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Osszefoglalé

A rozmaring (Salvia rosmarinus L.) régéta alkalmazott gydgynévény, illéolajidnak szdmos
jotékony hatdsa miate. A VIII. Magyar Gyd6gyszerkonyv két, a nemzetkozi szakirodalom tobb
mint 13 kiilénbozé kemotipusit kiilonbozteti meg. Az Ungvéri Nemzeti Egyetem Botanikus
Kertjének gylijteményébdl gytjtott novényekbdl nyert illdolaj jelentds mennyiségii o-pineolt,
cineolt, p-cimolt és kdmfort tartalmaz, ami alapjdn a 4. kemotipusba soroltuk. A VIII. Magyar
gyogyszerkdnyv kategéridi alapjdn, inkdbb spanyol tipust illéolaj, kiugré p-cimol tartalommal.
Az antimikrobidlis vizsgilatok a novény, illetve az illdolaj mérsékelt antibiotikus hatdsdt bizonyitottdk.
In vitro kultirdba torténd sikeres beviteléhez célszer(i kiinduldsként, kb. 1 cm-es, apikdlis és laterdlis
riigyekkel rendelkezd explantdtumot el6késziteni. 3 %-os ndtrium-hipoklorit-oldat és 1 %-os
eziist-nitrdt 10 percig tarté alkalmazdsa, hatékony, t6bb mint 80 %-os eredést eredményezett.
A vizsgdle sterilizdldsi modok koziil, a fokozatos sterilizalds (el8zetes 30-40 mdsodperces 4ztatds
70%-os etanolban, majd a sterilizdl4 reagensbe vald dténtés és az ezt kovetd hdromszori mosds steril
desztilldlt vizben) bizonyult a leghatékonyabb technikdnak. Az in vitro tenyésztési szakaszban a
hormonmentes Murashige-Skoog (MS) tdptalaj bizonyult a leghatékonyabbnak. A kalluszképzddés
indukcidjdnak optimalis feltételeit pedig MS tdptalajon, 0,5 mg/l BAP és 0,1 mg/l IAA hozzdaddséval,
fény nélkiili termosztdtban t6rténd termesztés mellett teremtettiik meg.

Kulcsszavak: Salvia rosmarinus, illoolaj, in vitro szaporitds, antibiotikus hatds
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Summary

Rosemary (Salvia rosmarinus L.) has long been known due to many beneficial properties of its
essential oil. Nowadays, over 13 different chemotypes of the plant are known, depending on
the qualitative and quantitative composition of rosemary essential oils. For successful in vitro
establishment, it is advisable to take stem segments as initial explants fragments (about 1 cm
in size stem with apical and lateral buds). An effective disinfection (over 80 %) was achieved
by isolating them in the spring season and using either 3 % sodium hypochlorite solution or
1 % silver nitrate for 10 min. Stepwise sterilisation has proved as the most efficient technique.
The basic hormone-free MS medium has been ascertained to be the best at the i7 vitro cultivation
stage. Optimal conditions for induction of callus formation were created on MS medium with
the addition of 0.5 mg/l of BAP and 0.1 mg/l of IAA, and in darkness. The essential oil obtained
from plants collected from the Uzhhorod National University’s Botanical Gardens collection
contained a significant amount of a-pinene, cineole, p-cymene, and camphor, which gave us
grounds to assign it to chemotype 4. It exhibited moderate antimycotic activity, has pronounced
aromatic and deodorising properties, and can therefore be included as a component to cosmetic
products with antifungal effect.

Keywords: Salvia rosmarinus, essential oil, in vitro propagation, antibiotic effect
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Bevezetés és irodalmi attekintés

A rozmaring (Salvia rosmarinus L., syn: Rosmarinus officinalis L.) a Lamiaceae csalddba tartozo,
régbta kutatott gy6gy- és aromandvény, amelynek 4tfogé tanulmdnyozdsa azonban nem
veszitette el aktualitdsdt, szimos hasznos tulajdonsidga miatt (Gorban et al. 2004). A névényt
diszndvénykertészeti célokra is termesztik, haszndljék a gasztrondmidban, mint fliszernévényt,
tovdbbd a gydgyszeripar értékes alapanyaga. A ndvény drogja szdmos orszdg gyogyszerkonyvében
hivatalosan is megtaldlhat6 (Zaouali et al. 2010; El-Zefzafy et al. 2016; Villegas-Sdnchez et al. 2021).
A VIIL. Magyar Gydgyszerkonyvben (Ph. Hg. VIIL.) levele Rosmarini folium és illéolaja Rosmarini
aetheroleum néven szerepel. A rozmaringot a népgydgydszat belséleg emésztési zavarok, fejfdjds,
ideggyengeség, alacsony vérnyomds kezelésére haszndlja. Epe-, vizelet- és szélhajtd, étvdgygerjesztd
teakeverékekben is szerepel. Kiilséleg beddrzsold szerként iziileti és reumds panaszok enyhitésére
alkalmazzdk. Tovdbbi hagyomdnyos felhasznaldsi teriiletei kozé tartozik a sebek és az ekcéma kezelése,
valamint antiszeptikus hatdsdnak kihaszndldsa (de Araujo et al. 2017; Csupor és Szendrei 2012).
Misodlagos metabolitjai (karnoszol és karnozinsav, rozmarinsav, urzolsav, oleanolsav) virusellenes,
gyulladdscsokkentd, sebgySgyitd, fijdalomesillapité és gombaellenes hatdstiak és felhasznalhaték
az UV sugdrzds elleni védelemre (Farag et al. 1989; Tada et al. 1994; Baricevic et al. 2001; de
Macedoet al. 2020). A pandémia alatt, virusellenes hatdsdnak vizsgalat Gjra kozéppontba keriilt. Az
eredmények azt mutatjik, hogy a karnoszol a COVID-19 Mpro gitléjaként is hatékony (Villegas-
Sénchez et al. 2021). A rozmaringolajat a hus tartdsitdsdra is alkalmazzdk (Estevez et al. 2006;
Doolaege et al. 2012; Sdnchez-Muniz et al., 2012; Rozman et al. 2009; Tutulescu et al. 2019).
Az EU a rozmaringkivonatot (E392) biztonsdgos és hatékony természetes antioxiddnsként hagyta
jova az élelmiszerek tartdsitdsdra (Andrade 2018).

