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Popis oznaka, kratica i simbola
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a,, — Aktivitet vode
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Eteri€na ulja su sekundarni produkti metabolizma ljekovitih i zacinskih biljaka. Nastaju u svim
dijelovima biljaka (Bakkali i sur., 2008.). Dobivaju se fermentacijom, ekstrakcijom ili
tijeStenjem, dok se u komercijalnoj proizvodnji eteri¢nih ulja, najéesée, koristi destilacija
vodenom parom. Poznato je oko 3000 eteri¢nih ulja od kojih je 300 komercijalno znac¢ajno
(Burt, 2004.).

Povijest uporabe eteri¢nih ulja u borbi protiv mikroorganizama sezZe u najstarije civilizacije
stoga Sto su eteriCna ulja najstariji oblik lijekova poznatih ¢ovjeku i smatrana su vrjednijim od
Zlata (Bakkali i sur., 2008.).

Etericna ulja primjenjuju se u medicini, farmaciji, prehrambenoj, kozmeti¢koj industriji i
industriji parfema te aromaterapiji zahvaljuju¢i antibakterijskim, antivirusnim, antifungalnim,
antiseptickim, antioksidativnim te insekticidnim svojstvima. Posjeduju Sirok spektar djelovanja
zbog toga Sto sadrze velik broj kemijskih spojeva, no djelovanje eteri¢nih ulja jos uvijek nije u

potpunosti razjasnjeno (Burt, 2004.).

Aktivno pakiranje uz dodatak etericnih ulja pomazZe u ocuvanju kvalitete, organoleptiCkih
svojstava namirnica i kontroli mikrobioloskog kvarenja. Razvoj i poboljSanje ove tehnologije u

buducnosti vazan je i potreban za komercijalnu primjenu (Serrano i sur., 2008.).

Plijesni su mikroskopska skupina gljiva (Cvek i sur., 2010.). Siroko su rasprostranjene u
prirodi i Cesti su kontaminanti hrane i krmiva za Zivotinje (Koci¢-Tanackov i Dimi¢, 2013.).
Hranu ¢ine nepoZeljnom i neprihvatljivom za konzumaciju uslijed promjene organoleptickih
svojstava, a plijesni koje proizvode mikotoksine mogu uzrokovati i bolesti (Doyle, 2007.;
Tucker, 2008.).

Rast plijesni u hrani moze se kontrolirati sprjeavanjem ulaska spora u hranu,
prilagodavanjem temperature skladiStenja i vlage, promjenom razine kisika te kemijskim i

prirodnim konzervansima (Blackburn, 2006.).

Cilj rada bio je istraziti antifungalni u€inak eteri¢nih ulja Cinnamomum cassia i Litsea cubeba
te timola i propil galata na odabrane vrste plijesni: Penicillium aurantiogriseum, P.
brevicompactum i P. chrysogenum. Odredena je minimalna inhibitorna (MIK) i minimalna
fungicidna (MFK) koncentracija antifungalnih spojeva. Nadalje, odreden je ucinak
antifungalnih spojeva u inhibiciji linearnog rasta kolonije plijesni tijekom uzgoja na
krumpirovom agaru s glukozom (PDA) pri dvije razliCite vrijednosti aktiviteta vode (0,98 i
0,93).
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2.1. ETERICNA ULJA

Eteri¢na ulja su prozirne, rijetko obojene, hlapljive teku¢ine kompleksnog sastava i izrazenog
mirisa, topljive u lipidima i organskim otapalima. Nastaju u korijenu, kori, stabljikama,
listovima, cvjetovima, sjemenkama, plodovima; najéeS¢ée u vrlo malim koli€inama.
Uskladisteni su u sekretornim stanicama, Supljinama, kanalima, epidermalnim stanicama i
Zljezdanim trihomama biljaka, odakle se ekstrahiraju. Biljikama pomaZu u privlaCenju kukaca
koji sudjeluju u oprasivanju, zastita su od mikroorganizama, bolesti i biljojeda (Bakkali i sur.,
2008.; Vucini¢ i sur., 2012.; Macwan i sur., 2016.).

Iz zapisa i slika drevnih civilizacija Egipta, Kine i Perzije vidljivo je kako su eteri¢na ulja
koristili njihovi svecenici, lijecnici i iscjelitelji. Prve pisane podatke o uporabi eteri¢nih ulja za
balzamiranje i konzerviranje hrane, a takoder i kao antimikrobne, analgeticke, sedativne,
protuupalne i spazmoliticke lijekove, nalazimo u Egiptu. Uporaba im se nije promijenila do
danasnjih dana, osim Sto se viSe zna o njihovom mehanizmu djelovanja (Bakkali i sur.,
2008.). Metoda destilacije vodenom parom, kojom se eteri¢na ulja dobivaju, koristila se jos
prije 2000 godina u Egiptu, Perziji i Indiji, a u 9. stolje¢u usavrsavaju je Arapi. Do 13. stolje¢a
farmakoloska djelovanja eteri¢nih ulja bila su zapisana u farmakopejama, medutim, uporaba
u Europi nije bila rasirena sve do 16. stolje¢a. Prva znanstvena ispitivanja proveo je Koch
1881. godine testiraju¢i djelovanje terpentinskog ulja na bakterijsku vrstu Bacillus anthracis
(Burt, 2004.). Neki zacini, poput cimeta, klin€i¢a, goruSice, ¢eSnjaka, dumbira i mente i danas
se primjenjuju u alternativnoj medicini u Indiji (Tajkarimi i sur., 2010.). U 19. i 20. stoljecu
uporaba eteri¢nih ulja u medicinske svrhe postaje sekundarna u odnosu na njihovu uporabu

kao zacina i aroma (Burt, 2004.).

Postoji nekoliko metoda za ekstrakciju etericnih ulja. Uklju€uju uporabu tekuéeg ugljicnog
dioksida (CO,) ili mikrovalova, a najCeSce koristena metoda je destilacija pod visokim ili
niskim tlakom koridtenjem vrele vode ili vodene pare (Bakkali i sur., 2008.). Ekstrakcija
tekuc¢im ugljicnim dioksidom je skuplja, ali eteriCna ulja dobivena na ovaj nacin posjeduju
jaCu antimikrobnu aktivnost i izrazenijih su organolepti¢kih svojstava (Burt, 2004.). Kako bi se
dobila eteri¢na ulja konstantnog sastava, moraju se ekstrahirati pod istim uvjetima, iz istog
organa biljaka uzgojenih na istom tlu, u istim klimatskim uvjetima, ubranih u istom godidnjem
dobu (Bakkali i sur., 2008.). EteriCna ulja su hlapljive prirode, osjetljiva na svijetlo i toplinu i
potrebno ih je Cuvati u dobro zatvorenim boCicama od tamnog stakla daleko od izvora topline
(kako bi se izbjegle njihove kemijske promjene). Citrusna ulja preporucljivo je Cuvati u

hladnjaku jer izuzetno brzo hlape (Burt, 2004.).

Zbog svojih antimikrobnih svojstava upotrebljavaju se za produljenje trajnosti hrane odnosno

za konzerviranje hrane, a komercijalno je dostupno nekoliko konzervanasa koji sadrze
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eteriCha ulja. Kako neki sastojci hrane mogu utjecati na djelotvornost dodanih eteriénih ulja,
istraZivaCi se bave potencijalnom interakcijom izmedu sastojaka eteri¢nih ulja i sastojaka
hrane (Gutierrez i sur., 2009.). EteriCna ulja poCela su gubiti na zna¢aju razvojem industrije i
kemijskih preparata, ali to se sve viSe mijenja i ljudi sve viSe prepoznaju njihovu vrijednost
(Burt, 2004.).

2.2. MEHANIZAM DJELOVANJA ETERICNIH ULJA

Postoje razli¢iti mehanizmi antimikrobnog djelovanja eteri¢nih ulja jer obiluju mnoStvom
razliitih kemijskih spojeva. Najznacajniji sastojci etericnih ulja odgovorni za njihovu
antimikrobnu aktivnost su: karvakrol, timol, eugenol, p-cimen, karvon, cinamicki aldehid,
terpien i kapsaicin (Burt, 2004.). Uzimajuc¢i u obzir velik broj razli¢itih grupa kemijskih
sastojaka koji su prisutni u etericnim uljima, vrlo je vjerojatno kako njihova antimikrobna
aktivnost nije posljedica samo jednog specificnog mehanizma, ve¢ djeluju na nekoliko ciljnih
mjesta u stanicama mikroorganizama (Carson i sur., 2002). EteriCna ulja mogu izazvati trajno
ostecenje stani€ne membrane uslijed promjene masnih kiselina, polisaharida i fosfolipida
membrane, translokacije njezinih proteina, poremecaja transporta elektrona, 3to rezultira
izlaskom staniénih sastojaka u izvanstaniCni prostor, nepovratnim osteéenjem i smrcu
stanice. Eteri€na ulja mogu izazvati i promjene u sintezi DNK i RNK, koagulaciju stani¢nog
sadrzaja ili sprijecCiti proizvodnju toksina (Slika 1) (Burt, 2004.; Bakkali i sur., 2008.).

Koagulacija Snaga protonske
7 pumpe

H

Curenje /
citoplazminaog /
sadriaja: !

metabolita  Citoplazma
iiona

Stanicni zid } Citoplazmina

membrana

Membranski proteini

Slika 1 Mehanizmi djelovanja sastojaka eteri¢nog ulja na bakterijsku stanicu
(Burt, 2004.)

Vazno svojstvo eteriCnih ulja i njihovih sastojaka je hidrofobnost koja im omogucava

nakupljanje medu lipidima stanicne membrane bakterije Cime se naruSava njezina struktura i
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povecCava propusnost, posebno za ione i protone, dolazi do gubitka makromolekula, sto za
posliedicu ima lizu i smrt stanice (Sikkema i sur., 1995.). Promjena propusnosti stani¢ne
membrane obi¢no je pradena gubitkom osmotske kontrole stanice $to se smatra osnovnim
principom antibakterijskog djelovanja eteri¢nih ulja. Kemijski spojevi koji su u sastavu
etericnih ulja djeluju i na proteine, poput ATP-aze, kao i na druge enzime ukljucene u
regulaciju energije ili odgovorne za sintezu strukturnih sastojaka stanice (Ultee i sur., 2002.;
Burt, 2004.; Bakkali i sur., 2008.; Hyldgaard i sur., 2012).

Eteri¢na ulja koja sadrze visok postotak fenolnih sastojaka (karvakrol, timol, eugenol) djeluju
i snaznije antimikrobno na patogene u hrani (Burt, 2004.), medu kojima su ulja klinCi¢a,
origana, ruzmarina, majc¢ine dusice, kadulje i vanilije (Holley i Patel, 2005.). Fenolni sastojci
etericnih ulja ostecCuju citoplazmatsku membranu stanice, ometaju kretanje protona i
elektrona, ometaju aktivni transport i uzrokuju koagulaciju staniénog sadrzaja (Sikkema i sur.,
1995.). Prisutnost hidroksilne skupine i sustava delokaliziranih elektrona (dvostruke veze) u
fenolnom prstenu utjeCe na njihovu antimikrobnu aktivnost (Ultee i sur., 2002.).
Antibakterijsko djelovanje fenola ovisi o primijenjenoj koncentraciji; pri nizim koncentracijama
djeluju na enzime uklju€ene u proizvodnju energije, dok pri viSim koncentracijama

denaturiraju proteine (Tiwari i sur., 2009.).

Uocgena je manja osjetljivost gram-negativnih bakterija na djelovanje eteri¢nih ulja u odnosu
na gram-pozitivne bakterije jer gram-negativne bakterije posjeduju hidrofilni lipopolisaharidni
omota¢ koji ograni¢ava difuziju hidrofobnih spojeva (Burt, 2004.; Hyldgaard i sur., 2012.).
lako ovo vrijedi za mnoga eteri¢na ulja, ulja origana, klin€i¢a i cimeta djelotvorna su protiv

obje skupine bakterija (Holley i Patel, 2005.).

Osim antibakterijskog djelovanja eteri¢nih ulja, 5to je ujedno njihovo najpoznatije i najéesée
koristeno svojstvo, poznato je i njihovo antifungalno djelovanje (Bakkali i sur., 2008.). Kako
se mehanizam djelovanja etericnih ulja temelji, preteZzno, na njihovom utjecaju na stani¢nu
membranu, i kod plijesni dolazi do naru$avanja njezine strukture, blokiranja izgradnje
stanitne membrane te inhibiranja klijanja spora, rasta micelija i stanicnog disanja, $to dovodi

do smrti stanice (Harris i sur., 2002.).

Postoje razli€iti mehanizmi antivirusnog djelovanja eteri¢nih ulja i njihovih sastojaka. Etericna
ulja denaturiraju virusne strukturne proteine ili glikoproteine. Pretpostavlja se kako antivirusni
mehanizam ukljuCuje interferenciju s virusnom ovojnicom, inhibiciju specificnih procesa u
ciklusu replikacije ili djelovanje na virusne sastojke potrebne za apsorpciju i ulazak u stanice

domacina i tako sprje€avaju difuziju virusa u stanicu (Saddi i sur., 2007.).

U eukariotskim stanicama etericna ulja mogu izazvati depolarizaciju mitohondrijske

membrane, uz utjecaj na ionske kanale, te sniziti njezinu pH vrijednost. Vanjska i unutrasnja
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mitohondrijska membrana postaju neuobiajeno propusne $to rezultira izlaskom radikala,
citokroma c, Ca iona i proteina, kao u slu€aju oksidativhog stresa, $to dovodi do odumiranja

stanice apoptozom i nekrozom (Bakkali i sur., 2008.).

Antimikrobna aktivnost etericnog ulja moze se potpuno razlikovati od aktivnosti njegovih
pojedinaénih sastojaka, jer ovisi o sloZenim interakcijama medu sastojcima $to moZe imati
aditivan, sinergistiCki ili antagonisti¢ki utjecaj (Burt, 2004.; Bakkali i sur., 2008.). lako se
najéesce glavnim sastojcima pripisuje antimikrobno djelovanje, istrazivanja provedena na
eteriénim uljima kadulje, timijana i origana pokazala su kako manje zastupljeni sastojci
eterinog ulja posjeduju klju¢nu ulogu u antimikrobnoj aktivnosti, Sto se pripisuje
sinergistickom djelovanju s drugim sastojcima etericnog ulja. Zbog toga, eteri¢na ulja u
punom sastavu posjeduju jae izrazena antimikrobna svojstva nego njihovi pojedinacni,
glavni sastojci (Burt, 2004.; Bakkali i sur., 2008.; Stojkovi¢ i sur., 2013.).

Najsnazniji antimikrobni uc€inak posjeduju fenoli koji su, uglavnom, najzastupljeniji u
etericnom ulju, zatim alkoholi, aldehidi, ketoni, eteri, dok je antimikrobni u€inak ugljikovodika

vrlo nizak (Dorman i Deans, 2000).

2.2.1. Sastojci etericnih ulja

EteriCna ulja su slozene prirodne mjedavine koje mogu sadrzavati oko 20 — 60 sastojaka
razli€itih koncentracija. Karakteriziraju ih dva ili tri glavna sastojka visoke koncentracije (20 —
70%) u odnosu na ostale sastojke prisutne u tragovima. Na primjer, karvakrol (30%) i timol
(27%) glavni su sastojci eteri€nog ulja Origanum compactum (Bakkali i sur., 2008.). Detaljna
analiza sastava etericnih ulja moze se posti¢i plinskom kromatografijom i masenom
spektrometrijom (Burt, 2004.). Opcenito, glavni sastojci odreduju bioloSka svojstva eteri¢nih
ulja i uklju€uju dvije glavne skupine razli€itog biosintetskog porijekla: terpeni i terpenoidi te
aromatski i alifatski spojevi (Bakkali i sur., 2008.) koji pripadaju razli¢itim skupinama

organskih spojeva (ugljikovodici, alkoholi, fenoli, aldehidi, ketoni, oksidi, itd.) (Noller, 1973.).

