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The activity of green pepper oil (Piper nigrum L.) to yeastlike fungi
isolated from oral cavity

'"Emerytowany profesor Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
’Instytut Widkien Naturalnych i Roslin Zielarskich, Poznan
Dyrektor Naukowy Instytutu: prof. dr hab. n. techn. Ryszard Koztowski

SUMMARY

Introduction. Black pepper (Piper nigrum L.) is one of the oldest spice of the world, and popularly known as the “king of all spices”.
The plant is a member of family Piperaceae. Piper nigrum fruits are used to produce green pepper. Plant is very important for its
medical value. Black pepper is used to treat indigestion, asthma, cough, diarrhea, rheumatism, muscular and stomach aches. It has
been described as antispasmodic, diuretic antipyretic, anti-inflammatory and antioxidative. Plant contains among others: limonene,
B-caryophyllene, a-phellandrene, sabinene, myrcene, linalool, a- i B-pinene, a-humulene, p-cymene and piperidine. Piper nigrum
posses antibacterial, antifungal and insecticidal properties.

Aim. The aim of the study was to determine the susceptibility yeastlike fungi to green pepper oil.

Material and methods. The strains of yeastlike fungi were isolated from oral cavity from 15 patients with candidosis of oral cavity.
The susceptibility of 14 strains of Candida and ones on each strain from Rhodotorula and Saccharomyces genus and 5 reference
strains were tested. The activity of green pepper oil (Sri Lanka) was determined fold serially dilution in Sabouraud’s agar. The
final concentrations of the pepper’s oil were: 1.25, 2.5, 5.0, 10.0 and 20.0 mg/ml. The inoculum containing 10° CFU/spot was
seeded with Steers replicator upon the surface of agar with or without oil (strains growth control). The plates were incubated in
aerobic conditions for 24 hrs at 37°C. The lowest concentration of oil that inhibited visible growth tested strains were recorded
as the MIC.

Results. The results showed, that the most susceptible to oil were the strains from the genus of Candida guilliermondii, C. parapsilosis,
C. utilis, R. mucilaginosa and S. cerevisiae. The growth of the strains were inhibited by concentrations of < 1.25 mg/ml. The least
sensitive were the strains of yeastlike fungi from genus C. albicans (MIC < 1.25-2.5 mg/ml) and C. glabrata (MIC 1.25-5.0 mg/ml).
The strains of C. kefyr, C. krusei and C. tropicalis were the lowest sensitive (MIC > 20.0 mg/ml).

Conclusions. The green pepper oil showed good activity against tested yeastlike fungal strains. The most susceptible to oil were strains
from genus of Candida guilliermondii, C. parapsilosis, C. utilis, R. mucilaginosa and S. cerevisiae (MIC < 1.25 mg/ml). The strains
of C. kefyr, C. krusei and C. tropicalis were the lowest sensitive (MIC > 20.0 mg/ml).
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STRESZCZENIE

Wstep. Pieprz czarny (Piper nigrum L.) jest jednq z najstarszych przypraw na $wiecie, uznawany za ,,krola wszystkich przypraw”.
Roslina nalezy do rodziny Piperaceae. Z owocow czarnego pieprzu otrzymuje si¢ zielony pieprz. Wykazuje on bardzo korzystne
wlasciwosci lecznicze. Czarny pieprz wykorzystywany jest do leczenia niestrawnosci, astmy, biegunki, reumatyzmu, bolow miesni
i zotgdka. Opisano tez jego wlasciwosci przeciwskurczowe, diuretyczne, przeciwgorgczkowe, przeciwzapalne i przeciwutleniajqce.
Roslina zawiera m.in. limonen, B-kariofilen, o-felandren, sabinen, myrcen, linalol, o- i B-pinen, o-humulen, p-cymen i piperydyne.
Pieprz czarny wykazuje wlasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze i insektobdjcze.

Cel pracy. Celem badar bylo oznaczenie wrazliwosci grzybow drozdzopodobnych na olej z zielonego pieprzu.