A rozmaring antibakeeridlis tulajdonsdgait jelentdsen befolydsolja a névény illéolaj tartalma
(Bozin et al. 2007; Zaouali et al. 2010; El-Zefzafy et al. 2016). A legfontosabb hatéanyagokat
figyelembe véve, a nemzetkdzi szakirodalom legaldbb 13 rozmaring kemotipust kiilonbéztet meg
(Abdo et al. 2018; Satyal et al. 2017).

Az 5 leggyakoribb, szakcikkekben emlitett kemotipus:

1. kemotipus: a-pinén 1,8-cineol. A domindns vegyiilet az a-pinén.

2. kemotipus: verbenon, a-pinén, kdmfor és 1,8-cineol. A domindns vegyiilet a verbenon.

3. kemotipus: mircén, 1,8-cineol és kdmfor. A domindns vegyiilet a mircén.

4. kemotipus: 1,8-cineol, kimfor és a-pinén. A domindns vegyiilet az 1,8-cineol.

5. kemotipus: a-pinén, B-pinén és kdmfor. A domindns vegyiilet a B-pinén.

(Satyal et al. 2017; Abdo et al. 2018; Hamid 2020).

A Magyar Gyoégyszerkdnyv VIII. kiaddsa két f6 rozmaringolaj tipust kiilonbdztet meg. A spanyol,
valamint a marokkdi/tunéziai tipusut. A két kiilonbozd olaj hatdanyagainak szdzalékos ardnydban
lathatbak az eltérések, amelyek standardként szerepelnek a gydgyszerkdnyvben. A spanyol tipustinak
az a-pinén és a cineol a f8 hatéanyaga, ezeket hasonlé ardnyban tartalmazza az olaj, miga marokkéi/
tunéziai tipust olajban kiemelkedd, akdr 55% ardny is lehet a cineol tartalom (Ph. Hg. VIIL.).

A tudoményos irodalomban szdmos cikk igazolja a rozmaringolaj antibakterilis és gombaellenes
hatdsdt (van Vuuren et al. 2009; Jiang et al. 2011; Khosravi et al. 2013; Hussain et al. 2010;
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Prabuseenivasan et al. 2006). A szdrmazdsi helytdl fiiggden, a rozmaringbdl készitett olajokkal
végzett osszehasonlitd elemzések eredményei jelentds szérdst mutatnak. Ezek az eltérések tobb
olyan tényezdének tulajdonithaték, amelyek befolydsolhatjik az illéolaj osszetételét, mint péld4ul
a termesztés foldrajzi teriilete (Salamon et al. 2023; Kryvtsova et al. 2019; Jorddn et al. 2013), a
fenoldgiai stddium (Jorddn et al. 2013; Lakusi¢ et al. 2013) és az olajkivonds mddszere (Hosni
et al. 2013). Korreldcié 4ll fenn, a kemotipus és az antibiotikus hatds tekintetében is, valamint a
vizsgdlatdra haszndlt médszer is befolydsolhatja az eredményeket (Barreto et al. 2014; Akrout et al.
2010; Hammer et al. 1999). Daferera et al. (2003) szerint az antimikrobidlis hatds az illéolajok 8
komponenseinek, és az egyes dsszetevOk kozott fellépd szinergizmusnak készonhetd.

Bosni¢ és térsai (2006) kiilonbdzd illdolajok (zsdlya, levendula, citromfl, eukaliptusz, kakukkfi),
koztiik a rozmaringolaj mikroorganizmusokra gyakorolt hatdsit vizsgdledk. A kutatdsukban
haszndlt tesztorganizmusok, a Staphylococcus aurens (ATCC 6538P), Bacillus subtilis (ATCC
6633), Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) voltak. A rozmaring
bizonyult a leghatékonyabbnak két vizsgdlt baktérium ellen. A B. subrilis elleni hatdsa megkdzelitette
a kontrollként alkalmazott erythromycin gatlé hatdsdt, mig az E. coli esetében a kontrollként
alkalmazott gentamicin hatdsdt kozelitette meg. Jelentds hatékonysigot mutatott a S. aureusésa P2
aeruginosa baktériumok ellen is, de ezekben az esetekben a kakukkf(iolaj bizonyult hatékonyabbnak
(Bosni¢ 2006). Vasile és tdrsai (2017) is hasonlé eredményre jutottak, mikézben illéolajok
(kakukkfli, szegfliszeg, rozmaring, teafa) antibiotikus hatdsdt vizsgdledk. A leghatékonyabb gitlé
hatdsa a kakukkftiolajnak volt, de a rozmaring az S. aureus baktériumra és az E. colira is jelentés
g4tlé hatdssal birt.