Terpeni su vrsta hlapljivin spojeva od kojih uglavhom potjeCe miris biljaka i cvijeca.
Sintetiziraju se u citoplazmi iz acetil-CoA. Strukturna jedinica zajedniCka svim terpenima je
izopren (Cs). Najjednostavniji monoterpeni (C,oH16) Sastoje se od dvije izoprenske jedinice
(Pine, 1994.). Najvrjednije su molekule jer ¢ine 90% eteri¢nih ulja (Bakkali i sur., 2008.), a
najpoznatiji su p-cimen, limonen, terpinen, sabinen i pinen (Nazzaro i sur., 2013.).
Seskviterpeni (C1s5H,4) imaju tri izoprenske jedinice (Pine, 1994.). Monoterpeni i seskviterpeni
najzastupljeniji su u eteri¢nim uljima (Bakkali i sur., 2008.). Terpeni koji sadrZe kisik nazivaju

se terpenoidi, a najpoznatiji su timol, karvakrol, linalol, mentol, geraniol, linalil acetat i
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citronelal. Za razliku od terpena, terpenoidi Cesto posjeduju jaka antibakterijska svojstva
zahvaljujuéi funkcionalnim skupinama, hidroksilnoj skupini ili fenolnim sastojcima (Bakkali i
sur., 2008.; Tiwari i sur., 2009.; Hyldgaard i sur., 2012.).

Aromatski spojevi izvedeni su od fenilpropana i rijede se javljaju od terpena (Bakkali i sur.,
2008.). Fenilpropani su aromatski spojevi s postranim propilnim lancem vezanim na
benzensku jezgru, sadrze jednu ili vise C¢-C; jedinica (Noller, 1973.; Pine, 1994.). Eugenol,
izoeugenol, vanilin, safrol, kapsaicin i cinamicki aldehid najprougavaniji su fenilpropani.
Antimikrobno djelovanje ovih spojeva temelji se na njihovoj slobodnoj hidroksilnoj skupini
(Lee i sur., 2004.; Nazzaro i sur., 2013.).

Pored spomenutih spojeva, etericha ulja sadrze i dusSiéne i sumporne sastojke, Ciji
predstavnici alicin i alil-izotiocijanat posjeduju dobru ucinkovitost protiv gram-negativnih
bakterija (Holley i Patel, 2005.; Bakkali i sur., 2008.; Hyldgaard i sur., 2012.).

Sastav i kvaliteta eteri¢nih ulja mogu varirati ovisno o podneblju, vrsti tla, genetskim
svojstvima biljke, sezoni berbe, zemljopisnom porijeklu i dijelu biljke koji se koristi za njegovo
dobivanje. Eteri¢na ulja dobivena iz zelenih biljaka, ubranih tijekom ili neposredno nakon
cvjetanja, posjeduju najvecu antimikrobnu aktivnost. Isto tako, sastav etericnog ulja s
razliitih dijelova iste bilkke mozZe se razlikovati (npr. etericno ulje sjemenki korijandera
posjeduje drugadiji sastav od ulja dobivenog iz nezrelih listova iste biljke) (Burt, 2004.; Tiwari
i sur., 2009.). Nacin proizvodnje ulja (metoda hladnog presanja, destilacija parom, ekstrakcija
S nevodenim otapalima) mijenjaju aktivne tvari i uz njih vezane sastojke u krajnjem proizvodu
(Windisch i sur., 2008.).

Kako su eterina ulja sloZzene mjeSavine, njihov kemijski sastav i koncentracija mogu biti
prilicno razli€iti. Na primjer, koncentracije timola i karvakrola u etericnom ulju timijana
prisutne su u rasponu od 3 do 60%, a cinamicki aldehid &ini 60 do 75% ukupnog ulja cimeta
(Leeisur., 2004.).

2.2.2. Mehanizam djelovanja sastojaka eteri¢nih ulja

Karvakrol i timol

Karvakrol (5-izopropil-2-metilfenol) i timol (2-izopropil-5-metilfenol) su izomeri i predstavljaju
monoterpenske fenole s jakim antimikrobnim djelovanjem. Karvakrol je glavni sastojak ulja
origana, a timol ulja timijana. Usporedbom antimikrobnog ucCinka karvakrola i timola nisu
utvrdene znacajne razlike u njihovoj antimikrobnoj aktivnosti jer oba sastojka posjeduju

hidroksilnu skupinu (karvakrol u orto poloZaju, a timol u meta poloZaju) sa sustavom
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delokaliziranih elektrona (dvostruke veze) (Slika 2). Oba sastojka povecavaju propusnost
membrane. Karvakrol i timol mogu dovesti do raspada vanjske membrane gram-negativnih
bakterija, iz kojih se otpustaju lipopolisaharidi, i povecati propusnost citoplazmatske
membrane za ATP (Ultee i sur., 2002.; Burt, 2004.; Hyldgaard i sur., 2012.; Velebit i sur.,
2012.).

CH, CH,
OH

—OH
CHj CHy  CH, CH,

Timol Karvakrol
Slika 2 Strukturne formule timola i karvakrola
(Serrano i sur., 2008.)

Biokemijski prekursori karvakrola i timola, monoterpeni p-cimen i y-terpinen, ne posjeduju
antimikrobnu aktivnost ve¢ se smatra kako oni pojacavaju njihov antimikrobni ucinak. p-
cimen je hidrofoban i nedostaje mu hidroksilna skupina. Djelotvoran je samo u kombinaciji s
karvakrolom, gdje povecava transport karvakrola kroz citoplazmatsku membranu (Ultee i
sur., 2000.; Burt, 2004.).

Kod Bacillus cereus uoc€eno je kako karvakrol u koncentraciji ve¢oj od 1 mmol/g uzrokuje
povecéanje propusnosti membrane i gubitak K* iona $to dovodi do smanjenja unutarstani¢nog
pH, pada membranskog potencijala i inhibicije sinteze ATP-a te samim tim do smrti stanice.
Na osnovu toga je zakljuCeno kako karvakrol oblikuje kanale kroz membranu, ulazi u
fosfolipidni dvosloj izmedu lanaca masnih kiselina i tako ih razdvaja, omogucavajuéi ionima
da napustaju membranu. Zbog svog hidrofobnog svojstva karvakrol se dodatno akumulira u
stani¢noj membrani. Ovaj ucinak objasnjava se prisustvom hidroksilne skupine koja djeluje
kao trans-membranski nosa¢ monovalentnih kationa prenoseci H" ione u citoplazmu i K* ione
izvan stanice, i sustava delokaliziranih elektrona (Slika 3) (Ultee i sur., 2000.; Nazzaro i sur.,
2013.).
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Slika 3 Shematski prikaz antimikrobnog djelovanja karvakrola
(Ultee i sur., 2002.)

Pored inhibicije rasta vegetativnih bakterijskih stanica, karvakrol moze inhibirati proizvodnju
toksina Bacillus cereus (uzroCnika dijareje) u tekuc¢oj podlozi i realnom supstratu — juhi. To se
objasnjava na dva nacina: ukoliko je proizvodnja toksina aktivan proces vjerojatno nema
dovoljno ATP-a za njegovo izlu€ivanje izvan stanice; niZza specificna stopa rasta moze znaciti
kako stanica koristi svu raspoloZivu energiju na odrzavanje Zivota zbog ¢ega je ostaje vrlo

malo za proizvodnju toksina (Burt, 2004.).

Antifungalno djelovanje karvakrola i timola obuhvaéa remeéenje Ca** i H* homeostaze, kao i
naruSavanje integriteta membrane i smanjenu biosintezu ergosterola u Candida sojevima
(ergosterol regulira fluidnost membrane, sli€éno kolesterolu u Zivotinjskim stanicama)
(Hyldgaard i sur., 2012.). Dokazana je njihova djelotvornost u inhibiciji plijesni uzro€nika
kvarenja hrane, ukljuCujuci Aspergillus niger, A. flavus i A. parasiticus (Tajkarimi i sur.,
2010.).

Juven i suradnici (1994.) istrazivali su djelovanje timola na Salmonella typhimurium i
Staphylococcus aureus. Pretpostavka je kako se timol veze za membranske proteine
hidrofobnim dijelom uspostavljajuci vodikove veze i mijenja propusnost membrane. Utvrdeno
je kako timol posjeduje bolja inhibitorna svojstva pri pH 5,5 nego 6,5 jer pri nizem pH
molekule timola nece biti disocirane i stoga ¢e biti hidrofobnije te ¢e se bolje vezati za

hidrofobne dijelove proteina i otopiti u lipidnoj fazi (Juven i sur., 1994.; Burt, 2004.).

10
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Cinamicki aldehid

Komercijalno se dobiva iz cejlonskog cimeta (Cinnamomum zeilanicum) ili iz kineskog cimeta
(Cinnamomum cassia). Kineski cimet je daleko jeftiniji od cejlonskog, ali, s aspekta
toksi¢nosti, sadrzi visoke doze kumarina dok ga cejlonski cimet sadrzi u tragovima (Velebit i
sur., 2012.). Aldehidna skupina cinamickog aldehida (Slika 4) je reaktivha i posjeduje
sposobnost kovalentnog vezanja za DNK i proteine preko amino skupine i stoga remeti
njihovu funkciju. Mehanizam djelovanja je nejasan. Pri niskim koncentracijama inhibira
enzime ukljuene u citokinezu ili manje znacCajne stanine funkcije. Pri subletalnim
koncentracijama inhibira ATP-azu, a letalne koncentracije remete stanicnu membranu
(Hyldgaard i sur., 2012.).

‘“\V’U\H

Cinamicki aldehid
Slika 4 Strukturna formula cinamic¢kog aldehida
(Bakkali i sur., 2008.)

Antifungalno djelovanje ukljuuje inhibiciju stani¢ne diobe kroz reakciju sa sulfhidrilnim
skupinama koje su nezamjenjive za rast plijesni te inhibiciju sinteze enzima u stani¢nim

stijenkama plijesni (Lee i sur., 2004.).

Inhibira rast Escherichia coli O157:H7 i Salmonella typhimurium pri sli¢nim koncentracijama
kao karvakrol i timol, ali ne tako $to ostecuje vanjsku membranu ili troi unutarstaniéni ATP,
vec se preko aldehidne skupine veze za proteine u citoplazmi i sprieCava djelovanje kisele
dekarboksilaze u Enterobacter aerogenes (Burt, 2004.). U istrazivanju koje su proveli Velebit
i suradnici (2012.) ustanovljeno je kako cinamicki aldehid posjeduje jaCu antibakterijsku
aktivnost prema patogenim mikroorganizmima u hrani nego karvakrol jer ireverzibilno, u vrlo
kratkom roku, inhibira stanicne enzime dok karvakrol parcijalno dezintegrira citoplazmatsku
membranu i stvara pore u membrani Sto dovodi do konstantnog istjecanja iona iz citoplazme
u izvanstaniéni prostor. Bakterije se tome opiru dok se ne dostigne maksimum ionskih pumpi.
Dakle, oSteCenja stanica nastala djelovanjem karvakrola su reverzibilna, do odredene

granice, pa je i rezistentnost stanica duza (Velebit i sur., 2012.).

11
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Eugenol

Eugenol je glavni sastojak ulja klin¢i¢a (€ak do 85%). Na Bacillus cereus djeluje tako Sto
inhibira proizvodnju amilaze i proteaze i oste¢uje stani¢nu stijenku pa dolazi do razgradnje
stanice, a na Enterobacter aerogenes inhibicijom djelovanja proteina uslijed vezivanja na iste
hidroksilnom skupinom (Burt, 2004.).

Antifungalno djelovanje eugenola treba dodatno istraziti, ali je poznato kako ovisi o stanic¢noj
proliferaciji. Tretman eugenolom mijenja stani€nu membranu i strukturu stani¢ne stijenke
stanica Saccharomyces cerevisiae tijekom proliferacije $to rezultira gubljenjem staniCnog
sadrzaja (Hyldgaard i sur., 2012.). Inhibira proizvodnju mikotoksina plijesni roda Aspergillus i
Penicillium u koncentraciji od 300 pg/ml (Tajkarimi i sur., 2010.).

2.3. SIGURNOST UPORABE ETERICNIH ULJA | SASTOJAKA

Sigurnost hrane je sve vazniji javno-zdravstveni problem, te postoji potreba za razvojem
novih metoda za smanjenje ili uklanjanje patogena iz hrane. Zbog odrzavanja sigurnosti
prehrambenih proizvoda, uslijed smanjenja uporabe soli i $eéera, kao i trenda smanjenja
uporabe sintetskih prehrambenih aditiva, javlja se potreba za prirodnim aditivima. Jedna od
mogucnosti je uporaba etericnih ulja kao prirodne alternative u zastiti hrane koja je
uvjetovana zahtjevom suvremenih potroSaCa za konzumiranjem minimalno procesirane
hrane (Burt, 2004.; Gutierrez i sur., 2009.; Velebit i sur., 2012.; Moracanin i sur., 2015).

Na ambalazi i/ili pratec¢oj dokumentaciji Cistih eteri¢nih ulja moraju se naci podaci vazni svim
potroSacima jer je specificnost djelovanja eteri¢nih ulja u izravnoj vezi s njihovim specifi¢nim
kemijskim sastavom. Oznake moraju sadrzavati informacije koje zadovoljavaju i najstroze
zahtjeve primjene, uzimajuci pri tome moguénosti njihove uporabe u farmaciji, aromatiziranju
hrane, proizvodnji stoéne hrane, kozmetic¢kim i drugim proizvodima Siroke potrosnje, te u
aromaterapiji (MZSS, 2009; MPRR, 2011.).

Prehrambena industrija etericna ulja primarno koristi za promjenu ili poboljSanje okusa
proizvoda, a njihova primjena kao prirodnih antimikrobnih prehrambenih aditiva zahtijeva
detaljno istrazivanje i spoznaje o njihovim svojstvima (minimalna inhibitorna koncentracija,
cilini organizmi, nacin djelovanja i djelovanje sastojaka hrane na njihova antimikrobna

svojstva) (Hyldgaard i sur., 2012.).

Primjena etericnih ulja ili njihovih sastojaka kao aditiva u prehrambenim proizvodima je
ograniCena jer su potrebne velike koncentracije kako bi se osigurao antimikrobni ucinak

(Hyldgaard i sur., 2012.). Antimikrobnu aktivnost eteri¢nog ulja ili njegovih sastojaka moze

12
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smanijiti interakcija sa sastojcima hrane (masti, Skrob, proteini, sadrzaj vode), a takoder ovisi
i o Cimbenicima poput pH, temperature te razini mikrobne kontaminacije (Burt, 2004.;
Gutierrez i sur., 2009.; Hyldgaard i sur., 2012.).

Europska Komisija registrirala je brojne sastojke eteri¢nih ulja kao arome u prehrambenim
proizvodima koji ne predstavljaju rizik za zdravlje potrodaca i oni ukljuCuju karvakrol, karvon,
linalol, cinamic¢ki aldehid, vanilin, citral, p-cimen, eugenol, limonen, mentol i timol. Estragol i
metil eugenol 2001. godine uklonjeni su s liste zbog genotoksi¢nosti. Agencija za hranu i
lijekove (FDA) arome je kategorizirala kao uglavnom prepoznate kao sigurne (GRAS) ili kao
odobrene prehrambene aditive (Burt, 2004.). Sirova eteri¢na ulja koje je FDA klasificirala kao
GRAS su, izmedu ostalih, ulja klin€i¢a, origana, majCine dusSice, muskatnog orasci¢a,

bosiljka, goruSice i cimeta (Hyldgaard i sur., 2012.).