Materiat i metody. Szczepy grzybow drozdzopodobnych wyizolowano od 15 pacjentow z kandydozq jamy ustnej. Zbadano
wrazliwos¢ 14 szczepéw z rodzaju Candida i po 1 szczepie z gatunku Rhodotorula mucilaginosa i Saccharomyces cerevisiae
oraz 5 szczepow wzorcowych. Aktywnos¢ oleju z zielonego pieprzu (Sri Lanka) oznaczono metodq seryjnych rozciericzen
w agarze Sabourauda. Koxicowe stezenia wynosity: 1,25; 2,5; 5,0; 10,0 i 20,0 mg/ml. Inokulum zawierajqce 10° CFU/krople
przenoszono aparatem Steersa na powierzchnie agaru z odpowiednim stezeniem oleju lub bez jego dodatku (kontrola wzrostu
szczepow). Posiewy inkubowano w warunkach tlenowych w temp. 37°C przez 24 godz. Najmniejsze stezenie oleju hamujqce
wzrost zostato uznane za MIC.
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Wyniki. Wyniki badarn wskazujq, ze najbardziej wrazliwe na olej byly szczepy grzybow z gatunku Candida guilliermondii, C. parap-
silosis, C. utilis, R. mucilaginosa i S. cerevisiae. Wzrost tych szczepow byt hamowany w stezeniu wynoszqcym < 1,25 mg/ml. Mniej
wrazliwe byly szczepy grzybéw drozdzopodobnych z gatunku C. albicans (MIC < 1,25-2,5 mg/ml) i C. glabrata (MIC 1,25-5,0 mg/ml).
Szczepy C. kefyr, C. krusei i C. tropicalis okazaly sie najmniej wrazliwe (MIC > 20,0 mg/ml).

Whioski. Olej z zielonego pieprzu wykazat duzq aktywnosé wobec szczepéw grzybow drozdzopodobnych. Najbardziej wrazliwe byly
szczepy z gatunku Candida guilliermondii, C. parapsilosis, C. utilis, R. mucilaginosa i S. cerevisiae (MIC < 1,25 mg/ml). Najnizszq
wrazliwosciq charakteryzowaly sie szczepy z gatunku C. kefyr, C. krusei i C. tropicalis (MIC > 20,0 mg/ml).

Stowa kluczowe: grzyby drozdzopodobne, dzialanie przeciwgrzybicze, olej z zielonego pieprzu, jama ustna

Wstep

Od wielu lat poszukuje si¢ roSlin, ktorych wyciagi,
olejki eteryczne, oleje czy tez poszczegdlne substancje
czynne moglyby by¢ wykorzystane jako przyprawy
albo $rodki konserwujace. Takie wlasciwosci czesto
wykazuja wystepujace w wielu ziotach leczniczych
olejki eteryczne i wystepujace w nich zwiazki.

Czarny pieprz (Piper nigrum L.) uwazany jest za jed-
na z najstarszych przypraw, znanych na calym Swiecie.
Nazywany jest tez ,.kr6lem wszystkich przypraw” (1-3).
Nalezy do rodziny pieprzowatych (Piperaceae). Jest to
krzew pnacy, ktory pochodzi z Indii. Byl znany w staro-
zytnej Grecji i Rzymie, gdzie stosowano go w zaburze-
niach zoladkowych. Teofrast z Erezos (370-287 p.n.e.)
opisal w swoim dziele leczenie zatru¢ za pomoca
pieprzu. Marco Polo (1254-1323), kupiec wenecki
i podréznik, w swojej publikacji pt. ,,Opisanie §wiata”
zamiescit wspomnienia o zwiedzaniu duzych plantacji
pieprzu, a takze wskazal na jego r6zne whasciwosci
lecznicze. Natomiast w Chinach Piper nigrum byt
od wiekéw znany i uzywany jako lek przeciwmala-
ryczny i przeciwbiegunkowy. Vasco da Gama przy-
wi6zl owoce pieprzu do Portugalii ok. 1498 roku.
Od tej pory kraj ten byt glownym eksporterem
pieprzu az do XIX wieku. Piper nigrum zostat tez
rozpowszechniony jako przyprawa w poludniowej
Azji. Obecnie, poza Indiami, hodowany jest w wielu
krajach, w tym w Indonezji, Tajlandii, Wietnamie,
Sri Lance, Chinach, Meksyku, Brazylii, Indonez;ji
i Malezji. RoSlina osiaga wysoko$¢ 6-15 m. Wytwarza
sercowo-jajowate, ostro zakonczone liScie, bialozie-
lone kwiaty zebrane w ktosy oraz owoce o Srednicy
ok. 5 mm barwy zielonej, ktére podczas dojrzewania
staja si¢ czerwone. Pieprz czarny jest otrzymywany
z owocow zielonych. Natomiast pieprz bialy uzyskuje
si¢ z owocow juz dojrzalych poddanych fermentacji.
Owoce te maja charakterystyczny ostry zapach i zeby
nie utracity aromatu, musza by¢ przechowywane
w szczelnie zamykanych pojemnikach. Zaleznie od
regionu i kraju pochodzenia pieprz ma rézne nazwy.
Réznice dotycza tez wytwarzanych zwiazkéw chemicz-
nych i ich iloSci. Najbardziej ceniony na Swiecie jest

pieprz hodowany w potudniowo-zachodnich Indiach,
z Wybrzeza Malabar. Jest on stosowany jako przy-
prawa do zup, miesa duszonego, serdw, ryzu, satatek,
sosOw, kanapek oraz w piekarnictwie (dodatek do
piernikow, ciasteczek korzennych i ciast owocowych),
a takze w przemysle spozywczym (jako Srodek kon-
serwujacy) i perfumeryjnym.