Hirom kiilénb6z8 kemotipus antibiotikus hatdst vizsgdlé kisérlet megdllapitotta, hogy az
L. és I1. kemotipus antibakteridlisa hatdsa jelentésen feliilmulja a ITI. kemotipusét (Akrout et al.
2010). Mds kisérletekben, 6t kemotipus hatéanyagdsszetételét, valamint a kemotipusok hatdsdt
vizsgdltdk négy baktérium fajra, és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kemotipusok kézote
jelentds eltérés tapasztalhaté az antibiotikus hatdsban. A képet tovdbb drnyalja, hogy a kiilonboz6
olajok kiilonb6z8 baktériumokra voltak hatdsosak (Jorddn et al. 2013).

A rozmaringot tobbféleképpen lehet szaporitani. Generativ szaporitdsa tizemi koriilmények kozote
nem javasolt, mivel lassan csirdzik (3-4 hét) és a csirdzdsi ardny 10-20%-os (Kiuru et al. 2015). A
leggyakoribb és legeredményesebb szaporitdsi méd a félfds dugvdnyozds (Berndth 2000). Ha azonban
vadon termd, egyedi karakteri példdnyokat génmegdrzési céllal, vagy specidlis hatéanyagtartalma
kemotipusokat szeretnénk megdrizni, hatékony eljérds lehet az in vitro szaporitds (Chaturvedi et
al. 1984; Kostas 2022). Az in vitro szaporitds a gydgydszati célokra értékes, j6 mindségil, egészséges
gyogynovények tdmeges szaporitdsdra is alkalmas hatékony technoldgia. Nagyon fontos a névények
termesztése és az illdolajok gydrtdsa sordn a standardizalds, melynek szintén eszkoze lehet a
mikroszaporitds technoldgidjanak alkalmazdsa. Ezzel a technolégidval viszonylag kis mennyiségii
alapanyagbdl nagy mennyiségli egészséges és homogén névényallomdany allithaté el8 akdr egy év
alatt, hiszen a termesztést az éghajlati tényez8kbdl kovetkezd szezondlis hatds nem befolydsolja
(Belokurova 2010; Maslova et al. 2021; Shelepova et al. 2021).

Az in vitro szaporitds elsd és egyben meghatdrozo lépése az explantdtumok fertdtlenitése és
tdptalajra helyezése. Sakr és tdrsai (2018) ndtrium-hipokloritot (NaOCI 0,5%) és hidrogén-
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peroxidot (H,0, 30%-os) valamint eziist-nitritot (AgNO,) alkalmaztak sterilizalé szerként.
A sterilizdlds 6blitése sordn frissen facsart citromlevet is haszndltak. Ezzel az eljdrdssal kemotipustdl
figgBen 90-100%-os tisztasigot és talélési ratde értek el. Al- Masoody és tdrsai (2015) etanolt
(C,H,OH), higany-kloridot (HgCl,) és ndtrium-hipokloritot (NaOCI) alkalmaztak kiilonb6z6
koncentriciéban és sterilizdldsi id6vel rozmaring levelek fertétlenitésére. Az eredmények azt
mutattdk, hogy a ndtrium-hipoklorit 0,75%-o0s koncentrdciéban, 15 percen keresztiil téreénd
alkalmazdsa volt a leghatékonyabb. A t5bb sikeres sterilizdldsi eredmény ellenére, a kiilonbozd
kemotipusok és vadon eléfordulé egyedek megdrzése érdekében, érdemes tovdbb vizsgdlni a
sterilizdl$ szereket, azok koncentrdciéjdt és a behatdsi idét.

Kutatdsunk célja egyrészt az Ungviri Botanikus Kertbdl gytijtdtt rozmaring illdolajdnak tipizdlésa,
akdr a nemzetkozi irodalomban meghatdrozott kemotipusok, akdr a VIII. Magyar Gydgyszerkonyv
kategéridi szerint. Az egyedi hatéanyagosszetétel okdn vizsgaltuk az antimikrobidlis aktivitdst, majd
génmegbrzés céljdbdl in vitro kultirdba helyezés lehetéségér.

Anyag és médszer

A vizsgdlatunk tdrgydt képezd ndvény, a rozmaring (Salvia rosmarinus L.) az ajakosvirdgtiak csalddjéba
(Lamiaceae L.) tartozé 6rokzold féleserje volt. A kutatdsra szdnt névényeket az Ungvdri Nemzeti
Egyetem Botanikus Kertjének gytijteményébdl gytjeottiitk (EOV: szélesség 48.62013, hosszisdg:
22.30476) 2020 nyardn 12 éra koriili idépontban, amikor feltételeztiik, hogy a legmagasabb a
hatéanyagtartalom a névényben. A rozmaring herbdt hdrom t4 anyandvényrél szedtiik. A herbdt
desztilldlt vizben hdromszor megmostuk, majd megszdritottuk. Az esszencidlis olaj kinyeréséhez
gbzdesziilldcidr alkalmazeunk.