Prije bilo kakve Siroke i komercijalne primjene, prirodni aditivi i arome moraju proci
predvidene laboratorijske, industrijske, medicinske provjere i moraju biti odobreni u
zakonodavstvu. Prije dodavanja etericnog ulja ili sastojaka etericnog ulja u prehrambene
proizvode, potrebno je provesti ispitivanje njihove interakcije u in vitro uvjetima (mjerenjem
porasta kulture mikroorganizama od interesa u podlozi koja sadrzZi razli€ite koncentracije
masti, proteina i Skroba). Potrebno je ispitati i prihvatljivi dnevni unos etericnog ulja ili
sastojaka eteri€nog ulja (Burt, 2004.; Gutierrez i sur., 2009.; Hyldgaard i sur., 2012

Moracanin i sur., 2015).

EteriCna ulja treba paZljivo koristiti jer neka istrazivanja ukazuju na osjetljivost, iritaciju i
toksi¢nost njihove uporabe, ukljuujuéi alergijske reakcije i anafilaktiCki Sok, pri ¢emu veca
koncentracija ulja posjeduje i veci alergijski potencijal (Dreger i Wielgus, 2013.). Eugenol,
mentol i timol mogu uzrokovati iritaciju usne Supljine i sluznice (ovisno o koncentracijama)
§to mozZe biti posljedica lize membrane i povrSinske aktivnosti (Burt, 2004.; Bakkali i sur.,
2008.). Cinamicki aldehid, karvakrol, karvon i timol ne posjeduju zna¢ajan toksikolo$ki utjecaj
in vivo dok u in vitro uvjetima uzrokuju blage do umjerene toksi¢ne ucinke na stani¢noj razini
(Burt, 2004.; Macwan i sur., 2016.). Neka eteri¢na ulja (limun, bergamot, naran¢a, celer,
perSin, mrkva) sadrze fotoaktivne molekule, poput furokumarina, koji uzrokuju fototoksi¢ne
reakcije, dok u nekim slu€ajevima mogu formirati kovalentne adukte na DNK Sto za
posljedicu moze imati smrt stanice i mutagenezu (Burt, 2004.; Bakkali i sur., 2008.; Dreger i
Wielgus, 2013.). Neka se eteriCna ulja, ili prije neki njihovi sastojci, nakon metabolicke
aktivacije mogu smatrati sekundarnim karcinogenima (npr. mogu izazvati ekskreciju
estrogena $to moze izazvati karcinom ovisan o estrogenu). Citotoksi¢nost eteri¢nih ulja u

stanicama sisavaca uzrokovana je indukcijom nekroze i apoptoze (Bakkali i sur., 2008.).
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Interakcije izmedu eteriCnih ulja i njihovih sastojaka te sastojaka hrane i prehrambenih aditiva
potrebno je ispitati. Na primjer, ulja origana i klin¢i¢a mogu uzrokovati tamnu pigmentaciju u
dodiru sa Zeljezom 5to mozZe ograniéiti njihovu primjenu. Podrucje istraZivanja takoder treba
biti i stabilnost eteri€nih ulja prilikom procesiranja hrane. Utvrdeno je kako se cinamicki
aldehid razgraduje na benzaldehid pri temperaturi od 60 °C kada se zagrijava samostalno, a
stabilan je 30 minuta nakon izlaganja temperaturi od 200 °C u kombinaciji s eugenolom
(Burt, 2004.).

Preporucuje se provesti vise sigurnosnih istrazivanja prije nego se eteri¢na ulja po¢nu vise

upotrebljavati i u ve¢im koncentracijama u hrani, nego $to je to danas (Burt, 2004.).

2.4. PRIMJENA ETERICNIH ULJA U OBRADI | PROIZVODNJI
NAMIRNICA

Prehrambeni proizvodi su, Cesto, lako pokvarljivi i zahtijevaju zastitu od kvarenja tijekom
pripreme, skladistenja i distribucije (Holley i Patel, 2005.; Macwan i sur., 2016.). Eteri¢na ulja
inhibiraju rast patogenih mikroorganizama i, na taj nacin, sprjeCavaju bolesti koje se prenose
hranom, poboljSavaju kvalitetu hrane i produzuju trajnost namirnica (Burt, 2004.; Fisher i
Phillips, 2006.; Bakkali i sur., 2008.; Tajkarimi i sur., 2010.; Vu€ini¢ i sur., 2012.).

Bakterijska osjetljivost na etericha ulja povetava se smanjenjem pH vrijednosti hrane,
temperature skladiStenja i koli€ine kisika unutar pakiranja, dok hrana bogata mastima i/ili
proteinima, te nizi aktivitet vode (a,) povecavaju otpornost bakterija (Burt, 2004.; Holley i
Patel, 2005.; BoSkovic¢ i sur., 2013.; Macwan i sur., 2016.).

U antibakterijskim testovima in vitro uoCeni su dobri rezultati inhibicije eteri¢nim uljima.
Medutim, potrebno je povecati koncentraciju kako bi se isti u€inak postigao u hrani i to dva
puta u polumasnom mlijeku, deset puta u kobasicama od svinjske jetre, 50 puta u juhi, a ¢ak
25 do 100 puta u mekom sirom. Veéa dostupnost nutrijenata u hrani omogucava bakterijama
brzi popravak ostecenih stanica (Burt, 2004.; Fisher i Phillips, 2006.).

Kako bi se sprijeCio negativan u€inak na organolepti¢ka svojstva namirnica poveéanjem
koncentracije eteri€nih ulja i njihovih sastojaka moguce je eteri¢na ulja koristiti u tehnologiji
bioaktivnog pakiranja hrane, umjesto njihovog dodavanja u sam proizvod. Eteri¢na ulja mogu
se dodati u ambalazu kao sadrzaj vrecice, kao premaz po povrSini ambalaznog materijala ili
u obliku jestivog filma, Sto osigurava postepeno otpustanje hlapljivih eteri¢nih ulja i njihovih
sastojaka na povrSinu hrane ili u gornji dio ambalaze. Time se poveCava koncentracija
antimikrobnih sastojaka na povrsini proizvoda (gdje rastu Stetni mikroorganizmi) i sprieCava

se interakcija sa sastojcima hrane (Holley i Patel, 2005.; Tiwari i sur., 2009.; Emiroglu i sur.,
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2010.; Hyldgaard i sur., 2012.). Primjena eteri¢nih ulja u obliku filma koristi se za pakiranje
mesa, ribe, peradi, voc¢a, povrca, sira i kruha (Tiwari i sur., 2009.; Emiroglu i sur., 2010.).
Primjena konzerviranja preprekama omogucava koridtenje niske razine eteriCnih ulja u
kombinaciji s drugim tehnikama Cuvanja hrane (hladenje, pH, a,, modificirana atmosfera)
(Fisher i Phillips, 2006.; Macwan i sur., 2016.). Kako bi se koncentracija potrebna za
postizanje odredenog antimikrobnog uéinka svela na minimum mogu se iskoristiti i
sinergisticki ucinci eteri€nih ulja i njihovih sastojaka (Burt, 2004.; Gutierrez i sur., 2009.;
Hyldgaard i sur., 2012.). Antagonizam izmedu eteri¢nih ulja i hrane je nezeljen i neophodna

su istrazivanja kako bi se u prakti¢noj primjeni on izbjegao (Burt, 2004.).

Meso i mesni proizvodi

Ulja klin¢i¢a, timijana i origana ucinkovito inhibiraju Listeria monocytogenes, Aeromonas
hydrophila i prirodnu mikrofloru u mesu u koncentraciji od 5 — 20 pl/g. Visok udio masti
znacajno smanjuje djelovanje eteri¢nih ulja u mesnim proizvodima (otapanjem etericnih ulja
u lipidnoj fazi manje ulja ostaje dostupno za djelovanje na bakteriju u vodenoj fazi), npr. ulja
metvice i korijandera nisu ucinkovita u mesnim proizvodima s visokim sadrZzajem masti poput
paté (sadrzi 30 — 45% masti). Zbog toga su potrebne vece koncentracije eteriCnih ulja, a
izuzetak je Aeromonas hydrophila za &iju inhibiciju u kuhanoj svinjetini nije bilo potrebno
dodati veée koncentracije od utvrdenih in vitro testovima (Burt, 2004.; Tajkarimi, 2010.).
Pandit i Shelef (1994.) uocCili su kako je inkapsulirano ulje ruzmarina ucinkovitije nego
standardno ulje ruZzmarina protiv Listeria monocytogenes u kobasicama od svinjske jetre
(Pandit i Shelef, 1994.; Burt, 2004.). Ismaiel i Pierson (1990.) istrazili su djelovanje ulja
origana u pasteriziranom mljevenom mesu i ustanovili kako ucinkovito usporava rast spora
Clostridium botulinum u koncentraciji od 0,4 pl/g uz dodatak male koncentracije natrijevog
nitrita (Ismaiel i Pierson, 1990.; Burt, 2004.). Vodeni ekstrakt ruzmarina, kadulje i majcine
dusSice uspjeSno inhibira uzeglost toplinski obradenog pureceg mesa dok je mazuran

djelotvoran protiv nekoliko bakterijskih vrsta u svjezim kobasicama (Tajkarimi i sur., 2010.).

Riba i jela od ribe

Visok sadrzaj masti u ribi smanjuje antimikrobnu aktivnost eteri¢nih ulja (npr. ulje origana u
koncentraciji od 0,5 pl/g ucinkovitije inhibira Photobacterium phosphoreum u filetima
bakalara nego u masnoj ribi lososu). Uporaba eteri¢nih ulja po cijeloj povrsini ribe ili kao
premaz za Skampe djelotvorna je u inhibiciji Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes i

prirodne mikroflore koji uzrokuju kvarenje ribe (Burt, 2004.; Tajkarimi i sur., 2010.).
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Kombinacija karvakrola i timola produzava vijek trajanja fileta od Sarana za 4 puta. Ulje
origana djelotvornije je od ulja metvice, bez obzira na sadrzaj masti u ribi. MajCina duSica

povecava rok trajanja slatkovodne ribe za 15 do 20 dana (Tajkarimi i sur., 2010.).

Mlije€ni proizvodi

Ulje metvice u koncentraciji od 5 — 20 pl/g djelotvorno je u inhibiciji Salmonella enteritidis u
jogurtu niskog sadrzaja masti. Od ulja metvice ucinkovitija su ulja cimeta, kardamoma i
klin¢ica (Burt, 2004.). Ulja majCine duSice, kadulje, mirte, lovora i narane posjeduju
potencijal inhibicije i inaktivacije Escherichia coli, Staphyloccocus aureus, Listeria
monocytogenes i Candida albicans u mlijeku pri razli¢itim koncentracijama. Inhibitorni uc¢inak
eteriénih ulja povecava se poveéanjem koncentracije (Celikel i Kavas, 2008.). Visok a,
pozitivho djeluje na primjenu eteri¢nih ulja u mlijeku ubrzavanjem prijenosa eteri¢nih ulja do

cilinih mikroorganizama (Tajkarimi i sur., 2010.).

Povrce

EteriCna ulja i njihovi sastojci ucinkovito inhibiraju prirodnu mikrofloru kao i patogene
mikroorganizme uzroc¢nike kvarenja u koncentraciji od 0,1 — 10 ul/g. Ulje origana ucinkovito
inhibira Escherichia coli O157:H7 u koncentraciji od 7 — 21 ul/g i smanjuje ukupnu populaciju
u salati od patlidzana, u odnosu na netretiranu kontrolu. Timol u€inkovito inhibira Escherichia
coli O157:H7 u zelenoj salati i mrkvama (Burt, 2004.). Utvrdeno je kako karvon inhibira
klijanje krumpira tijekom skladistenja, te djeluje fungicidno u zastiti gomolja krumpira od

truljenja, bez utjecaja na njegov okus (Macwan i sur., 2016.).

Voce

Glavni uzroci kvarenja vo¢a su dehidratacija, gubitak boje, omek8avanje, gubitak kiselosti,
posmedivanje i mikrobioloSko kvarenje, koje uglavnom uzrokuju vrste rodova Penicillium,
Botrytis i Monilia (Serrano i sur., 2008.). Karvakrol i cinamicki aldehid ucinkovito smanjuju
broj prirodne mikroflore kivija u koncentraciji od 0,15 ul/g, ali manju ucinkovitost posjeduju
kod dinje medljike uslijed vise pH vrijednosti dinje (Burt, 2004.; Serrano i sur., 2008.).
Martinez-Romero i suradnici uocili su djelotvornost karvakrola u kontroli Botrytis cinerea,
plijesni koja uzrokuje truljenje grozda (Martinez-Romero i sur., 2007.; Serrano i sur., 2008.).

Primjena 40 ppm cinamic¢kog aldehida s 40 ppm eugenola u soku od jabuke rezultirala je
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njegovim o€uvanjem u trajanju od 7 dana (Tajrakimi i sur., 2010.). Tretman jagoda eteri¢nim

uljem eukaliptusa odgodio je truljenje jagoda tijekom skladidtenja (Serrano i sur., 2008.).

2.5. ETERICNO ULJE Cinnamomum cassia

Cinnamomum cassia (Cinnamomum aromaticum, kineski cimet ili kineska kasija) pripada
porodici lovora (Lauraceae). Dobiva se iz kore drveta i koristi se kao sredstvo za poboljSanje
okusa u azijskoj kuhinji. Posjeduje aromati¢an, sladak okus s primjesom gor&ine (Zaidi i sur.,
2015.). Uzgaja se u Kini, Vijetnamu, Banglade$u, Indiji, Pakistanu, Sri Lanki i Ugandi.
Zimzeleno stablo naraste 18 — 20 m visine, promjera 40 — 60 cm, kora je sivo-smede boje,
listovi duguljasti, crvene boje kada su mladi (Slika 5). Cvijetovi su bijele boje i cvjetaju u rano
proljeCe. Drveée se uglavnom uzgaja za komercijalnu proizvodnju cimeta i obi¢no se
obrezuje u obliku grmova, kako ne bi preslo odredenu visinu (Coppen, 1995.; Papi¢, 2009.;
Khan i Abourashed, 2010.).

Slika 5 Drvo (lijevo) i mladi listovi (desno) Cinnamomum cassia

(Slika lijevo: http://www.henriettes-herb.com, 2016.; slika desno:
http://www.growsonyou.com, 2016.)

Stabljike se rezu kada je kora zrela, u vrijeme kiSne sezone. Komadi kore drveta duzine oko
30 cm skupljaju se kako bi se saCuvali aromati¢ni spojevi i eteriCna ulja i tako se suse.
Vanjski dio kore se odvaja, a unutarnji dio kore kod su$enja se uvija prema unutra s obiju
strana u Stapice promjera oko 2,5 cm (Slika 6). Crvene su do tamno-smede boje, posjeduju
grubu teksturu, okus viSe gorak, a miris ostar (Coppen, 1995.; Kolovrat, 2007.; Papic, 2009.).

Eteri¢no ulje smede-Zute boje (Slika 6) dobiva se destilacijom vodenom parom iz li¢a, kore i
grancica (Coppen, 1995.; Papic, 2009.; Khan i Abourashed, 2010.).
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Slika 6 Stapiéi i prah (lijevo) i eteriéno ulje (desno) Cinnamomum cassia

(Slika lijevo: http://www.organiclifestylemagazine.com, 2016.; slika desno:
https://en.wikipedia.org, 2016.)

Glavni aktivni sastojci etericnog ulja Cinnamomum cassia su cinamicki aldehid (75 — 90%) i
kumarin (7%), a ostali sastojci prisutni su u tragovima i uklju€uju eugenol, benzojevu kiselinu,
cimetnu kiselinu, salicilnu kiselinu, cinamil alkohol, benzaldehid i druge (Slika 7) (Coppen,
1995.; Papi¢, 2009.; Khan i Abourashed, 2010.; Zaidi i sur., 2015.). Aktivhim sastojcima
eterichog ulja Cinnamomum cassia pripisuju se protuupalna, antioksidativna,

antikancerogena, antimikrobna i larvicidna svojstva (Zaidi i sur., 2015.).