Pieprz czarny wykazuje r6zne whasciwosci lecznicze
i stosowany jest w przypadkach zaburzen zotadkowych,
astmy, kaszlu, zapalenia gardta, chordb serca, zapale-
nia drég moczowych oraz jako Srodek zmniejszajacy
bol zebow, zotadka i miesni (4-8). Ma wiasciwosci
przeciwwymiotne i przeciwbiegunkowe, zapobiega
nudno$ciom, dziala przeciwreumatycznie, przeciw-
goraczkowo oraz zwigksza wydzielanie kwasu zotad-
kowego, enzyméw trzustkowych i diureze (2, 9-17).
Ponadto badania wskazuja na aktywno$¢ przeciwu-
tleniajaca (1, 8, 9, 18-22), przeciwmutagenng i prze-
ciwnowotworowg (8, 14, 21, 23-25).

Olej z pieprzu czarnego dziata na niektére pasozyty
i ma zastosowanie jako repelent (8, 26). Wyciagi,
olejek eteryczny i olej, otrzymywane z owocow Piper
nigrum, zawieraja szereg leczniczych skladnikow.
W olejku (zawarto$¢ ok. 3,5%) dominuja m.in.: limo-
nen, B-kariofilen, a-felandren. W mniejszych iloSciach
sa wytwarzane zwiazki, tj. sabinen, myrcen, linalol,
o- 1 B-pinen, a-humulen, p-cymen, alkaloidy pipery-
dynowe, piperydyna, skrobia, taniny i kumaryny (1, §,
9, 27). Otrzymywane z pieprzu czarnego wyciagi i ole-
jek eteryczny dziataja na niektdre drobnoustroje (1,
2, 7-9, 27-32). Jednak w dostepnym piSmiennictwie
brakuje opiséw dziatania przeciwgrzybiczego oleju
otrzymywanego z owocow zielonego pieprzu.

Cel pracy

Badania mialy na celu ocene wrazliwoSci na olej
z owocoOw zielonego pieprzu szczepow grzybow droz-
dzopodobnych wyhodowanych z jamy ustnej od pa-
cjentow z kandydoza.

Materiat i metody

Do badan wykorzystano 16 szczepdw grzybow
drozdzopodobnych wyhodowanych z jamy ustnej od
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15 pacjentéw, u ktorych stwierdzono kandydoze.
Pobrane materialy posiewano na podtoze Sabourauda
i inkubowano przez 24-48 godz. w temp. 37°C, w wa-
runkach tlenowych. Nastepnie wyhodowane szczepy
identyfikowano na podstawie morfologii komorek
w preparacie barwionym metoda Grama, morfolo-
gii kolonii i ich wzrostu na podtozu CHROMagar
Candida (Bio Rad), cech biochemicznych (test API
20C AUX, bioMérieux), wytwarzania chlamydosporow
i filamentacji. Zidentyfikowane szczepy nalezaly do
nastepujacych gatunkéw: Candida albicans (3 szcze-
py), C. glabrata (3), po 1 szczepie z gatunku: C. gu-
illiermondii, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae, C. pa-
rapsilosis, C. utilis oraz C. tropicalis (2), Rhodotorula
mucilaginosa (1) i S. cerevisiae (1) oraz 5 szczepow
wzorcowych, w tym C. albicans ATCC 900, C. glabrata
ATCC 66032, C. krusei ATCC 4130, C. parapsilosis
ATCC 22019 i C. tropicalis ATCC 750.