Az esszencidlis illéolaj (EO) GC/MS analizisét Varian 450-GC-vel &sszekapcsolt Var-
ian 220-MS-szel végeztitk. Az elvélasztds kapilldris oszlop segitségével tortént: BPX-
5MS (50 m x 0,25 mm méret, 0,25 pm filmvastagsdg). Az 1177-es tipust injektort
220 °C-ra flitottitk. Héliumot (He,) hasznéltunk vivégdzként 1,2 ml/perc dllandé oszlopdram-
ldsi sebesség mellett. Az oszlop hémérsékletét programoztuk: a kezdeti h8mérséklet 10
percig 50 °C volt, majd 3 °C/perc sebességgel 100 °C-ra emeltiik, 5 percig izotermikus
maradt, majd 10 °C/perc sebességgel 150 °C-ra emelkedett. Az egyes mintdk elemzésének
teljes ideje 54,97 perc volt. A komponenseket a NIST 14-ben (szoftverkdnyvtdr) tdrolt
tdmegspektrumokkal, illetve az irodalombdl szdrmazé tomegspektrumokkal valé dssze-
hasonlitdsdval azonositottuk (Hudaib et al. 2002). Az elemzéshez a NIST 14 (2014-es
verziéju) tdmegspektrum-konyvtdrat haszndleuk. A mintaelemzés sordn Kovats-mintdkat
(C-5 és C-22 alkdnok keveréke) injekedltunk, és a Kovats-indexeket a retencids idéb6l szd-
moltuk ki harmadrendd polinom segitségével. Negyven autentikus referencia vegyiiletet (Ex-
trasynthese, Merck, Fulka, Sigma és Roth) vésdroltunk. A vegyiiletek koncentrcidjdt (%-os
tartalomként) a megfelel§ kromatografids cstics integraldsdval szdmoltuk ki (Adams, 1995).

Az esszencidlis olajok (EOs) antimikrobidlis aktivitdsdt agar diffdzi6s teszttel hatdroztuk meg
(Rhos és Reico 2005; Balouiri M. et al. 2016). A baktérium inokulumokat 100 pL fiziolégids
oldatban 0,5 McFarland standardnak megfeleld értékre 4llitottuk be, és egyenletesen szét-
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teritettitk a Muller-Hinton agar feliiletén (3722 °C-on inkubdltuk 24 érdn keresztiil); az élesztSket
SDA agarra teritettiik (35+2 °C-on inkubdltuk 48 érdn keresztiil). A 20 pL kivonatokat 6 mm
demérdji lyukakba juttatcuk. A gatldsi zondk dtmérdijét, beleértve a lyuk dtmérdjét is, milliméterben
mértitk. Minden antimikrobidlis vizsgdlatot legaldbb hdromszor végeztiink el.

Teszttenyészetekként a kdvetkezd baktériumokat és éleszt8ket haszndltuk az Amerikai
Tipuskultdra Gytijteménybdl (the American Type Culture Collection): Candida albicans ATCC
885-653, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis
ATCC 29212 ¢és Streptococcus pyogenes ATCC 19615. A felsd légutak gyulladdsos megbetegedé-
seiben szenvedd betegek kdros fertzési gécpontjabdl izoldlt klinikai baktérium- és élesztbtorzseket
(S. aureus, E. coli, S. pyogenes, E. faecalis, C. albicans) is hasznéltunk.

A rozmaring explantdtumok iz vitro kultiirdba vondsahoz és felszaporitdsdhoz a névényben mér
meglévd merisztémdk aktivaldsinak mddszerét alkalmaztuk (Kalinin 1980). A primer explanti-
tumok egyéves, kb. 4-8 cm hosszt hajtdsok voltak, amelyeket 6téves anyandvényekrél szedtiink
2020 kora tavaszdn, virdgzds elétti fenoldgiai dllapotban.

A felszini sterilizdlds vizsgdlata sordn megéllapitottuk, hogy az oldal- és cstcsriigyek, amelyek
szdrrészleteket (dtlagos mérete legfeljebb 1 cm) tartalmaztak, nagyobb regenerdcids képességgel
rendelkeztek, mint az izol4lt riigyek, ezért az izoldlt riigyekrdl inditott tenyészeteket kiszelekedltuk,
és a kisérletbdl kizartuk. Jelen cikkben csak a szdrrésszel rendelkezd explantdtumok eredményeit
dolgoztuk fel.

A sterilizdlds a kivilasztott hajtdsok alapos mosészeres mosdsdval kezd8dott, esetiinkben
fertdtlenitd hatdsi folyékony HSoap folyékony szappannal. Kétféle sterilizdl4si technikdt alkalmaz-
tunk: a hagyomdnyos eljérds sordn az anyagot mosds utdn azonnal a sterilizdlé reagensbe helyeztiik,
mig a fokozatos (Iépcsdzetes) sterilizaldsi technika esetében, az anyagot elészor 30-40 médsodpercig
70%-os etanolban tartottuk, és csak ezutdn helyezziik 4t a sterilizdlé reagensbe. Kezelésenként
30-30 explantdtumot vizsgdltunk.

A sterilizdl6 kezelések a kovetkezdk voltak:

* 3%-os ndtrium-hipoklorit - NaClO (10 és 20 perc),

* 1%e-os eziist-nitrdt — AgNO3 (10 és 20 perc),

* 0,1%-os higany-klorid - HgCl, (5 és 10 perc),

* 50%-os hidrogén-peroxid - H,O, (15 perc) (Kushnir és Sarnatska 2005).

A fertétlenitett explantdtumokat Murashige és Skoog (MS) hormonmentes, 0,7% agar-agar
tartalmu tdptalajra helyeztitk (Murashige és Skoog 1962), ezenkiviil szacharézt (0,3%) és mezo-
inozitot (100 mg/l) adtunk hozza. A tdptalaj pH-ja 5,7-5,8 volt. Annak érdekében, hogy bipoldrisan
regeneral6dd névényeket és kalluszokat kapjunk, médositott MS tdptalajt haszndltunk, amelyet
auxin (2,4-indolecetsav (IAA) - 0,1-1,0 mg/l) és citokinin (6-benzilaminopurin (BAP) - 0,5-
2,5 mg/l) tipust fitohormonokkal egészitettiink ki. Az explantdtumokat tartalmazé kémesoveket
3000-4000 lux, 24+2 °C léghdmérséklet, ~70%-os pdratartalom és 16 6rds fotoperiédus mellett
tenyésztettiik. A kalluszok indukcidjihoz és szaporoddséhoz az explantdtumokat Petri-csészékben,
TS-80 termosztitban (T = 251 °C), megvildgitds nélkiil, 25+1 °C hémérsékleten és kb.
70-75%-os relativ pdratartalom mellett tenyészeettiik.
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Eredmények