@/\* @fﬁ

Trans - cimetna kiselina Cinamil alkahal
Kurmarin
Trans - cinamitki aldehid Eugenol

Slika 7 Strukturne formule razli€itih sastojaka Cinnamomum cassia
(Zaidi i sur., 2015.)

Cinnamomum cassia posjeduje snazna antibakterijska svojstva protiv velikog broja
patogena. UocCena je snazna ucinkovitost etanolnog ekstrakta Cinnamomum cassia protiv

Pseudomonas aeruginosa (Lopez-Malo i sur., 2007.; Zaidi i sur., 2015.).

Cinnamomum cassia djeluje antifungalno protiv rodova Aspergillus, Penicillium i Fusarium, te
Cetiri vrste roda Candida (C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata i C. krusei) (Lopez-Malo i

ur., 2007.; Zaidi i sur., 2015.). Posjeduje bolja inhibitorna svojstva prema Aspergillus flavus
od natrijevog benzoata, a €ini se kako joj je djelovanje vide fungistaticno nego fungicidno.

Etericno ulje Cinnamomum cassia u niskoj koncentraciji od 25 ppm moze inhibirati klijanje

18


http://www.organiclifestylemagazine.com/
https://en.wikipedia.org/

2. Teorijski dio

spora plijesni rodova Mucor i Aspegillus nakon 6 — 8 sati, Sto ga Cini pogodnim za uporabu
kao antifungalno sredstvo u pekarskim proizvodima gdje su gljive naj¢eséi uzroénici kvarenja
(Lépez-Malo i sur., 2007.). Primjer ucinkovitosti eterichog ulja Cinnamomum cassia u
oCuvanju namirnica dokazali su Feng i Zheng (2007.). Ispitivali su ucinak pet eteri¢nih ulja na
inhibiciju Alternaria alternata, saprofitne patogene gljive koja uzrokuje truljenje rajcice, u in
vitro i in vivo uvjetima. Najaktivnije eteri¢no ulje bilo je Cinnamomum cassia koje je inhibiralo
Klijanje 95,1% spora u koncentraciji od 500 pmm, a slijedilo ga je ulje timijana (Feng i Zheng,
2007.).

Protuupalno djelovanje etericnog ulja Cinnamomum cassia temelji se na blokiranju
proizvodnje ciklooksigenaze i NO uslijed inaktivacije NF-kB (Zaidi i sur., 2015.).
Antioksidativno djelovanje temelji se na povecanju aktivnosti antoksidativnih enzima

(superoksid dismutaze, katalaze i glutation peroksidaze) (Liao i sur., 2012.).

Utvrdeno je kako cimet povecava osjetljivost na inzulin kod osoba oboljelih od dijabetesa tipa
Il. Pretpostavlja se, kako u vodi topljivi polifenolni polimeri (tzv. A-polimeri), aktiviraju
inzulinske receptore $to utje€e na odrzavanje Zeljene razine glukoze u krvi. Razine ukupnog i

LDL kolesterola takoder su smanjene (Papi¢, 2009.; Zaidi i sur., 2015.).

Cinamicki aldehid moZe uzrokovati dermatitis kod ljudi i alergijske reakcije, kao i iritaciju
sluznice (Khan i Abourashed, 2010.; Zaidi i sur., 2015.). Istrazivanjima je ustanovljeno
hepatotoksicno i hemoragijsko djelovanje kumarina. Ve¢ i male doze kod osjetljivih ljudi
mogu oStetiti jetru i bubrege, a prekomjerno konzumiranje mozZe se manifestirati
vrtoglavicom, mucéninom, slabosti, unutarnjim krvarenjem, dok unos ekstremnih koli¢ina

moZe imati letalne posljedice (Papi¢, 2009.).

Cinnamomum cassia upotrebljava se kao zacin i aroma u domacinstvu i prehrambenoj
industriji, a nedavna istrazivanja su pokazala kako se Cinnamomum cassia moze koristiti kao
alternativa za tradicionalne konzervanse. U raznim oblicima (ekstrakt, prah, eteri¢no ulje)
koristi se u proizvodnji alkoholnih i bezalkoholnih pi¢a (sli¢nih coli), likera, slastica, cokolada,
guma za zvakanje, smrznutih mlijeénih deserata, pekarskih proizvoda, mesnih proizvoda,
umaka, zacinskih i €ajnih mjeSavina (Coppen, 1995.; Papi¢, 2009.; Khan i Abourashed,
2010.).

2.6. ETERICNO ULJE Litsea cubeba

Litsea cubeba (May Chang ili planinski papar) je malo zimzeleno drvo ili grm (Slika 8), visine
5 — 12 m, promjera debla 6 — 20 cm. Pripada porodici Lauraceae, a uzgaja se u Kini,

Indoneziji, Japanu, Tajvanu i drugim dijelovima jugoistoCne Azije, uglavnom u planinskim
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podrucjima. Cvijetovi su bijelo-zute boje, a plod zelene boje koja sazrijevanjem prelazi u
crvenu i crnu (Slika 8). Kora i plod obi¢no se koriste u tradicionalnoj kineskoj biljnoj medicini

za lijeCenje raznih bolesti (Coppen, 1995.; Sii sur., 2012.; Han i sur., 2013.; Hu i sur., 2014.).

Slika 8 Drvo (lijevo) i cvijet i plod (desno) Litsea cubeba
(Slika lijevo: Hu i sur., 2014.; slika desno: http://www.Igbotanicals.com, 2016.)

Etericno ulje dobiva se iz svjeZih plodova destilacijom vodenom parom, posjeduje
karakteristiCan svjeZi slatko-kiseli miris (poput limuna), svijetlo-Zute do Zute boje (Slika 9)
(Coppen, 1995.; Si i sur., 2012.; Han i sur., 2013.; Hu i sur., 2014.). Osim za proizvodnju
eteriCnog ulja, stablo Litsea cubeba ponekad se koristi za izradu namjestaja i rukotvorina
(Coppen, 1995.). Etericno ulje odlikuju antimikrobna, antioksidativha, insekticidna,
repelentna, citotoksi¢na, antikancerogena i neurofarmakoloSka svojstva. Siroko se
primjenjuje u prehrambenoj, kemijskoj i medicinskoj industriji, kao i u duhanskoj industriji (Si i
sur., 2012.; Han i sur., 2013.; Yang i sur., 2014.).

Slika 9 Eteri¢no ulje Litsea cubeba (lijevo i desno)

(Slika lijevo: https://www.mountainroseherbs.com, 2016; slika desno:
http://www.chinaplantoil.com, 2016.)
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Glavni aktivni sastojci etericnog ulja su neral i geranial (78 — 88 %), monoterpeni koji su cis-
trans izomeri citrala (Slika 10). U manjim koli¢inama sadrzi pinen, limonen, linalol,
metilheptonen, mircen, verbenol, cineol, sabinen, citronelal, o-cimen, p-cimen i druge (Si i
sur., 2012.; Han i sur., 2013.; Hu i sur., 2014.).

/O
AN 7 N )\V\/(

Geranial Neral

Slika 10 Strukturne formule dva izomera citrala
(Hu i sur., 2014.)

Eteri€no ulje Litsea cubeba, zajedno s limunskom travom, obogacuje miris u osvjezivaima i
sprejevima za domacinstvo. Sirovina je za izolaciju citrala koji se zbog svojih svojstava koristi
za poboljSanje okusa i mirisa proizvoda, ali i u kemijskoj indistriji za dobivanje vaznih derivata
poput jonona, metil jonona, pseudojonona, geranil nitrila, vitamina A, E i K, te u proizvodniji
parfema (Coppen, 1995.; Sii sur., 2012.; Hu i sur., 2014.). Geranil nitril svjezeg limunastog
mirisa (sli¢an citralu) posebno je cijenjen zbog svoje stabilnosti u blago luznatim uvjetima, a
sintetizira se iz citrala uz amonijak kao katalizator. Koristi se kao mirisni sastojak u
proizvodnji sapuna, Sampona, kozmetike, parfema, deterdzenata i repelenata. Pseudojonon
koristi se u prehrambenoj industriji kao prehrambeni aditiv, te u proizvodnji parfema. Dobiva

se reakcijom citrala i acetona u prisutnosti katalizatora (Hu i sur., 2014.).

Yang i suradnici (2014.) utvrdili su repelentno i insekticidno djelovanje eteri¢nog ulja Litsea
cubeba protiv duhanara Lasioderma serricorne i usi Liposcelis bostrychophila, primarnih
Stetnika na uskladiStenim zitaricama, duhanu, uljaricama, suSenom vocu i tradicionalnim

kineskim medicinskim materijalima (Yang i sur., 2014.).

Kako je eteriCno ulje bogato aldehidima moguca je iritacija koZe kod osjetljivih osoba, a moze
se javiti i fotoosjetljivost. Kontakt eteriCnog ulja s oima moze uzrokovati iritaciju i pe€enje, a
udisanje visokih koncentracija moze iritirati grlo i uzrokovati ka$alj (http://plushfolly.com,
2016.).

2.7. TIMOL

Timol (2-izopropil-5-metilfenol) je monoterpenski fenol (Slika 11) prisutan u eteri¢nim uljima

mnogih biljaka iz porodice Lamiaceae: Thymus vulgaris (timijan), Thymus serphyllum
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(majcina dusica), Origanum vulgare (origano) i mnoge druge. Eteri¢no ulje timijana dobiva se
ekstrakcijom iz biljaka (destilacijom vodenom parom) nakon ¢ega se timol iskristalizira, dok
karvakrol ostaje u tekucem stanju. Za ekstrakciju timola sve se viSe upotrebljava tekuca
ekstrakcija pod tlakom, ¢ime se skracuje vrijeme ekstrakcije uz veéi prinos timola i uporabu
manjih koli¢ina organskih otapala. Etilni laktat, etanol i limonen uinkovita su otapala pri
dobivanju timola iz eteriCnog ulja timijana. MozZe se dobiti i sintetskim putem. U obliku je
velikih bezbojnih kristala (Slika 11), mirisa na timijan, aromati¢nog i ljutog okusa. Nije topljiv
u vodi, ali je topljiv u etanolu, kloroformu i uljima (Angelov i sur., 2013.; Canéarevié i sur.,

2013.; http://research.omicsgroup.org, 2016.).

Timol

Slika 11 Strukturna formula (lijevo) i kristali timola (desno)

(Slika lijevo: Hyldgaard i sur., 2012.; slika desno: http://www.indianexoticoils.com/, 2016.)

Timijan je viSegodiSnja, Zbunasta, zeljasta biljka. Donji dijelovi stabljike su drvenasti, visina
stabljike je 25 — 50 cm. Listovi su sitni, tamno-zelene boje, a cvijetovi na vrhu izdanka su
bijele do bijelo-ruziCaste boje, takoder sitni. Eteri¢no ulje timijana dobiva se iz svjezih listova i
cvijeta, Zuto-crvene je boje, ljutog okusa i aromati¢nog mirisa (Slika 12) (Cangarevié i sur.,
2013.).

Slika 12 Timijan (lijevo) i eteri¢no ulje timijana (desno)
(Slika lijevo i slika desno: https://en.wikipedia.org, 2016.)
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Glavni sastojci ulja su timol (30 — 70%) i karvakrol (3 — 15%), a ostali sastojci su p-cimen, y-
terpinen, limonen i drugi. U ulju je do 50% ukupnih fenola raCunato kao timol. Timol se moze
dobiti i iz majCine dusSice te origana, ali eteri€no ulje tih biljaka sadrzi vecu koli€inu karvakrola

u odnosu na timol (Cangarevié i sur., 2013.).

Timol posjeduje antioksidativna, protuupalna, antimikrobna, imunomodulatorska, antisepti¢na
svojstva (25 puta je jadi od fenola i manje je toksiéan) (Angelov i sur., 2013.; Cand&arevié i
sur., 2013.; Castro i sur., 2015.). Kao aromati¢ni sastojak timol se koristi u prehrambenim
proizvodima, pi¢ima, konditorskim proizvodima, ali i u proizvodnji sapuna i losiona, vodica za
ispiranje usta (Listerine), pasta za zube, sirupa protiv kaslja (Cosentino i sur., 1999.).
EteriCna ulja koja sadrze timol Siroko se primjenjuju u medicini zbog antimikrobnih i
dezinfekcijskih svojstava, te u proizvodnji hrane i stoéne hrane (Guo i sur., 2009.). U
etericnom ulju timijana, timol i karvakrol posjeduju najsnazniju antimikrobnu aktivnost, a
postotak inhibicije rasta mikroorganizama izazvan timolom je sljede¢i: Salmonella
choleraesuis 56%, Aspergillus flavus 67%, Listeria monocytogenes 80% i Candida albicans
100% (Guo i sur., 2009.; Cané&arevi¢ i sur., 2013.).

Antibakterijsko djelovanje timol zahvaljuje hidrofobnim interakcijama s fosfolipidima
membrane i hidroksilnoj skupini koja uspostavlja vodikove veze s bakterijskim stanicama i, u
njima, onemogucava dinami¢ke procese. Hidrofobni timol oSteCuje membranu gram-
negativnih bakterija bogatu lipopolisaharidima, ugraduje se u citoplazmatsku membranu i
ometa njezino funkcioniranje (Lopez-Malo i sur., 2005.; Hyldgaard i sur., 2012.; Cancarevic i
sur., 2013.).

Antifungalno djelovanje ukljuCuje interakciju sa stani¢nom stijenkom i unutarstani¢nim
molekulama. Timol ometa vezikule i stani€énu membranu, kao i biosintezu ergosterola ¢ime
utjeCe na integritet staniche membrane te povecava propusnost iona. Inhibira enzime
ukljuene u proizvodnju energije i strukturnih staniCnih sastojaka. Inhibira germinaciju spora,
proliferaciju i stani€nu respiraciju (Lépez-Malo i sur., 2005.; Hyldgaard i sur., 2012.; Castro i
sur., 2015.). Segvié-Klari¢ i suradnici (2006.) ispitivali su antifungalnu aktivnost eteri¢nog ulja
timijana i Cistog timola na odabrane vrste plijesni. UoCeno je kako timol posjeduje tri puta
vecu antifungalnu aktivnost na osnovu €ega se zakljuCuje kako se snazno antifungalno
djelovanje eteriénog ulja timijana mozZe pripisati upravo timolu, kao glavnom sastojku (Segvié
Klari¢ i sur., 2006.).

Kako je hidrofoban, otapa se u lipidnoj fazi namirnica i, na taj nacin, odvaja od vodene faze
zbog Cega se produljuje njegov kontakt s bakterijskom stanicom. Otapanje u etanolu, prije
uporabe, povecava antibakterijsko djelovanje, €ak i viSe od uporabe stabilizatora, jer se na

taj nac¢in moze bolje povezati s bakterijskom stanicom u vodenoj fazi hrane. Timol se moze
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upotrebljavati kao prehrambeni aditiv, a dodatak stabilizatora (pove¢ava viskoznost vodene
faze i usporava razdvajanje timola i vodene faze) moZe poboljdati njegovo djelovanje u
teku€oj hrani, kao i u namirnicama s visokim sadrzajem vode kada uporaba etanola kao
otapala nije pogodna te u prehrambenim proizvodima u kojima su nize koncentracije

pozeljne iz organoleptickih razloga (Burt i sur., 2005.).

Utvrdeno je kako timol posjeduje minimalnu potencijalnu toksi¢nost i predstavlja minimalnu

opasnost. Kod ljudi moze uzrokovati koznu osjetljivost i iritaciju (https://www.bgrci.de, 2016.).

2.8. PROPIL GALAT

Propil galat (C19H1,0s) je propil ester 3,4,5-trihidroksibenzojeve kiseline, bijeli kristali¢ni prah
(Slika 13) bez mirisa, pomalo gorkog okusa (Becker, 2007.; EFSA, 2014.).