Wrazliwos$¢ wyzej wymienionych szczepdw na olej
z owocow zielonego pieprzu (Sri Lanka) oznaczono
metoda seryjnych rozcienczen w agarze Sabourauda.
Oceniano stezenia wynoszace 1,25; 2,5; 5,0; 10,0
i 20,0 mg/ml. Uzyte inokulum, zawierajace 10° CFU/
krople, nanoszono aparatem Steersa na powierzchnie
podtozy z dodatkiem lub bez dodatku oleju pieprzo-
wego (kontrola wzrostu szczepéw). Hodowle posie-
woOw prowadzono w warunkach tlenowych w temp.
37°C przez 24 godz. Za MIC uznano takie najmniejsze

rozciefnczenie badanego oleju, ktore catkowicie hamo-
wato wzrost testowanych szczepdw grzybow.
Wyniki badan i oméwienie

Wyniki badan wrazliwosci na olej z zielonego
pieprzu 16 szczepow grzyboéw wyizolowanych od
pacjentow zostaly zebrane w tabeli 1, a 5 szczepow
wzorcowych w tabeli 2. Najwigksza wrazliwoS$cia
wsrod szczepow z rodzaju Candida charakteryzowaly
sie gatunki C. guilliermondii, C. parapsilosis i C. uti-
lis. Stezenia hamujace ich wzrost wynosily ponizej
1,25 mg/ml. Olej byt nieznacznie mniej aktywny wo-
bec szczepow z gatunku Candida albicans (MIC <
1,25-2,5 mg/ml) i szczepéw C. glabrata (MIC 1,25-
5,0 mg/ml). Najnizsza wrazliwoscig charakteryzowaly
sie szczepy grzybéw z gatunku C. kefyr, C. krusei
i C. tropicalis (MIC > 20,0 mg/ml). Badany olej z zie-
lonego pieprzu byt tez wysoce aktywny w przypadku
szczepOw innych badanych rodzajow grzybow, w tym
z gatunku Rhodotorula mucilaginosa i Saccharomyces
cerevisiae. Ich wzrost byl hamowany w niskich steze-
niach, wynoszacych < 1,25 mg/ml.

Sasidharan i Menon (1) oceniali wrazliwo$¢ na
olejek eteryczny otrzymany z owocOw pieprzu czar-
nego (Piper nigrum L.) szczepow grzybow drozdzo-
podobnych i wykazali jego wysoka aktywno$¢ wobec
szczepu Candida albicans (MIC = 5 ug/ml) oraz S. ce-
revisiae (1,2 ug/ml). Natomiast testowany przez tych

Tab. 1. Wrazliwos¢ 16 szczepdw grzybéw drozdzopodobnych na olej z zielonego pieprzu (Piper nigrum)

Najmniejsze stezenie hamujace MIC
Grzyby Liczba (mg/ml)
drozdzopodobne szczepow
2 20,0 10,0 5,0 2,5 1,25 <1,25

Candida albicans 3 1 2
Candida glabrata 3 1 1 1
Candida guilliermondii 1 1
Candida kefyr 1 1
Candida krusei 1 1
Candida lusitaniae 1 1
Candida parapsilosis 1 1
Candida tropicalis 2 2
Candida utilis 1 1

Rodzaj Candida ogétem 14 5 1 1 1 1 5
Rhodotorula mucilaginosa 1 1
Saccharomyces cerevisiae 1 1
Grzyby drozdzopodobne tacznie 16 5 1 1 1 1 7
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Tab. 2. Wrazliwos¢ 5 szczepéw wzorcowych grzybéw drozdzopodobnych na olej z zielonego pieprzu (Piper nigrum)

Grzyby Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
drozdzopodobne szczepow > 20.0 10.0 5.0 25 1.25 <1.25
Candida albicans 1 1
ATCC 90028
Candida glabrata 1 1
ATCC 66032
Candida krusei 1 1
ATCC 4130
Candida parapsilosis 1 1
ATCC 22019
Candida tropicalis 1 1
ATCC 750

autoréw wyciag z liSci czarnego pieprzu byl nieznacz-
nie mniej aktywny wobec badanych szczepéw. MIC dla
Candida albicans wynosito 7,0 ug/ml, a dla S. cerevisiae
2,5 ng/ml. Natomiast w innych badaniach, Triverdi
i wsp. (9) wykorzystali metode krazkowo-bibutowa
w ocenie aktywnosci dwdch ekstraktow, w tym wodne-
go i metanolowego z owocOw pieprzu czarnego, wobec
szczepow grzybow drozdzopodobnych. Ekstrakty byly
aktywne wobec szczepow z gatunku Candida albicans.
Autorzy uzyskali zr6znicowane strefy zahamowania
wzrostu badanych szczepéw. W przypadku wodnego
ekstraktu i uzytych stezen 5,0; 7,0 i 10,0 mg/ml strefa
ta wynosita odpowiednio: 15, 17 i 18 mm, a dla eks-
traktu metanolowego: 14, 151 19 mm.
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