Az eredmények osszevetését a nemzetkdzi irodalommal megneheziti, hogy a kutatott hatéanyagok és
azok antibiotikus hatdsa szimos 6sszetev6tdl fligg. A rozmaring kemotipusa, a kdrnyezeti viszonyok, az
olaj koncentrécidja a fenoldgiai fézis mind médosité tényezd. Tovabb4 az antibiotikus hatdst jelentdsen
befoly4solhatja az adott mikroorganizmus kiilsnbozd torzseinek eltérd érzékenysége vagy rezisztencidja is.

Az analitikai vizsgalatok eredményei

A vizsgdlt mintdban a legnagyobb részardnyban, a cineol (25,0+1,0%), az a-pinén (19,0+£1,0%),
a p-cimol (17,0£1,0%) és a kdmfor (19,0+1,0%) voltak jelen. A kimfén, B-pinén, bornil-
acetdt, a-terpineol és borneol kisebb mennyiségben volt megtaldlhaté (1. tdbldzat). A B-mircén
(a 3. kemotipusra jellemz8) és a verbenon (a 2. kemotipusra jellemzd) egyéltaldn nem volt
kimutathaté a mintdban. Az illdolaj min8ségi és mennyiségi 8sszetétele alapjdn a vizsgdlatba vont
rozmaring egyedek kisérleti illéolaj mintdi a négyes, Napoli és tdrsai (2010) dltal cineoliferum-
nak nevezett kemotipusba sorolhat6k, amelyre leginkdbb a gombasl8 hatis jellemz8 (Satyal et al.
2017). A jelenleg hatdlyos VIII. Magyar Gydgyszerkonyv alapjdn a mintdnkat, a spanyol tipusti
illdolaj kategéridba sorolhatjuk, kiemelkedd p-cimol tartalommal (1. tdbldzar).

1. tdblizat. Az illdolaj minta biokémiai elemzésének eredményei 6sszehasonlitva a VIII. Magyar
Gydgyszerkonyv dltal meghatdrozott hatéanyagdsszetétellel

Osszehasonlité Osszehasonlité adatok ,
adatok marokkéi/tunéziai Jelen kutatds
KI Alotdy spanyol tipusi tipusud rozmaringolaj eredményei
komponens rozmaringolaj P 8013
(Ph. Hg. VIIL) (Ph. Hg: VIIL) %)
(%) (%)
932 a-pinén 18,0-26,0 9,0-14,0 19,0
946 kamfén 8,0-12,0 2,5-6,0 9,0
974 B-pinén 2,0-6,0 4,0-9,0 5,0
991 B-mircén 1,5-5,0 1,0-2,0 -
1030 limonén 2,5-5,0 1,5-4,0 -
1031 cineol 15,0-25,0 38,0-55,0 25,0
1038 p-cimol 1,0-2,2 0,8-2,5 17,0
1145 verbenon 0,7-2,5 legfeljebb 0,4 -
1151 kdmfor 13,0-21,0 5,0-15,0 19,0
1168 borneol 2,0-4,5 1,5-5,0 2,0
1191 a-terpineol 1,0-3,5 1,0-2,6 2,5
1258 | bornil-acetdt 0,5-2,5 0,1-1,5 2,0% kisebb

Jelmagyardzat: KI: Koviéts index a C5-C22 n-alkdnokhoz viszonyitva

Table 1. The results of the biochemical analysis of the essential oil sample compared to the
composition of the active ingredients as defined in the VIII Hungarian Pharmacopoeia
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Meg kell emliteniink, hogy a kimagaslé p-cimol tartalom, amelyet a mintdnkban mértiink, a
nemzetkozi szakirodalomban is egyediildllé. Az 2. tdbldzat nemzetkozi szakirodalomi dttekintést
tartalmaz, kiilonb6z8 orszdgokban, kiilonb6z8 névényi alapanyagbdl, és eljdrdssal kivont
illéolajok, p-cimol tartalmdt mutatja be. Lithatjuk, hogy az adatok jelentdsen szérnak. A
p-cimol tartalom a legtobb mérésnél jellemz8en alacsony, 1-5%-os, egy- két esetben ériel a 10
% kozeli éreéket (Polat et al. 2011; Barak et al. 2023). Még ezek az eredmények sem kozelitik
meg az 4ltalunk mére 17%-o0s p-cimol tartalmat, mely megkozeliti a kakukkft timol tipust
(19%), p-cimol tipust (32%) és karvakrol tipust (27%) kemotipusainak p-cimol tartalmdt
(Kaloustian 2005). A p-cimol egy fontos monoterpén, amely tobb mint 100 gydgydszati célokra
haszndlt névényfajban taldlhaté meg. Szdmos bioldgiai aktivitdst mutat, beleértve az antioxiddns,
gyulladdscsokkentd, fdjdalomcsillapitd, szorongdsoldd, rdkellenes és antimikrobidlis hatdsokat.
Ez utébbi tulajdonsigdt széles korben vizsgdljdk, mivel siirgésen sziikség van a fertdz8 betegségek
kezelésére felhaszndlhatd Gj anyagokra, amelyek elterjedését a globalizdcié és az antimikrobidlis
rezisztencia fejlédése elésegitette (Marchese et al. 2017). Eredményeink éppen ezért fontos, 4j
lehetdséget nyitnak meg. Az Ungvdri Egyetemi Botanikus Kertjének rozmaring anyatelepénrél
szdrmaz6 és onnan felszaporitott névények kivonatainak tovabbi vizsgdlata, a rozmaringolaj egy
Gjabb, hatdanyagdsszetételében az eddigi vizsgdlt olajoktdl jelentds eltérést mutatd, j gydgydszati
alapanyag lehet (Asja és Stappen 2018).