HO OH

OH
Fropil galat

Slika 13 Strukturna formula (lijevo) i kristali¢ni prah propil galata (desno)

(Slika lijevo: EFSA, 2014.; slika desno: http://www.powderpackchem.com, 2016.)

Slabo je topljiv u vodi, topljiv je u etanolu, etil eteru, propan-1,2-diolu, mastima i uljima.
Stabilan je u neutralnoj i blago kiseloj sredini, a nestabilan je u blago luznatoj sredini i pri
zagrijavanju. Proizvodi se esterifikacijom galne kiseline i propanola na temperaturi 100 — 180
°C. ViSak alkohola se uklanja destilacijom, a produkt se izolira i pro€iS¢ava kristalizacijom.
Konacni proizvod se susi, prosijava i pakira (Becker, 2007.; EFSA, 2014.).

Propil galat djeluje kao hvata€ slobodnih radikala ¢ime se sprjeCava stvaranje i nakupljanje
slobodnih radikala u kemijskim i bioloSkim sustavima (Becker, 2007.).

Antibakterijska aktivnost temelji se na inhibiciji respiracije i aktivhosti malat dehidrogenaze,
remecenju sustava citokroma tretiranih bakterijskih stanica, inhibiciji sinteze staniCnih
polimera, DNK, RNK i proteina. Medutim, u koncentracijama koje se koriste u hrani, propil
galat posjeduje nisku antibakterijsku aktivnost (Becker, 2007.).
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Pretpostavlja se kako se antifungalna aktivhost zasniva na interakciji s membranskim
fosfolipidima Cime utjeCe na molekularnu organizaciju. Nadalje, njegova lipofilnost posjeduje
vaznu ulogu u njegovoj djelotvornosti. Medutim, u istraZivanju koje su proveli Kubo i
suradnici (2002.) propil galat nije pokazao antifungalno djelovanje prema Saccharomyces
cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Candida albicans i Aspergillus niger (Kubo i sur.,
2001.; Leal i sur., 2009.).

U EU odobren je kao prehrambeni aditiv (E310), zahvaljujuéi svojim antioksidativnim
svojstvima (Leal i sur., 2009.; EFSA, 2014.). Netoksi¢an je spoj koji posjeduje ograni¢eno
antimikrobno djelovanje. Kako bi mu se poboljSala u€inkovitost ¢esto se kombinira s drugim
antioksidansima, poput BHA (butil hidroksianisol, E320) i BHT (butil hidroksitoluen, E321)
(Strippoli i sur., 2000.). NajceS¢e se koristi za stabilizaciju biljnih i zivotinjskih masti jer
sprje€ava njihovu oksidaciju, uzeglost i kvarenje kao posljedicu nastanka peroksida (Van der
Heijden i sur., 1986.; Becker, 2007.). Osim u prehrambenoj industriji, koristi se i u

kozmetickoj, farmaceutskoj industriji te u proizvodima za osobnu higijenu (EFSA, 2014.).

Procijenjeni prihvatljivi unos propil galata iznosi 0,5 mg/kg tjelesne tezine dnevno (EFSA,
2014.). Lako se apsorbira u gastrointestinalnom traktu i hidrolizira na galnu kiselinu i propilni
alkohol i dalje metilira te se biotransformacijski produkt izlu€uje urinom (Van der Heijden i
sur., 1986.).

Przenjem hrane na temperaturi veéoj od 190 °C veZe ione Zeljeza. Kod djece, zbog
mogucnosti vezanja iona Zeljeza, moze uzrokovati cijanozu (plavkasto obojenje koze uslijed
shizene koncentracije kisika u krvi) te se stoga ne smije dodavati u hranu za djecu i dojen¢ad
(Pavlini¢, 2005.). Akutna toksi¢nost je niska, ali u ve¢im koli¢inama moze uzrokovati iritaciju
koZe i zeluca. MoZe uzrokovati kontaktni dermatitis kod pekara i drugih osoba koje su u
kontaktu s propil galatom (Van der Heijden i sur., 1986.). Nije uofena genotoksi¢nost propil
galata in vivo i nije kancerogen. UoCeno je vezanje za receptore estrogena u in vitro
uvjetima, stoga se potencijalni Stetni ucinci in vivo moraju dodatno istraziti (Pavlini¢, 2005.;
EFSA, 2014.).

2.9. PLIJESNI

Plijesni su nitaste gljive, viSestani¢ne, heterotrofne i, gotovo iskljucivo, aerobni organizmi. Ne
sadrze klorofil zbog éega ne mogu sami stvarati hranu pomocu sunéeve svjetlosti. Zive kao

saprofiti i hrane se zivom ili mrtvom organskom tvari (Tucker, 2008.; Cvek i sur., 2010.).

Nitaste, konCaste stanice koje izgraduju plijesni nazivaju se hife. Kolonija plijesni sastoji se

od povezanih, umrezenih hifa koje tvore micelij. Micelij se dijeli na supstratni i zracni.

25



Jelena Kovacevic: Antifungalni u€inak eteri€nih ulja na odabrane plijesni roda Penicillium

Supstratni micelij predstavlja splet hifa koje prodiru duboko u organske tvari iz koje plijesan
iscrpljuje hranjive sastojke. Zracni micelij se dize i raste iznad hrane i sadrzi organe za
razmnozavanje — sporangiofore sa sporama ili konidiofore s konidijama, koje sudjeluju u
tvorbi paucinastog oblika kolonije plijesni (Skrinjar i TeSanovi¢, 2007; Tucker, 2008.; Cvek i
sur., 2010.; USDA, 2012.). Spore su malene i lagane te se lako prenose zrakom i stvaraju
nove kolonije, u ¢emu im pomazu vlaga, temperatura i hranjiva podloga (Tucker, 2008.; Cvek
i sur., 2010.).

Plijesni mogu izgledati pahuljasto ili kompaktno. Neke su barSunastog izgleda, neke djeluju
suho i puderasto, a neke vlazno i zelatinozno. Pigmenti u miceliju mogu biti crveni, ljubi€asti,

zeleni, sivi, crni, itd. (Lasztity, 2009.).

2.9.1. Znacaj plijesni

Plijesni su ekonomski iznimno znaCajne jer se, zbog svojih korisnih metabolita,
upotrebljavaju u prehrambenoj industriji za proizvodnju fermentiranih proizvoda, u
farmaceutskoj industriji za proizvodnju antibiotika i drugih lijekova, te u poljoprivredi. Uporaba
plijesni za dobrobit ljudi dio je biotehnologije (Carlile i sur., 2001.).

Mnoge plijesni proizvode izvanstaniéne enzime koji im razgraduju polisaharide i proteine na
Secere i aminokiseline, i od velikog su industrijskog zna€aja. Tako su zamijenili kiselinsku
hidrolizu Skroba u Secer jer, za razliku od kiseline, enzimi ne uzrokuju nezeljene reakcije.
Visokoglukozni sirup dobiva se pomoéu glukoamilaza koje proizvodi Aspergillus niger.
Glukoza oksidaza koju proizvode Aspergillus niger ili Penicillium chrysogenum dodaje se
voénim sokovima u bocama kako bi se uklonili tragovi kisika te djeluju i kao konzervans, itd.
Takvi enzimatski pripravci relativno su jeftini za proizvodnju i Siroko su primjenjivi (Carlile i
sur., 2001.). Aspergillus niger naj¢eS¢ée se koristi za industrijsku proizvodnju limunske
kiseline aerobnom fermentacijom iz Sec¢era (16 — 20 %), pri pH 5,5 — 6,5, uz amonijev nitrat

kao izvor dusika i uz dodatak fosfata (Lisztity, 2009.).

Plijesni tradicionalno zauzimaju znacajno mjesto u fermentaciji kobasica i zrenju Sunki.
Svojom aktivnoScu tj. stvaranjem primarnih i sekundarnih metabolita dovode do razvoja
karakteristicnog okusa i izgleda ovih proizvoda. Plijesni roda Penicillium (Penicillium
nalgiovense) najceSCe se koriste u komercijalnim starter kulturama, a pridonose i
zdravstvenoj sigurnosti proizvoda jer inhibiraju rast bakterija (Listeria monocytogenes)
(Martinovi¢ i Moracanin, 2006.). U Aziji se plijesni roda Aspergillus koriste za fermentaciju

soje i pSenice u proizvodniji sojinog umaka (Carlile i sur., 2001.).
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Plijesni roda Penicillium proizvode lipaze i proteaze koje se koriste u sazrijevanju plavih
sireva Roquerfort, Danablu, Gorgonzola (Penicillium roqueforti) te sireva Camembert i Brié
(Penicillium camemberti) (Lisztity, 2009.). Plavi micelij Penicillium roqueforti te bijeli micelij

Penicillium camemberti daju karakteristiCan izgled i aromu sirevima (Carlile i sur., 2001.).

Plijesni se koriste i u proizvodnji alkoholnih pi¢a. U proizvodnji desertnih vina znaéajna je
vrsta Botrytis cinerea koja uzrokuje gubitak vode u bobama grozda, ostavljajuci iza sebe
povecanu koli¢inu Secera, vo¢nih kiselina i minerala koji vinu daju sladak okus. Plijesni, koje
se nalaze na povrSini zitarica enzimima razgraduju Skrob prisutan u rizi, jeCmu, slatkom
krumpiru i koriste se za proizvodnju tradicionalnog pi¢a sake (vina od rize) i drugih alkoholnih
pi¢a. U Japanu se za saharifikaciju u proizvodnji vina od rize koristi Aspergillus oryzae, dok

se u Kini koristi Rhizopus oryzae (Carlile i sur., 2001.).

Jedan od najvaznijih lijekova za lije€enje bakterijskih infekcija — penicilin — dobiva se iz
zelene plijesni Penicillium notatum (drugi naziv je Penicillium chrysogenum) (Jay i sur.,
2005.; Tucker, 2008.; Lisztity, 2009.).

Osim uporabe u biotehnologiji, plijesni utjeCu i na kvarenje hrane te ju ¢ine nepozeljnom i

neprihvatljivom za konzumaciju (Doyle, 2007.; Tucker, 2008.).

2.9.2. Svojstva plijesni

Rast plijesni

Plijesan moze preZivjeti pri nizim razinama dostupne vode, za razliku od bakterija.
Optimalan a,, za rast je 0,80 — 0,90 (Tucker, 2008.). Medutim, neke vrste plijesni (poput
plijesni roda Eurotium) sposobne su rasti i pri nizim vrijednostima a,, (0,65 — 0,70) (Jay i sur.,
2005.), sto je vidljivo u Tablici 1. Na raspon a, pri kojem plijesni mogu rasti utjeCu
temperatura i sastav hrane (Jay i sur., 2005.). Hrana koja ne sadrzi puno vode (sirevi, orasi,
tijesto) podloznija je kvarenju plijesnima (Marriott i Gravani, 2006.). Toleriraju nisku kiselost i
mogu rasti pri rasponu pH od 2 do 8,5 dok je optimalan pH za rast od 4,5 do 5. Temperature
potrebne za optimalan rast krecu se izmedu 20 i 30 °C, Sto je glavni uzrok povecanog
kvarenja hrane tijekom ljetnih mjeseci (Tucker, 2008.). Medutim, neke plijesni mogu rasti i pri
temperaturi od 4 °C ili tek nesto iznad, a neke mogu rasti &ak i pri temperaturama ispod
nistice. Plijesni za rast trebaju kisik i to je razlog zasto, gotovo uvijek, rastu na povrSini

kontaminirane hrane (Lisztity, 2009.).
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Tablica 1 Rast plijesni u hrani pri razli¢itim vrijednostima a,,

(Labuza, 1975.)

ay Plijesan Prehrambeni proizvodi
0,94 Stachybotrys atra
Neki sirevi, suhomesnati
0,93 Rhizopus nigricans proizvodi (Sunka), pekarski
proizvodi, mlijeko u prahu
0,90 Trichothecium roseum
0,85 Aspergillus clavatus
0,84 Byssochlamys nivea
- Zasladeno kondenzirano
Penicillium expansum o Lo
L . mlijeko, sirevi (Cedar),
083 Penicillium islandicum fermentirane kobasice (salame)
Penicillium viridicatum . !
suho meso, slanina, koncentrati
A i i vocénih sokova, ¢okoladni sirup,
0,82 spergillus parasiticus voéna torta
Aspergillus fumigatus
081 Penicillium cyclopium
' Penicillium patulum
0,79 Penicillium martensii
0,78 Aspergillus flavus
Aspergillus ochraceus Marcipan, melasa, suhe
0,77 . : . . ,
Aspergillus niger smokve, jako slana riba, dzem,
marmelada
075 Aspergillus restrictus Aspergillus
' candidus
0,71 Eurotium chevalieri
0,70 Eurotium amstelodami , .
Suho voce, kukuruzni sirup,
0,61 Monascus bisporus 2vakace gume
0,60 Nema rasta

Kvarenje namirnica

Kvarenje hrane moze se definirati kao proces ili skup promjena koje proizvod c&ine

nepozeljnim ili neprihvatljivim za ljudsku uporabu. To je nezeljena promjena okusa, mirisa,

boje i teksture hrane izazvana razvojem mikroorganizama i djelovanjem njihovih enzima

(Moracanin i sur., 2015.).

Zygomycetes se smatraju primitivnim gljivama i Siroko su rasprostranjene u prirodi. Obi¢no

zahtijevaju visi a,, za rast i uzrokuju truljenje uskladistenog voca i povréa, ukljuCujuci jagode i
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slatki krumpir (kvarenje naj¢eSce uzrokuju vrste rodova Mucor i Rhizopus). Plijesni roda
Penicillium uzrokuju kvarenje hrane i proizvode mikotoksine. Mogu uzrokovati truljenje
jabuka, krusaka, agruma, kvarenje ostalog voca, Zitarica, te ohladenih i procesiranih
namirnica, poput dzemova i margarina. Plijesni roda Aspergillus rastu brze, otpornije su na
visoke temperature i niZi a,, od Penicillium vrsta. Proizvode mikotoksine, najpoznatiji su
uzrocnici kvarenja zitarica, graha, kikirikija, oraSastih proizvoda i zacina. Kontaminanti su

sirovih i barenih kobasica, kuhanih Sunki i pakiranog mesa (Doyle, 2007.).

Uvjeti za unistavanje rasta plijesni

Dobra proizvodacka praksa, sanitacija i higijena mogu sprijeCiti kontaminaciju hrane
mikroorganizmima. Plijesni zahtijevaju odredene uvjete za rast i, stoga, mijenjanjem vanjskih
¢imbenika i okoline hrane moguce je odgoditi kvarenje (Doyle, 2007.). Glavni ¢imbenici o
kojima ovisi rast plijesni na prehrambenim proizvodima su a,, pH, Kisik, temperatura i
prisutnost drugih mikroorganizama. Pokazalo se da temperatura, pH i a,, zajedno djeluju na
rast plijesni, te ako jedan ili vise &imbenika postane ograni€avajuéi, razvoj plijesni se, u

velikoj mjeri, smanjuje ili €ak zaustavlja (Dijksterhuis i Samson, 2007.).

Voda dostupna za metaboli¢ku aktivnost odreduje opseg rasta mikroorganizama i obi¢no se
izrazava kao aktivitet vode (a,) (Carlile i sur., 2001.; Jay i sur., 2005.). Za kontrolu
kontaminacije plijesnima i sprjeCavanje njihovog rasta na prehrambenim proizvodima vazno
je smanijiti dostupnost vode $to se moze posti¢i dodavanjem soli, Se€era i aditiva (veZu jedan
dio vode), podvrgavanjem namirnice niskim temperaturama (hladenje ili zamrzavanje) ili
kontrolom vlaznosti prostora za skladiStenje (Durakovi¢ i sur., 2002.; Adams i Moss, 2008.;
Pitt i Hocking, 2009.). Kada se plijesni nalaze u okruzenju u kojem je nizak a,, i, posljedi¢no,
visok osmotski tlak, stanice osmozom gube vodu Sto utjeCe na apsorpciju nutrijenata,
biosintezu proteina i enzimsku aktivnost stanica (Jay i sur., 2005.; Pitt i Hocking, 2009.).
Snizavanje a,, ispod optimalne razine inhibira poCetak aktivnog rasta plijesni, smanjuje rast i
opseg kolonizacije €ime se smanjuje kontaminacija u prehrambenim proizvodima (Carlile i
sur., 2001.; Durakovi¢ i sur., 2002.; Adams i Moss, 2008.; Pitt i Hocking, 2009.).

