazliwe na testowane stezenia olejku. Dla dwdch
szczepow z gatunku Acinetobacter baumannii wartosci
MIC wynosity 10,0 i 20,0 mg/ml, a dla jednego szczepu
z gatunku Klebsiella pneumoniae 15,0 mg/ml. Pozostate
oceniane Gram-ujemne pateczki wymagaly do zaha-
mowania wzrostu uzycia stezefi > 20,0 mg/ml.

Podsumowujac, mozna podkresli¢, ze badane
Gram-dodatnie bakterie okazaly sie bardziej wrazliwe
na oceniany olejek cytrynowy (MIC dla 83% szcze-
pow wynosito 7,5-20,0 mg/ml) niz Gram-ujemne
pateczki (MIC dla 17% szczepéw bylo w zakresie
10,0-20,0 mg/ml). Potwierdzaja to wyniki badan
innych autoréw.

Zblizone do naszych wyniki uzyskali Yousef i Ta-
wil (28) oraz Hammer i wsp. (29). W tych badaniach
olejek cytrynowy byt takze bardziej aktywny wobec
Gram-dodatnich bakterii tlenowych, szczegdlnie wo-
bec szczepdw z gatunku Staphylococcus aureus i En-
terococcus faecalis oraz laseczek z gatunku Bacillus
subtilis, ktore okazaly si¢ wrazliwe w zakresie stgzen
wynoszacych od 3,1 do 20,0 mg/ml.

Podobnie jak w naszych badaniach, takze wymie-
nieni autorzy wykazali znacznie nizsza wrazliwo§¢
Gram-ujemnych bakterii tlenowych, w tym szczepdw
z gatunku Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa i Serratia marcescens, dla
ktérych wartosci MIC wynosity od 20,0 do 50,0 mg/ml.
Rowniez badania przeprowadzone metoda krazkowo-
-dyfuzyjna przez Fishera i Phillips (1) wskazuja, ze stre-
fy zahamowania wzrostu szczepéw Gram-dodatnich
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Tab. 1. Wrazliwo$¢ na olejek cytrynowy 36 szczepow bakterii tlenowych

Li Najmniejsze stezenie hamujace (MIC w mg/ml)
Drobnoustroje sz c:::ggw
> 20,0 20,0 15,0 10,0 7,5 5,0 2,5
Gram-dodatnie
Staphylococcus aureus 6 2 2 2
Staphylococcus epidermidis 2 1 1
Enterococcus faecalis 7 2 4 1
Corynebacterium xerosis 3 2 1
Gram-ujemne
Acinetobacter baumannii 4 2 1 1
Citrobacter freundii 2 2
Escherichia coli 3 3
Klebsiella pneumoniae 2 1 1
Pseudomonas aeruginosa 3 3
Pseudomonas stutzeri 2 2
Serratia marcescens 2 2
Bakterie tlenowe ogétem 36 18 10 2 3 3
Tab. 2. Wrazliwo$¢ na olejek cytrynowy 5 szczepéw wzorcowych bakterii tlenowych
Liczba Najmniejsze stezenie hamujace (MIC w mg/ml)
Drobnoustroje szczepow
> 20,0 20,0 15,0 10,0 7,5 5,0 2,5
Staphylococcus aureus ATCC 25923 1 1
Enterococcus faecalis ATCC 29212 1 1
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 1 1
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 1 1
Escherichia coli ATCC 25922 1 1

bakterii byly znacznie wigksze niz dla bakterii Gram-
-ujemnych. Dla szczepdw Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus i Staphylococcus aureus wynosity one
od 23 do 41 mm, a dla Gram-ujemnych paleczek
z gatunku Escherichia coli 0157 i Campylobacter jejuni
od 18 do 21 mm.

Kolejni autorzy (23), réwniez wykorzystujac metode
krazkowo-dyfuzyjna oraz MIC wykazali, ze olejek cy-
trynowy byl bardziej aktywny wobec szczepow Staphy-
lococcus aureus (MIC 12,8 mg/ml) niz wobec szczepdw
Gram-ujemnych pateczek z gatunku Pseudomonas
aeruginosa i Escherichia coli (MIC > 6,4 mg/ml).

Jeszcze inni autorzy (8), oceniajac aktywnos¢ olejku
cytrynowego metoda krazkowo-dyfuzyjna, uzyskali
zblizone strefy zahamowania wzrostu dla Gram-do-

datnich i Gram-ujemnych bakterii, wSréd ktorych
byly szczepy z gatunkéw: Escherichia coli, Staphylo-
coccus aureus, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus,
Micrococcus luteus i Proteus vulgaris (strefy wynosity
12-14 mm), a dla paleczek z gatunku Pseudomonas
aeruginosa strefa ta wynosita 10 mm.

Whioski

1. Olejek cytrynowy najwyzsza aktywnoS¢ wykazat
wobec szczepéw z gatunku Staphylococcus aureus,
natomiast najnizsza wrazliwoScia charakteryzowaty
si¢ szczepy ocenianych Gram-ujemnych pateczek.

2. Testowany olejek cytrynowy okazat sie bardziej
aktywny wobec Gram-dodatnich bakterii niz wobec
szczepow Gram-ujemnych pateczek.
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