Az antibiotikus vizsgdlatok eredményei
A rozmaring ill6olaj antimikotikus és antibiotikus tulajdonsdgainak vizsgdlatdnak eredményei
(3. tdbldzat) mérsékelt akrivitdst mutattak. A Tipuskultira Gyljteménybdl szdrmazé térzsek mellett,
a kisérletben a mikroorganizmusok klinikai tenyészetét is felhasznaltuk. A C. albicans ATCC és
klinikai minta névekedés gdtldsa 12,3 + 0,3, illetve 15,0 + 0,5 mm volt. Az elemzéshez haszndlt
tobbi mintdhoz hasonléan az illéolaj gyenge antimikrobidlis hatdst mutatott. Az értékek 7,0+0,1
(E. faecalis) és 8,5+0,3 (E. coli ATCC 25922) kézott mozogtak.

Osszehasonlitva a nemzetkézi szakirodalom eredményeit (6. tabldzar), az dltalunk vizsgalt
minta, jellemzden alacsonyabb antibakeeridlis hatdst mutatott, viszont az antimikotikus hatdsa
igen magas, a nemzetkdzi mérésekkel megegyez8 vagy azt tdlszdrnyald.

Az in vitro szaporitis eredményei

Az aszeptikusan életképes kultirdk sikeres elééllitdsdnak fontos feltétele a mikroszdvetek hatékony
sterilizdldsi mddszereinek helyes megvélasztdsa. A kisérleti vizsgalatok sordn (4. tdbldzat) kideriilt,
hogy nem célszer(i olyan sterilizdlé szereket haszndlni, mint a higany-klorid és a hidrogén-peroxid,
mivel az életképes explantdtumok szdma ezekben a kisérleti véltozatokban volt a legalacsonyabb. A
hidrogén-peroxid til gyenge volt, és a kémesovek bepenészedtek, mig a higany-klorid kdrositotta
a burjdnzo sejteket, és a hajtdsok elvesztették regenerdlé képességiiket. Az exogén mikroflora
sikeres semlegesitéséhez a legmegfelelbb oldatok a 3%-os ndtrium-hipoklorit oldat és az 1%-
os ezlist-nitrdt oldat voltak (expozici6s id8 - 10 perc). Ebben az esetben a legjobb eredményt a
fokozatos sterilizdldsi médszerrel (el8zetes 30-40 mdsodperces dztatds 70%-os etanolban, majd a
sterilizdlé reagensbe vald dtontés és az ezt kovetd hdromszori mosds steril desztilldle vizben) értiik el.
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2. tdbldzat. A rozmaringolaj aktiv komponenseit vizsgdlé nemzetkdzi szakirodalmakban
eléforduld p-cimol éreékek

p-cimol
tartalom (%)

Kisérlet helyszine

A kisérlet specidlis
részletei

Hivatkozas

3,9
10,7

1,3

0,4-1,6

1,28

1.15-1.89

0,2-1,9

6,23
7,8

2,42-3,11

0,9

4,73

1.22-4.18

1,62-9,51

1,46-8,39

17,0

Torokorszég, Isztanbul

Toérokorszdg

Romdnia

Alabama, USA.

Szatid-Ardbia

Tunézia

Szerbia

India

Algéria
Tunézia
USA

Romidnia

Marokké

Torokorszdg

Argentina

Ukrajna

Kereskedelmi forgalomban
kaphaté olajat vizsgaltak.

Kereskedelmi forgalomban
taldlhaté olajat vizsgaltak

6 mintavételi teriiletrél-3
kemotipust hatdroztak meg
a vizsgalt olajok alapjdn

6 él8helyrdl szedett
mintdn végeztek mérésket

Kiilonboz4 fenofizisban,
kiilonb6z8 novényi
részekbél szedett mintdkat
vizsgéltak
Rosmarinus tunefortii fajt
vizsgéltak
3 él8helyrdl gylijote
mintdkat vizsgdltak
Kereskedelmi forgalomban
kaphats illéolajat
vizsgéltak
A névény gytjtési helye
nincs meghatdrozva
Vadon nétt és termesztett
novényekrédl, kiillonbsz6
eljdrdssal el84llitote olajat
vizsgalrak
15 kiilonb6z6
kereskedelmi forgalomban
kaphats illéolaj
hatéanyagtartalmat
vizsgéltak
Az egyetem kiilonbszd
teriiletein gy(jeote
rozmaring névények olajdt
vizsgaledk
Botanikus kertb6l szedett
novényekrdl szedett mintdt
vizsgdltunk

Demirci et al. 2022

Polat et al. 2011

Vasile et al. 2017

Satyal et al. 2017

Guetat et al. 2014

Abada et al. 2020

Lakusi¢ 2012

Jeevalatha et al. 2022
Bendeddouche et al. 2011

Hcini et al. 2013

Miresmailli et al. 2006

Popescu et al. 2018

Sakar et al. 2023

Barak et al. 2023

Oliva et al. 2023

sajdt eredmények

Table 2. p-Cymene values in the international literature on the active components of rosemary oil
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3. tdblizat. S. rosmarinus antimikotikus és antibiotikus aktivitdsa klinikai és ATCC torzsekkel
szemben (mm, n = 3, x + SD)