Vecinu plijesni uniStava zagrijavanje pri 60 °C tijekom 5 — 10 minuta. Medutim, askospore
koje nastaju spolnim razmnozavanjem otpornije su na nepovoljne uvjete. Dospijevaju u
ambalazu nakon procesiranja hrane i izvor su kontaminacije, a uniStavaju se produzenim
zagrijavanjem na temperaturama iznad 90 °C (Jay i sur., 2005.; Tucker, 2008.). Mnoge
plijesni rastu sporo ili nikako pri niskim temperaturama pa €uvanje hrane u hladnjaku moze
smanijiti njihovu brzinu rasta. Nedostatak kisika, npr. pakiranjem u modificiranoj atmosferi,

moze usporiti ili sprijeCiti rast plijesni (Doyle, 2007). Plijesni ne mogu rasti ako je prisustvo
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CO, veliko (5 — 8%), medutim, neke rastu pri niskim koncentracijama kisika, ¢ak i u
pakiranjima u vakuumu (Marriott i Gravani, 2006.). U hranu (pekarski proizvodi, meso,
sokovi) ili u pakiranje za sprjeCavanje rasta plijesni mogu se dodati antimikrobni spojevi,
poput organskih kiselina, zacCina i eteriCnih ulja (origano, timijan, cimet, vanilija) (Doyle,
2007.).

Mikotoksini

Svojim metabolizmom plijesni proizvode razliCite kemijske spojeve, a jedna od vaznijih
skupina metabolita su mikotoksini koji uzrokuju mnoge bolesti nazvane mikotoksikoze.
Mikotoksini su toksi¢ni sekundarni metaboliti plijesni, a nalaze se u hrani biljnog i zivotinjskog
porijekla (Peraica i Rasi¢, 2012.). Biosinteza mikotoksina nastaje kao odgovor na okolisne
uvjete (a,, temperatura, koncentracija kisika, pH supstrata) (Cvek i sur., 2010.). Vrste plijesni
rodova Aspergillus, Penicillium, Fusarium i Alternaria naj¢e$¢e se navode kao potencijalni

proizvodaci mikotoksina (Kocic¢-Tanackov i Dimi¢, 2013.).

Mikotoksini djeluju na energetski metabolizam, na strukture i funkcije bioloSkih membrana,
reagiraju s nukleinskim kiselinama i inhibiraju biosintezu DNK, RNK ili proteina. Do nastanka
mikotoksikoze dolazi izravnim ili neizravnim stalnim unosom manjih koncentracija putem
kontaminirane hrane (Delas i sur., 2010.). Danas je poznato vise od 400 vrsta mikotoksina,
medutim, svega nekoliko mikotoksina je dobro opisano u toksikologiji (Peraica i Rasi¢, 2012.;
Koci¢-Tanackov i Dimi¢, 2013.). Veéina mikotoksina je termostabilna te se tijekom termicke
obrade hrane njihova koncentracija samo neznatno smanjuje. Ne postoji jedinstvena metoda
za uklanjanje plijesni stoga je vazna prevencija nastanka mikotoksina (Peraica i Rasic,
2012.).

Aflatoksini su sekundarni metaboliti Aspergillus flavus i A. parasiticus, ali i drugih rodova i
vrsta plijesni. Najvazniji aflatoksini su B;, B,, G1, G,, M;, M,. Mogu nastati na Zitaricama prije
Zetve, tijekom skladiStenja i za vrijeme prerade. Aflatoksin B; najjaci je hepatokancerogen
(Peraica i Rasi¢, 2012.), a nalazi se u poljoprivrednim proizvodima, Zitaricama, uljaricama,
kavi, rizi, kikirikiju, pistacijama. Aflatoksin M; hepatokancerogeni je spoj koji se moze naci u
mlijeku i mlije¢nim proizvodima (Delas i sur., 2010.). Aflatoksini posjeduju imunosupresivno,
mutageno, teratogeno i kancerogeno djelovanje (Domacinovic i sur., 2012.). Otporni su na
utjecaj visokih temperatura i razgraduju se tek na temperaturama viSim od 250 °C (Koci¢-
Tanackov i Dimi¢, 2013.).

Okratoksini su sekundarni metaboliti Aspergillus ochraceus i Penicillium verrucosum.

Najvazniji okratoksini su OTA, OTB, OTC i OTa. Okratoksin A je najrasprostranjeniji i
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najtoksicniji, posjeduje hepatotoksi¢no, nefrotoksi¢no, genotoksi¢no, kancerogeno i
imunosupresivno djelovanje. Pretpostavlja se da bi mogao biti uklju€en u etiologiju balkanske

endemske nefropatije (teSka kroni¢na bolest bubrega) (Dela$, 2010.; Peraica i Rasi¢, 2012.).

Fuzariotoksini su sekundarni metaboliti plijesni roda Fusarium. NajéeS¢e kontaminiraju
Zitarice i proizvode na bazi Zitarica. Najucestaliji i najtoksi¢niji fuzariotoksini su iz grupe
fumonizina, trihotecena i zearalenona. Fumonizini kod ljudi i Zivotinja mogu djelovati
hepatotoksi¢no, nefrotoksiéno, neurotoksi¢no, uzrokovati degeneraciju koStane srzi i
neuromi$iénih veza (Delas, 2010.; Peraica i Rasi¢, 2012.; Koci¢-Tanackov i Dimi¢, 2013.).
Najcesc¢i trihoteceni u hrani su T-2 toksin, HT-2 toksin, deoksinivalenol ili vomitoksin (DON)
(Delas, 2010). lzazivaju gastrointestinalne, dermatolo$ke, neuroloSke simptome kod
Zivotinja, dok se kod ljudi trovanje, najCeS¢e, povezuje s probavnim i imunotoksi¢nim
posliedicama (Domacinovi¢ i sur., 2012.). Zearalenon posjeduje estrogensko djelovanje i
dovodi se u vezu s preuranjenim pubertetom, uzrokuje poremecaje u reproduktivhom i

endokrinom sustavu (Pepeljnjak i sur., 2008.).

2.9.3. Opcée osobine plijesni Penicillium aurantiogriseum

Kolonije na CYA (Czapekovom kvas¢evom agaru) (Slika 14) promjera su 30 — 37 mm,
radijalno naborane, umjereno guste, glatke do zrnate strukture, relativno sporo rastu; micelij
je bijele boje, uglavhom neprimjetan; proizvodnja konidija umjerena do jaka, sivkasto-tirkizne
do zelene boje; eksudat obi¢no upadljiv, svijetle do smede boje; ponekad se izlucuje
crvenkasto-smedi topljivi pigment; boja donje povrSine kolonije je svijetla, narancasta ili

crvenkasta do ljubi¢asto-smeda (Pitt i Hocking, 2009.)

Kolonije na MEA (maltoznom agaru) (Slika 14) promjera su 24 — 35 mm, ravne ili rijetko
radijalno naborane, niske i relativno rastrkane, povrSinska tekstura je fino granulirana; micelij
je obitno ispod povrSine, povremeno primjetan i tada je svjetlo-Zute boje; proizvodnja
konidija umjerena do jaka, sivkasto-tirkizne do zelene boje; ponekad se izluCuje Zuto-smedi
do crvenkasto-smedi topljivi pigment; boja donje povrSine kolonije je blijeda, narancasta ili

crvenkasto-smeda (Pitt i Hocking, 2009.)
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Slika 14 Kolonije P. aurantiogriseum na CYA (a) i MEA (b), 7 dana, 25 °C
(Frisvad i Samson, 2004.)

Konidiofore se granaju od subpovrsinskih hifa, duge su 200 — 400 um, stijenke glatke do fino
hrapave. Fijalide vitke, duge 7 — 10 ym. Konidije su okruglastog oblika, rijede elipsoidnog,
duzine 3 — 4 pym, s glatkim stijenkama (Slika 15) (Pitt i Hocking, 2009.).

= 8 '\
Slika 15 Konidiofore (a, b) i konidije (c) P. aurantiogriseum
(Pitt i Hocking, 2009.)

Optimalna temperatura za rast P. aurantiogriseum je 23 °C, dok je minimalna temperatura za
rast —2 °C, a maksimalna 30 °C. Minimalan a,, potreban za rast je 0,81 (Pitt i Hocking,
2009.).

Proizvodi sekundarne metabolite medu kojima su mikotoksini: penicilinska kiselina,
verukozidin, rokefortin C i nefrotoksi¢ni glikopeptidi, obi€no manjeg znacaja. Verukozidin
uzrokuje mikotoksikoze kod Zzivotinja. Nefrotoksini koje Iu€i P. aurantiogriseum Cesto se
dovode u vezu s balkanskom endemskom nefropatijom (Samson i sur., 2004.; Blackburn,
2006.). Na uskladistenim zitaricama proizvodi hlapljive spojeve: 1-propanol, 3-heptanon, 1,3-
oktadien, 3-oktanon i druge (Dijksterhuis i Samson, 2007.; Pitt i Hocking, 2009.).

P. aurantiogriseum jedna je od naj¢esc¢ih plijesni na svijetu, sveprisutna je u sazrijevanju ili

suSenju usjeva, posebno Zitarica i proizvoda od Zitarica. Cesto se moze izolirati i iz orasastih
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plodova. Uzrokuje kvarenje uskladistenog voca i povréa, ukljuCujuci jabuke, kruske, jagode,
grozde, lubenice, raj€ice, krumpir (Pitt i Hocking, 2009.). U SAD-u uzrokuje bolest koja se
naziva "plavo oko" i dovodi do kvarenja kukuruza nakon Zzetve u vlaznim i hladnim
skladistima (Balckburn, 2006.).

Lipaze koje izluCuje P. aurantiogriseum na8le su primjenu u industrii u proizvodniji
monoglicerida, a koriste se i za odredivanje koncentracije triglicerida u krvi (Lima i sur.,
2003.).

2.9.4. Opce osobine plijesni Penicillium brevicompactum

Kolonije na CYA (Slika 16) promjera su 20 — 30 mm, radijalno naborane, umjereno duboke i
guste; micelij je bijele boje; proizvodnja konidija slaba do umjerena, zelene boje; eksudat
obi¢no prisutan u malim kapljicama, ponekad obilan, svijetlo do tamno crvenkasto-smede
boje; izluCuje se crvenkasto-smedi topljivi pigment; boja donje povrsine kolonije je Zuékasta
do crvenkasta.

Kolonije na MEA (Slika 16) promjera su 12 — 22 mm, ravne ili rijetko radijalno naborane;
micelij je bijele boje; proizvodnja konidija umjerena do jaka, zelene do tamnozelene boje,
rijetko svjetlija ili viSe plavkasta; ponekad je prisutan eksudat crvenkasto-smede boje; boja
donje povrsine kolonije je blijeda ili smeda (Pitt i Hocking, 2009.)

Slika 16 Kolonije P. brevicompactum na CYA (a) i MEA (b), 7 dana, 25 °C
(Frisvad i Samson, 2004.)

Konidiofore kompaktne, granaju se od povrSine micelija, obi¢no su Siroke, duge 500 — 800
pm, s glatkim stijenkama. Metule su kratke i Siroke. Fijalide duge 6 — 9 um. Konidije su
elipsoidnog oblika, duzine 2,5 — 3,5 ym, s glatkim do vrlo fino hrapavim stijenkama (Slika 17)
(Pitt i Hocking, 2009.).
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Slika 17 Konidiofore (a, b) i konidije (c) P. brevicompactum
(Pitt i Hocking, 2009.)

Optimalna temperatura za rast P. brevicompactum je 23 °C, dok je minimalna temperatura
za rast —2 °C, a maksimalna 30 °C. Minimalan a,, potreban za germinaciju i rast je 0,78 pri 25
°C (Pitt i Hocking, 2009.).

Proizvodi sekundarne metabolite medu kojima je mikotoksin mikofenolna kiselina, slabo
toksiCan spoj. Zbog snaznog imunosupresivnog djelovanja primjenjuje se kod pacijenata
prilikom transplantacije srca i bubrega kako bi se izbjeglo odbacivanje. lako mikofenolna
kiselina posjeduje nisku akutnu toksi¢nost, zbog imunosupresivhog djelovanja moZzZe biti
veoma vazan indirektan mikotoksin koji svojim djelovanjem olakSava bakterijsku i gljivicnu

infekciju. Mikofenolna kiselina prilicno se ¢esto javlja u hrani (Dijksterhuis i Samson, 2007.).

P. brevicompactum moze se izolirati iz suhe hrane: graha, soje, pistacija, kikirikija, zrna
papra, brazilskog i indijskog orasci¢a. U Europi se, Cesto, moze naci u mesnim proizvodima,
salami te Sunki. Takoder, uzrokuje kvarenje namirnica u hladnjaku, poput sira i drugih
mlijeCnih proizvoda te margarina. Pronadena je i u flaSiranoj vodi i pekarskim proizvodima.
Slabi je patogen koji uzrokuje kvarenje uskladistenih jabuka, gljiva, krumpira, bundeva,
grozda, soje, kukuruza, kikirikija, dumbira (Pitt i Hocking, 2009.). Uzrokuje truljenje drveta, a

pronadena je i u kuénoj pradini (Scott i sur., 2008.).

2.9.5. Opc¢e osobine plijesni Penicillium chrysogenum

Kolonije na CYA (Slika 18) promjera su 35 — 45 mm, ponekad manje, radijalno naborane,
obi¢no niske; micelij je bijele do Zuckaste boje; proizvodnja konidija slaba do umjerena,
sivkasto-tirkizne do zelene boje, u nekim se sojevima javlja viSe Zuto-zelena boja zbog
prisutnosti eksudata; eksudat blijedo do sjajno Zute ili Zuto-smede boje; obi¢no se izluCuje
svijetlo Zuti topljivi pigment; boja donje povrSine kolonije je sjajno zuta do Zuto-smeda, u

prisutnosti topljivog pigmenta blijeda ili crveno-smeda.
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Kolonije na MEA (Slika 18) promjera su 25 — 40 mm, obi¢no ravne i niske, ponekad vunaste
ili zrnaste u sredini; micelij neprimjetan; proizvodnja konidija umjerena do jaka, sivkasto-
tirkizne do zelene boje; boja donje povrSine kolonije je blijeda, Zu¢kasta, Zu¢kasto-smeda ili

crvenkasto-smeda (Pitt i Hocking, 2009.)

Slika 18 Kolonije P. chrysogenum na CYA (a) i MEA (b), 7 dana, 25 °C
(Frisvad i Samson, 2004.)

Konidiofore se granaju od povrSinskih hifa, duge su 200 — 300 um, stijenke glatke. Fijalide
duge 7 — 8 ym. Konidije elipsoidne do loptaste, duZine 2,5 — 4 ym, s glatkim stijenkama
(Slika 19) (Pitt i Hocking, 2009.).

Slika 19 Konidiofore (a, b, c) i konidije (d) P. chrysogenum
(Pitt i Hocking, 2009.)

Optimalna temperatura za rast P. chrysogenum je 23 °C, dok je minimalna temperatura za
rast 4 °C, a maksimalna 37 °C. Minimalan a, potreban za germinaciju i rast je 0,78.
Minimalna inhibitorna koncentracija sorbinske kiseline je 1 — 2 mmol/l u rasponu pH 4 — 6
(Pitt i Hocking, 2009.).

Proizvodi sekundarne metabolite medu kojima su mikotoksini: rokefortin C, PR toksin i
penicilin. P. chrysogenum ne predstavlja ozbiljan izvor mikotoksina u hrani (Pitt i Hocking,
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2009.). Penicilini G i V, koje proizvodi, izravno se koriste ili sluze za proizvodnju prekursora
penicilina 6-APA, sintezu polusintetskih penicilina, penicilina 3irokog spektra djelovanja
(ampicilin, amoksicilin), poboljSanih penicilina produZenog farmakokinetickog djelovanja i
drugih vrsta penicilina, zbog jednostavnosti i sigurnosti primjene (FDA i WHO certificirali su
P. chrysogenum kao GRAS). Proizvodi hlapljive spojeve: 1-hepten, 1,3-oktadien, 3-
heptanon, 1-nonen, i druge (Dijksterhuis i Samson, 2007.)

P. chrysogenum sveprisutna je plijesan s vrlo $irokim spektrom stanista. Ce$ée kontaminira
hranu nego P. aurantiogriseum. Soj P. chrysogenum koji proizvodi visoke koli¢ine penicilina
izoliran je iz pljesnivih dinja, povremeno uzrokuje kvarenje uskladiStenog grozda (Blackburn,
2006). Cesto se moze naéi na zitaricama (riza, p3enica, jeGam, kukuruz, brasno), u
grickalicama na bazi krumpira, mesu, prSutu, siru, susenoj ribi, orasastim plodovima,
zaCinima. Moguée ga je naéi u aromatiziranim mlijeénim proizvodima, pekarskim
proizvodima, margarinu. U Europi se koristi kao starter kultura za proizvodnju fermentiranih
mesnih proizvoda (netoksikogeni soj koristi se kao starter kultura u zrenju prSuta) (Pitt i
Hocking, 2009.). Medutim, prisutnost penicilina u hrani je moguéa, ali i nepozeljna, jer moze
uzrokovati alergijske reakcije (Dijksterhuis i Samson, 2007.). UobiCajeno se javlja u
zatvorenim prostorima kao dio kuéne prasine, vlaznih gradevinskih materijala i unutradnjeg
zraka (Houbraken i sur., 2011.).
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3.1. ZADATAK

Cilj rada bio je istraziti antifungalni ucinak eteri¢nih ulja Cinnamomum cassia i Litsea cubeba
te timola i propil galata na odabrane vrste plijesni: Penicillium aurantiogriseum, P.
brevicompactum i P. chrysogenum. Odredena je minimalna inhibitorna (MIK) i minimalna
fungicidna (MFK) koncentracija eteri¢nih ulja. Nadalje, zadatak je bio istraziti u€inak eteri¢nih
ulja u inhibiciji linearnog rasta kolonije plijesni tijekom uzgoja na krumpirovom agaru s

glukozom (PDA) pri dvije razli€ite vrijednosti a,, (0,98 i 0,93).

3.2. MATERIJALI | METODE

3.2.1. Eteri¢na ulja

U radu su upotrijebliena eteri¢na ulja Cinnamomum cassia i Litsea cubeba, nabavljena od
China Aroma Chemical Co., Ltd (Hangzhou, Narodna Republika Kina) te timol (Sigma-
Aldrich, SAD; 99,5%) i propil galat (Fluka — Sigma-Aldrich, SAD; > 98%).

3.2.2. Kulture plijesni

Vrste plijesni roda Penicillium upotrijebliene u radu su: P. aurantiogriseum, P.
brevicompactum i P. chrysogenum. Plijesni su nabavljene iz kolekcije kultura
mikroorganizama iz Republike Ceske (Czech culture collection of Fungi; Prirodoslovni
fakultet, Prag, Republika Ceska). Plijesni su Guvane u sterilnoj demineraliziranoj vodi pri +4
°C, a nacijepljene su na kosi agar s ekstraktom slada (MEA) prije analize i inkubirane 5 dana
pri 25 °C.

Nakon inkubacije, pripremljena je suspenzija spora plijesni u otopini agara s Tweenom 80
(Tween 80; Biolife, Italija; Agar tehnicki, Biolife, Italija) ATw80 (0,1% agar s 0,05% Tween 80)
i prebrojavanjem stanica u Burker-Turkovoj komorici odreden je broj spora u 1 ml suspenzije
spora. Za odredivanje antifungalnog ucinka etericnih ulja i sastojaka pripremljena je
suspenzija spora plijesni koncentracije 10°ml, dok je za odredivanje inhibicije linearnog rasta

kolonije  plijesni  pripremljena  suspenzija spora plijesni koncentracije  10%ml.
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3.2.3. Odredivanje minimalne inhibitorne (MIK) i minimalne

fungicidne (MFK) koncentracije eteriénih ulja i sastojaka

Antifungalni u€inak eteri¢nih ulja i sastojaka (timola i propil galata) (MIK i MFK) ispitan je
macrobroth metodom u tekucoj podlozi — bujonu s ekstraktom kvasca i saharozom (YESB)

Ciji je ay prilagoden zamjenom demineralizirane vode glicerolom na 0,93 i 0,98.

Tvari su otopljene u otopini steriine demineralizirane vode, Tweena 80 i 96% etanola u
koncentraciji koja ne inhibira rast plijesni. U 5 ml sterilnog bujona preneseno je po 100 pl
suspenzije spora plijesni koncentracije 10°/ml. U epruvetu je preneseno po 50 ul otopine
istrazivane tvari zeljene koncentracije i inkubirano u tresilici uz 200 rpm pri 25 °C tijekom 48
sati. Nakon inkubacije, iz epruvete u kojoj nije ustanovljen porast plijesni, preneseno je 100
Ml tekuceg uzgoja u sterilnu podlogu (YESB) bez inhibirajuc¢eg sastojka i inkubirano 48 sati
pri 25 °C. Ukoliko i nakon inkubacije plijesan nije porasla u podlozi, pripadajué¢a koncentracija
eteriénog ulja je minimalna fungicidna koncentracija (MFK). U epruveti u kojoj je, nakon
inkubacije, primijeCen porast plijesni, pripadaju¢a koncentracija je minimalna inhibitorna

koncentracija (MIK). Sve koncentracije su ispitane u paralelama.

3.2.4. Inhibicija linearnog rasta kolonije plijesni

Inhibicija linearnog rasta kolonije plijesni P. aurantiogriseum, P. brevicompactum i P.
chrysogenum ispitana je na krumpirovom agaru s glukozom (PDA; Biolife, Italija). Aktivitet
vode PDA madificiran je zamjenom demineralizirane vode glicerolom na dvije vrijednosti a,
(0,93 i 0,98). Istrazen je ucinak tri koncentracije antifungalnih spojeva na linearan rast
kolonija plijesni. Aktivitet vode modificiranog PDA provjeren je a,, metrom (HygroPalm AW1;
Rotronic Instrument Corp., SAD). Modificirani PDA steriliziran je pri 121 °C tijekom 15 minuta
i ohladen na 50 °C u vodenoj kupelji. Nakon hladenja, u podlogu je dodana odgovarajuéa
koncentracija antifungalnog spoja otopljenog u 35 g sterilne demineralizirane vode uz 10 g
10% Tween 80 i 5 g 96% etanola.

U sterilne prazne Petrijeve zdjelice steriinom pipetom preneseno je po 20 ml podloge i
ostavljeno do skrutnjavanja. Nakon skrutnjavanja, srediSte podloge u zdjelici je nacijepljeno s
2 pl suspenzije spora koncentracije 10°/ml. Podloge su pripremljene u triplikatu i inkubirane u
zatvorenim PVC vrecicama pri 25 °C tijekom 28 dana. Promjer kolonije plijesni mjeren je
svakodnevno pomocu ravnala u dva, medusobno okomita smjera. Inhibitorni u€inak eteri¢nih

ulja ispitan je u odnosu na kontrole (modificirani PDA bez dodatka antifungalnih spojeva).
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3.3. OBRADA REZULTATA

Rezultati rada obradeni su pomoc¢u racunalnih programa Microsoft Office Excel 2003 za
Windows (Microsoft Corporation, Redmond, SAD) i GraphPad Prism verzija 5.00 za
Windows (GraphPad Software, San Diego, SAD).
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4.1. MINIMALNA INHIBITORNA (MIK) i MINIMALNA FUNGICIDNA
(MFK) KONCENTRACIJA ETERICNIH ULJA, TIMOLA | PROPIL
GALATA

Tablica 2 Antifungalni u€inak eteri¢nih ulja Cinnamomum cassia i Litsea cubeba te timola i
propil galata (a,, = 0,93)

Cinnamomum
Vrste roda cassia
Penicillium

Litsea cubeba Timol Propil galat

MIK MFK MIK MFK | MIK | MFK | MIK | MFK

P. aurantiogriseum | <125 >125 250 500 250 | 1000 - -

P. brevicompactum 125 >125 250 500 250 | 1000 - -

P. chrysogenum 125 >125 250 500 250 | 1000 - -

* Koncentracija izrazena u ppm

Tablica 3 Antifungalni u€inak eteri¢nih ulja Cinnamomum cassia i Litsea cubeba te timola i
propil galata (a,, = 0,98)

Cinnamomum
Vrste roda cassia
Penicillium

Litsea cubeba Timol Propil galat

MIK MFK MIK MFK MIK | MFK | MIK | MFK

P. aurantiogriseum | <125 >125 500 >500 | 500 | 2000 - -

P. brevicompactum | <250 >250 250 1000 | 500 | 2000 - -

P. chrysogenum <125 >125 250 500 500 | 2000 - -

* Koncentracija izrazena u ppm
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4.2. INHIBICIJA LINEARNOG RASTA KOLONIJA PLIJESNI
ETERICNIM ULJIMA Cinnamomum cassia | Litsea cubeba, TE
TIMOLOM | PROPIL GALATOM

4.2.1. Inhibicija linearnog rasta kolonija plijesni pri a,, 0,93

Penicillium aurantiogriseum
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Slika 20 Inhibicija rasta plijesni Penicillium aurantiogriseum eteri¢nim uljem Cinnamomum

cassia
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Slika 21 Inhibicija rasta plijesni Penicillium aurantiogriseum eteri¢nim uljem Litsea cubeba
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Promjer kolonije [mm]
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Slika 22 Inhibicija rasta plijesni Penicillium aurantiogriseum timolom
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Slika 23 Inhibicija rasta plijesni Penicillium aurantiogriseum propil galatom
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Penicillium brevicompactum
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Slika 24 Inhibicija rasta plijesni Penicillium brevicompactum eteri¢nim uljem Cinnamomum
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Slika 25 Inhibicija rasta plijesni Penicillium brevicompactum eteri¢nim uljem Litsea cubeba
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Promjer kolonije [mm]
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Slika 26 Inhibicija rasta plijesni Penicillium brevicompactum timolom
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Slika 27 Inhibicija rasta plijesni Penicillium brevicompactum propil galatom
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Penicillium chrysogenum
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Slika 28 Inhibicija rasta plijesni Penicillium chrysogenum eteri¢nim uljem Cinnamomum
cassia
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Slika 29 Inhibicija rasta plijesni Penicillium chrysogenum eteri¢nim uljem Litsea cubeba
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Slika 30 Inhibicija rasta plijesni Penicillium chrysogenum timolom

=
o
g

©
<

for}
e

IN
e

N
e

0 10 20
Dani

30

Kontrola

Propil galat 2000 ppm

Propil galat 2000 ppm
-+ Propil galat 500 ppm

Slika 31 Inhibicija rasta plijesni Penicillium chrysogenum propil galatom
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4.2.2. Inhibicija linearnog rasta kolonija plijesni pri a,, 0,98
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Slika 32 Inhibicija rasta plijesni Penicillium aurantiogriseum eteriénim uljem Cinnamomum
cassia
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Slika 33 Inhibicija rasta plijesni Penicillium aurantiogriseum etericnim uljem Litsea cubeba
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Promjer kolonije [mm]
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Slika 34 Inhibicija rasta plijesni Penicillium aurantiogriseum timolom
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Slika 35 Inhibicija rasta plijesni Penicillium aurantiogriseum propil galatom
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Penicillium brevicompactum
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Slika 36 Inhibicija rasta plijesni Penicillium brevicompactum eteri¢nim uljem Cinnamomum
cassia
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Slika 37 Inhibicija rasta plijesni Penicillium brevicompactum etericnim uljem Litsea cubeba
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Promjer kolonije [mm]
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Slika 38 Inhibicija rasta plijesni Penicillium brevicompactum timolom
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Slika 39 Inhibicija rasta plijesni Penicillium brevicompactum propil galatom

52



4., Rezultati

Penicillium chrysogenum
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Slika 40 Inhibicija rasta plijesni Penicillium chrysogenum eteri¢nim uljem Cinnamomum
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Slika 41 Inhibicija rasta plijesni Penicillium chrysogenum eteri¢nim uljem Litsea cubeba
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Promjer kolonije [mm]
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Slika 42 Inhibicija rasta plijesni Penicillium chrysogenum timolom

©
<

for}
e

IN
e

N
e

>

o

10 15 20
Dani

o
ol

Kontrola

Propil galat 2000 ppm

Propil galat 2000 ppm
-+ Propil galat 500 ppm

Slika 43 Inhibicija rasta plijesni Penicillium chrysogenum propil galatom
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5.1. ANTIFUNGALNI UCINAK ETERICNIH ULJA TE TIMOLA | PROPIL
GALATA

Prilikom ispitivanja antifungalnih svojstava eteriCnih ulja, odreduju se MIK (minimalna
inhibitorna  koncentracija) ili fungistaticha koncentracija i MFK (minimalna fungicidna
koncentracija). MIK se definira kao najniza koncentracija antifungalnog spoja koja inhibira
vidljivi rast test mikroorganizama (plijesni) ili zamucenost bujona. MFK se definira kao
najniza koncentracija antifungalnog spoja pri kojoj uop¢e nema porasta kulture plijesni,
nakon inkubacije u podlozi. Vrijednosti MIK i MFK ovise o razli€itim ¢imbenicima, poput
svojstava eteri¢nih ulja, svojstava test mikroorganizama, hranjivom sadrzaju podloge, a,
podloge, itd. (Burt, 2004.; Koci¢-Tanackov i Dimi¢, 2013.).

Rezultati ispitivanja MIK i MFK eteri¢nih ulja Cinnamomum cassia i Litsea cubeba te timola i
propil galata na odabrane vrste plijesni pri dvije razliCite vrijednosti a,, (0,93 i 0,98) prikazani

su u Tablicama 2 3.

Etericno ulje Cinnamomum cassia posjeduje dobro antifungalno djelovanje s vrijednostima
MIK <125 ppm za P. aurantiogriseum te 125 ppm za P. brevicompactum i P. chrysogenum
pri manjem a,. Nadalje, vrijednost MFK bila je >125 ppm za sve tri odabrane vrste plijesni
(Tablica 2). Pove¢anjem a, doSlo je do udvostru¢enja vrijednosti MIK i MFK za P.
brevicompactum (Tablica 3). Dakle, povecanjem a, poveéava se otpornost P.

brevicompactum na antifungalno djelovanje eteri¢nog ulja Cinnamomum cassia.

Za inhibiciju sve tri odabrane vrste plijesni pri manjem a,, potrebna je ve¢a koncentracija
eteriCnog ulja Litsea cubeba (250 ppm), u odnosu na eteri¢no ulje Cinnamomum cassia, kao
i ve¢a MFK (500 ppm) (Tablica 2). Povec¢anjem a,, doSlo je do udvostru¢enja koncentracije
potrebne za inhibiciju P. aurantiogriseum, kao i do udvostruenja vrijednosti MFK za P.
brevicompactum (1000 ppm) (Tablica 3). Dakle, pove¢anjem a, povecCava se otpornost P.
aurantiogriseum i P. brevicompactum na antifungalno djelovanje etericnog ulja Litsea
cubeba. Povecanje a, znaCi i veci udio slobodne vode u podlozi, Sto omogucuje olakSane
metaboliCke reakcije i viSe energije za rast plijesni, koja svojim mehanizmima oporavka moze
lakSe popraviti oSte¢enja na stanicama i uspjesnije porasti. To je i razlog manje koncentracije

eteri¢nih ulja/sastojaka pri nizem, u usporedbi s viSim aktivitetom vode.