A 'vnzsgalatbft vont ,A ga}tl:l'm zona Nemzetkozi 6sszehasonlité adatok
mikroorganizmusok atmérdje (mm)
S. aureus
ATCC 25923 8,5:0,3 12,8 + 4.3 (Vasile et al. 2017)
26,6+5,94-44,7+2,25 (5 kiilonbsz8 kemotipus)
S. aureus 8,4+0,3 (Jordén et al. 2013)
i‘Tf(":lé . 8.5+0,3 15,1 + 0,5 (Vasile et al. 2017)
59 13,0 (Bosni¢ 2006).
15,9 + 6,39 — 21.2 +7.23 (Jorddn et al. 2013) 5
E. coli 8,0+0,1 kiilsnbsz8 kemotipust vizsgilva.
E. faecalis
ATCC 29212 7:8:0.4
14.7-15.6 (Akrout, et al. 2010)

E. faecalis 7,0+0,1
S. pyogenes 8.3+0.3
ATCC 19615 10,0 -12,0 + 0,0 (Mangena és Muyima 1999) Az

illsolajokat kiilénbdzd koncentriciéban vizsgilva.
S. pyogenes 7,3+0,3
Candida albicans

12,3+0,3
ATCC 885-653 8.3 (:0.57) ~12.3 (+2.51) (Devkatte 2005) 4
kiilsnbsz8 Candida torzset vizsgalva.

Candida albicans 15,0 + 0,5

Table 3. Antibiotic and antimitotic activities of the S. rosmarinus against clinical and typical strains
(mm, n = 3, x + SD)

NaClO és AgNO, 20 perces expozicidja esetén a sterilizdlds hatékonysdga jelentdsen csokkent
a reagenscknek az ¢l szovetekre gyakorolt toxikus hatdsa miatt, ami a szdvetek osztéddsdnak
csokkenését eredményezte. Eredményeink részben tiikrozik a nemzetkézi szakirodalmat a
natrium-hipoklorit eredményes alkalmazésdt illetéen (Sakr et al. 2018; Al- Masoody et al. 2015)

Az in vitro termesztés elsd szakaszaiban, a sterilizdls utdni stressz lekiizdése és a jobb alkalmazkodads
érdekében, célszerli az explantdtumokat hormonmentes MS tdptalajon nevelni. Esetiinkben a
tenyésztés hatékonysdgdt a 5. tdbldzat mutatja.
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4. rdblazat. A S. rosmarinus explantdtumok sterilizdldsdnak hatékonysdga a vizsgdle sterilizdld
reagensek hatdsdra (NaClO: ndtrium-hipoklorit; AgNO, eziist-nitrdt; HgCl : higany (II)-klorid;
H,O, Hhdrogén-peroxid)

Az életképes Az életképes
Sterilizalészer Expoziciés id§ explantdtumok ardnya explantdtumok
erfizalosze (perc) (%) hagyomdnyos ardnya (%) fokozatos
sterilizaldsi médszer sterilizdldsi médszer
10 60,2+0,3 80,3+4,5
NaCIO
20 16,4+1,2 45,1+1,3
10 32,4+1,1 85,4+5,1
AgNO,
; 20 11,5+0,6 33,8+2,8
5 0 3,5+1,1
HgCl,
10 0 0
H,0, 15 1,1£0,3 24,7+4,8

Table 4. Efficiency of surface sterilisation of S. rosmarinus explants with the applied disinfectants (NaClO:
natrium-hipoklorit AgNO3: eziist-nitrat; HgC12: higany (II)-klorid; H,O,: Hidrogén-peroxid)

A 5. tébldzatban ldthatjuk, hogy a hormonok alkalmazdsa a tdptalajban, a regenerdcié
intenzitdsdnak lelassuldsdhoz vezetett, ami nyilvinvaléan elssorban a névény normdlis vélaszreakcidja
(Salekjalali et al. 2012), jelezve, hogy nem igényel tovdbbi stimuldciét a termesztés kezdeti
szakaszéban. A jév6ben azonban meg kell hatdrozni a citokininek és az auxinok optimilis
egyensulydt a tdptalajban a morfogenezis folyamatainak (kdzvetlen, kdzvetett vagy vegyes tipust)
hatékony és optimdlis szabalyozdsdhoz.

5. tdbldzat. A S. rosmarinus explantdtumok regenerdcids folyamatainak dinamikdja a kiilonb6z8
hormontartalmd MS téptalajokon (MS: Murashige és Skoog; IAA: Indol-3-ecetsav; BAP:
6-benzilaminopurin)

Az elsd 'c:le;tl'(ep‘c‘:s jelek, Az oldalriigyek o A’ o
Taptalaj 6sszetétele az apikilis riigyel regeneraléddsa gydkérképzidés
ptaia) novekedésének kezdete (napok széma) kezdete
(napok szdma) apok szama (napok szdma)
MS tépualaj, 8-10 11-18 20-25
hormonmentes
MS + IAA (1,0 mg/l) 18-22 20-25 28-42
MS+BAP — 2,5 mg/l) 13-18 15-20 23-27
MS + IAA (1,0 mg/l) + 15-19 18-22 25-30

BAP (2.5 mg/])

Table 5. Regeneration dynamics of S. rosmarinus explants on MS media supplemented with
different plant growth regulators (MS: Murashige and Skoog; IAA: Indole-3-acetic acid;
BAP: 6-benzylaminopurine)
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A mdsodik kisérleti szakaszban kiilsnb$z8 mennyiségti hormonokat alkalmaztunk a kiilonboz8
tipusd iz vitro morfogenezisek tanulmdnyozdsdra (6. tdbldzat). A kalluszképzddés leggyorsabb
indukcidjdt és intenzitdsit a 0,5 mg/l BAP és 0,1 mg/l IAA-t tartalmazd tdptalajvéltozatban figyeltiik
meg. A nem morfogenetikus kalluszsejtek homogén szintiek (vildgossdrga) és lazdk voltak. 45 napos
tenyésztés utdn a kalluszszdvet az Sregedés jeleit kezdte mutatni, sotétbarna szin lett, droltds nélkiil
a kisérlet végére elhalt. A kallusztenyészet vizudlis elemzése nem mutatott jelentds kiilonbségeket a
morfoldgidjéban az 6t dtoltds sordn. 2,5 mg/l BAP és 1,0 mg/l IAA tartalmi tdptalaj alkalmazdsa
mellett 20 napos tenyésztés utdn megfigyelhetd volt a nem morfogén kultdra differencidlédott
sejtcsomOkbol 4116 kuleirdva val6 dralakuldsa, megkezd8dote a hajtds és levélképzddés. Kisérletiink
eredményei alapjén megallapithatd, hogy ezt az dtmenetet a tdptalaj citokinin koncentricidjanak
ndvelése indukdlta. A mikrohajtdsok szdma és mérete a tenyésztési ciklus iddtartamdrcdl fiiggoee. 70
nap utdn el kell végezni az 4toltdst, mert utdna rohamosan romlik a novények egészségi dllapota.
A kivélasztott tenyészeési koriilmények biztositottdk a mikrohajtdsok regenerdléddsdc ot droltds
sordn. A hormonmentes tdptalajon 35 napos tenyésztés utdn a novekedés csdkkenésée figyeltiik
meg, a novények elvesztették rugalmassdgukat, feszességiiket, megsdrgultak és elhaltak.

6. tdbldzat. S. rosmarinus mikrohajtdsok termesztése kiilonb6z6 hormontartalmit MS tdpralajon
(MS: Murashige és Skoog; IAA: Indol-3-ecetsav; BAP: 6-benzilaminopurin)

A tdptalaj sszetétele A nevelés idgtartama (nap) A mol:fogenens
tipusa
MS hormonok nélkiil 40-45 Direkt
MS 0,5 mg/l of BAP, 0,1 mg/l of IAA 40-45 Indirekt
MS 2.5 mg/l of BAP, 1,0 mg/l of IAA 75-80 Vegyes

Table 6. Cultivation of S. rosmarinus microshoots on MS medium supplementec with different plant
growth regulators (MS: Murashige and Skoog; IAA: Indole-3-acetic acid; BAP: 6-benzylaminopurine)

Osszefoglalés

1. Kisérletiinkben sikeriilt kidolgozni a S. rosmarinus (Syn: Rosmarinus officinalis) in vitro kultirdba
vondsdnak egy lehetséges mddszerét, amelyhez cstics- és oldalriigyeket tartalmazé hajtdsdarabokat
haszndltuk kiinduldsi explantdtumként. A névényi hajtdsdarabok hatékony (t6bb mint 80 %)
felszini sterilitdsdc agy értiik el, hogy a tavaszi szezonban szedett hajtdsokat 10 percig 3 %-os
ndtrium-hipoklorit-oldattal, vagy 1%-os eziist-nitrittal fertdtlenitettiik. A fokozatos sterilizdldsi
modszer (elézetes 30-40 mdsodperces dztatds 70%-os etanolban, majd a sterilizdlé reagensbe
val6 dtontés és az ezt kovetd hdromszori mosis steril desztilldlt vizben) bizonyult az optimalisabb
technikdnak. Az in vitro tenyésztésbe valé bevezetés szakaszéban a hormonmentes MS tdptalaj
bizonyult a legoptimalisabbnak, amely lehetdvé tette az explantdtumok regenerdldsi.
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2. A kalluszképzddés indukeidjdhoz optimadlis feltételt biztositott az MS tdptalaj, 0,5 mg/I BAP és
0,1 mg/l IAA hozzdaddsdval, megvildgitds nélkiili termosztdtban torténd termesztése. A kalluszszovet
oregedésének jeleit 45 napos tenyésztés utdn figyeltitk meg. Amikor hormontartalmi téptalajt
alkalmaztunk (2,5 mg/l BAP és 1,0 mg/I IAA) 20 napos tenyésztés utdn a sejtek differencidlédeak.

3. Az eredmények azt mutatjik, hogy a mintaként alkalmazott rozmaring ill6olaja a 4. kemotipusba
tartozik és jelentds mennyiségben tartalmaz o-pineolt (19,0£1,0%), cineolt (25,0+£1,0%), p-cimént
(17,0£1,0%) és kdmfort (19,0+1,0%). A VIII. Magyar gydgyszerkonyv kategéridi alapjdn inkdbb
spanyol tipust illdolaj, kiugré p-cimol tartalommal.

Kisérletiink eredményeinek djszertiségét az adja, hogy habdr a nemzetkdzi szakirodalmak
foglalkoznak a kiilonb6z8 kemotipusok antibiotikus hatdsdnak vizsgdlatdval, azonban ezek egyike
sem a IV. kemotipus, igy a vizsgdlatunk hidnyt tslt be az antibiotikus vizsgdlatok palettdjén.
Kisérletiinkben megéllapitottuk, hogy a IV. kemotipust rozmaring olaja mérsékelt antibakeerilis
és jelentds antimikotikus aktivitdst mutat.
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