Pri manjem a,, vrijednost MIK timola bila je jednaka vrijednosti MIK eteriCnog ulja Litsea
cubeba za sve tri odabrane vrste plijesni. Nadalje, doSlo je do udvostruenja MFK, u odnosu
na etericno ulje Litsea cubeba (Tablica 2). Povecanjem a, doSlo je do udvostruenja
vrijednosti MIK i MFK za sve tri odabrane vrste plijesni (Tablica 3). Dakle, pove¢anjem a,,

povecCava se otpornost sve tri odabrane vrste plijesni na antifungalno djelovanje timola.
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Propil galat ne posjeduje antifungalni ucinak, bez obzira na upotrijebljenu koncentraciju
(Tablice 2i 3).

Eterina ulja Cinnamomum cassia i Litsea cubeba te timol posjeduju odreden antifungalni
uCinak pri dvije razliCite vrijednosti a,, (0,93 i 0,98) na odabrane vrste plijesni. Najsnazniji
antifungalni ucinak posjeduje etericno ulje Cinnamomum cassia, dok propil galat ne
posjeduje antifungalni u€inak ni u jednoj istrazenoj koncentraciji. Antifungalni ucinak
eteriénog ulja Cinnamomum cassia na rast plijesni P. aurantiogriseum, P. brevicompactum i
P. chrysogenum pojavljuje se pri nizim koncentracijama u odnosu na eteri¢no ulje Litsea
cubeba i timol, Sto ujedno predstavlja i manji rizik za promjenu senzorskih svojstava
proizvoda. Rezultati drugih autora takoder govore o njegovom izrazenom antifungalnom

djelovanju, npr. Feng i Zheng (2007.).

5.2. UTJECAJ ETERICNIH ULJA Cinnamomum cassia | Litsea
cubeba TE TIMOLA | PROPIL GALATA NA LINEARAN RAST
ODABRANIH VRSTA PLIJESNI PRI DVIJE RAZLICITE VRIJEDNOSTI
ay (0,931 0,98)

Za ispitivanje utjecaja eteriCnih ulja, timola i propil galata na linearan rast P. aurantiogriseum,
P. brevicompactum i P. chrysogenum upotrijebliene su tri koncentracije, s obzirom na
vrijednosti MFK dobivene macrobroth metodom. Cilj ovog dijela rada bio je ispitati utjecaj
eteri¢nih ulja, timola i propil galata pri nizim koncentracijama od dobivenih vrijednosti MFK te
pri dvije razliite vrijednosti a,,. Buduéi se radi o razli¢itoj metodologiji rada, gdje se u inhibiciji
linearnog rasta kolonije koristi kruta hranjiva podloga, a i inkubacija je puno duza, usporedbe

rezultata MIK i MFK (Tablica 2 i 3) s rastom kolonija (Slike 20 — 43) nisu jednostavne.

Penicillium aurantiogriseum

Kontrolni uzorak (bez dodatka antifungalnog spoja) zapoceo je s rastom nakon 2 dana (nizi
a,), odnosno nakon 1 dana (viSi a,). Vrijeme potrebno za rast kontrolnog uzorka kolonije do
ruba zdjelice (90 mm) iznosi 19 dana za visi a,, dok kod niZzeg a,, maksimalan rast nije

postignut.

Najve¢a primijenjena koncentracija etericnog ulja Cinnamomum cassia (62,5 ppm)
produzava lag fazu za 12 dana kod nizeg a,,, nakon ¢ega zapoc€inje rast plijesni koji je znatno
sporiji, u usporedbi s ostalim primijenjenim koncentracijama (42 i 21 ppm). Smanjenjem

koncentracije eteriCnog ulja znaCajno se smanjuje lag faza, a inhibitorni ucinak na rast
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kolonija plijesni, vrlo sliCan kontroli, potpuno se gubi nakon 17 dana inkubacije (Slika 20).
Kod viSeg ay, lag faza najveée primijenjene koncentracije upola se skrac¢uje, u odnosu na nizZi
a,. Nadalje, vrijeme potrebno za rast kolonije plijesni do ruba zdjelice iznosi 25 dana uz
najvecu primijenjenu koncentraciju (62,5 ppm), odnosno gubi se inhibitorni ucinak, dok
inhibitorni uc€inak ostalih primijenjenih koncentracija u potpunosti izostaje (Slika 32). Krac¢a
lag faza kod viSeg a, moze se objasniti time Sto veci udio slobodne vode osigurava brzu
prilagodbu plijesni na prisutnost i antifungalni u€inak eteri¢nog ulja. Najbolji inhibitorni uc¢inak
na linearan rast plijesni posjeduje najve¢a primijenjena koncentracija eteri¢nog ulja (62,5

ppm) kod nizeg ay,.

Etericno ulje Litsea cubeba posjeduje inhibitorni u¢inak na rast kolonija plijesni. Kod obje
vrijednosti ay, lag faza produzila se sukladno povecéanju primijenjenih koncentracija eteri¢nog
ulja i rast kolonija se usporio, u odnosu na kontrolu. Kod niZzeg a,, najve¢a primijenjena
koncentracija etericnog ulja (375 ppm) odgodila je rast plijesni za 6 dana (Slika 21). Kod
viSeg a,, vrijeme potrebno za rast kolonije plijesni do ruba zdjelice je 25 dana uz najmanju
primijenjenu koncentraciju (333 ppm). Nadalje, najve¢a primijenjena koncentracija eteri¢nog
ulja Litsea cubeba (1500 ppm) u potpunosti inhibira rast P. aurantiogriseum kod viSeg a,,
(Slika 33) i nema porasta pocetnog inokuluma sve do kraja perioda inkubacije. | u ovom
slu€aju primije¢en je sinergizam nizeg a,, i etericnog ulja jer su primijenjene koncentracije,
koje su znatno niZze u odnosu na koncentracije primijenjene kod viSeg a,, dovele do vece

inhibicije porasta kolonija plijesni.

Timol, takoder, djeluje inhibitorno na linearan rast P. aurantiogriseum. lako nema znacajnog
utjecaja na produzenje lag faze kod nizeg a,, vele koncentracije timola djeluju viSe
inhibitorno na linearan rast kolonije plijesni (Slika 22). Kod viSeg a,, srednja (170 ppm) i
najveé¢a (250 ppm) primijenjena koncentracija odgadaju pocetak rasta plijesni za 2 dana
nakon €ega kolonije plijesni uspjesSno rastu, ali znatno manjom brzinom u odnosu na kontrolu
i manju koncentraciju (85 ppm) (Slika 34). |z dobivenih rezultata mozZe se uoCiti kako je
djelovanje najvece primijenjene koncentracije timola priblizno jednako kod obje vrijednosti a,,
dok se kod viSeg a,, inhibitorno djelovanje srednje koncentracije poboljSava, u odnosu na nizi

au.

Lag faza koja se postize primjenom propil galata u koncentracijama 2000, 1000 i 500 ppm
jednaka je ili vrlo sli¢na kontroli, kod obje vrijednosti a,. Srednja i najveca primijenjena
koncentracija neznatno usporavaju rast kolonija plijesni, dok najniza primijenjena
koncentracija raste istom brzinom kao i kontrola. Dobiveni rezultati ukazuju na izostanak ili
slab inhibitorni utjecaj propil galata na linearan rast P. aurantiogriseum. Slab inhibitorni

u€inak gubi se nakon 18 dana (500 ppm) odnosno 19 dana (1000 ppm i 2000 ppm) kod
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viSeg ay, Sto, ipak, ukazuje na manje izrazen porast kolonija plijesni pri nizem a,, (Slike 23 i
35).

Penicillium brevicompactum

Kontrolni uzorak (bez dodatka antifungalnog spoja) zapoceo je s rastom nakon 2 dana (nizi
a,), odnosno nakon 1 dana (viSi a,). Vrijeme potrebno za rast kontrolnog uzorka kolonije do
ruba zdjelice (90 mm) iznosi 19 dana za visi a,, dok kod niZzeg a,, maksimalan rast nije

postignut.

Inhibitorni utjecaj eteri€énog ulja Cinnamomum cassia izostao je kod niZzeg a, primjenom
manje (15 ppm), odnosno srednje (45 ppm) koncentracije jer su kolonije plijesni rasle brze u
odnosu na kontrolu. Uzrok tome jesu primijenjene koncentracije etericnog ulja, koje ne
uspijevaju unistiti stanice plijesni, veé ih poti€u na rast i razmnoZavanje. Lag faza najvece
primijenjene koncentracije (70 ppm) traje 4 dana, a slab inhibitorni utjecaj traje 20 dana
nakon ¢ega kolonija plijesni pocinje rasti brze u odnosu na kontrolu (Slika 24). Lag faza
najveée koncentracije kod viSeg a,, traje 3 dana, a slab inhibitorni u¢inak gubi se nakon 20
dana jer kolonija plijesni doseze svoj maksimalan rast (90 mm). Inhibitorni ucinak nize i
srednje koncentracije izostao je i kod viSeg a,, (Slika 36). Kod obje vrijednosti a,, slab
inhibitorni ucinak na linearan rast plijesni najvece primijenjene koncentracije prestaje nakon
20 dana Sto ukazuje na smanjenu osjetljivost P. brevicompactum na djelovanje eteri¢nog ulja

Cinnamomum cassia, u odnosu na P. aurantiogriseum.

Etericno ulje Litsea cubeba posjeduje inhibitorno djelovanje na linearan rast kolonije P.
brevicompactum. Kod nizeg a,, lag faza trajala je 6, 7, odnosno 8 dana, ovisno o
primijenjenim koncentracijama (165, 250 i 375 ppm), a sve tri primijenjene koncentracije
uzrokuju zaostanak u rastu kolonija plijesni (Slika 25). Kod viseg ay,, primjenom najvece
koncentracije (1500 ppm) trajanje lag faze se udvostru€ava, a uoCava se i manji promjer
kolonije, u odnosu na najvecéu primijenjenu koncentraciju kod nizeg a,,. Nadalje, nagib krivulje
rasta smanjuje se u odnosu na kontrolu za sve tri primijenjene koncentracije $to rezultira
manjim promjerom kolonije i veCom inhibicijom rasta plijesni. Medutim, treba uzeti u obzir da
su primijenjene koncentracije etericnog ulja (333, 666, 1000, 1500 ppm) veée od onih
primijenjenih kod nizeg a,. Vrijeme potrebno za rast kolonije do ruba zdjelice je 25 dana za
najnizu primijenjenu koncentraciju kod viSeg a,, (Slika 37). | u ovom slu€aju, kao i kod P.

aurantiogriseum, primije€en je sinergizam nizeg a,, i eteri¢nog ulja.

Primjenom timola u koncentracijama od 250, 170 i 85 ppm postize se inhibicija linearnog
rasta plijesni. lako lag faza kod niZzeg a,, nije produljena uporabom timola, nagib krivulje rasta

manji je u odnosu na kontrolu za sve tri primijenjene koncentracije Sto rezultira manjim
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promjerom kolonija i ve¢om inhibicijom rasta plijesni (Slika 26). Kod viSeg a,, trajanje lag
faze produzava se poveéanjem koncentracije timola, dok je primjenom najvece koncentracije
(250 ppm) lag faza trajala 10 dana. Nadalje, uo€en je sporiji porast kolonija plijesni za sve tri
primijenjene koncentracije, u odnosu na nizi a,, (Slika 38). Moze se uociti kako je aktivnost

timola kod viSeg a,, ve¢a od aktivnosti iste koncentracije kod niZzeg ay,.

Utjecaj propil galata na rast kolonija plijesni slabo je izrazen. Kod obje vrijednosti a,, razlike u
primijenjenim koncentracijama su uodljive, ali nedovoljno znacajne. Slab inhibitorni ucinak
gubi se nakon 23 dana (500 i 2000 ppm), odnosno 25 dana (1000 ppm) kod viSeg a,, $to
ipak ukazuje na manje izrazen porast kolonija plijesni pri nizem a, (Slike 27 i 39). Iz
dobivenih rezultata moze se primijetiti jednak ucinak propil galata na linearan rast plijesni P.

brevicompactum u usporedbi s P. aurantiogriseum.

Penicillium chrysogenum

Kontrolni uzorak (bez dodatka antifungalnog spoja) zapoceo je s rastom nakon 2 dana (nizZi
ay), odnosno nakon 1 dana (visi a,). Vrijeme potrebno za rast kontrolnog uzorka kolonije do

ruba zdjelice (90 mm) iznosi 28 dana za nizZi a,, odnosno 14 dana za visi a,,.

Primjenom eteri¢nog ulja Cinnamomum cassia uo€ava se bolji u€inak na linearan rast P.
chrysogenum u usporedbi s P. aurantiogriseum i P. brevicompactum. Kod nizeg a,,, hajveca
primijenjena koncentracija (62,5 ppm) u potpunosti inhibira rast plijesni. Nadalje, nagib
krivulje rasta najmanje primijenjene koncentracije (21 ppm) jednak je kontroli, dok srednja
primijenjena koncentracija (42 ppm) posjeduje odredeni inhibitorni u€inak koji vremenom
slabi, te se gubi nakon 20 dana (Slika 28). Kod viseg a,, nagib krivulje rasta kontrolnog
uzorka jednak je nagibu krivulje uzoraka s manjom i srednjom koncentracijom eteri¢nog ulja,
Sto ukazuje na izostanak inhibitornog ucinka navedenih koncentracija. Nadalje, najveca
primijenjena koncentracija lag fazu produzava za 4 dana i djeluje inhibitorno na linearan rast
plijesni (Slika 40). Primije€en je sinergizam nizeg a, i najveée primijenjene koncentracije
etericnog ulja, kao i u slu€aju inhibicije linearnog rasta P. aurantiogriseum, kao i veca

osjetljivost P. chrysogenum.

Etericno ulje Litsea cubeba posjeduje slicna svojstva kao i u inhibiciji rasta P.
aurantiogriseum i P. brevicompactum. Na Slikama 29 i 41 mozZe se vidjeti kako kod obje
vrijednosti a,, porastom primijenjenih koncentracija etericnog ulja brzina rasta plijesni opada.
Kod viSeg a,, vrijeme potrebno za rast kolonije do ruba zdjelice je 19 dana uz najmanju
primijenjenu koncentraciju (333 ppm). Nadalje, najvece primijenjene koncentracije eteri€nog

ulja Litsea cubeba (1000 i 1500 ppm) u potpunosti inhibiraju rast P. chrysogenum (Slika 41).
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Medutim, treba uzeti u obzir kako su primijenjene veée koncentracije eteriCnog ulja (333,
666, 1000, 1500 ppm) kod videg a,,, u odnosu na nizZi a,, (375, 250, 165 ppm). Kod viseg ay,
P. chrysogenum posjeduje veéu osjetljivost na djelovanje dvije najvee primijenjene

koncentracije, u usporedbi s P. aurantiogriseum i P. brevicompactum.

Timol posjeduje inhibitorni utjecaj na linearan rast plijesni. Kod nizeg a,, nagib krivulje
linearnog rasta uzorka s najmanjom primijenjenom koncentracijom (85 ppm) slian je
kontroli, dok najveca primijenjena koncentracija (250 ppm) posjeduje najjaci inhibitorni utjecaj
na brzinu rasta plijesni (Slika 30). Kod viSeg a,, primjenom najvece koncentracije timola lag
faza znacajno se produzila (18 dana). Srednja (170 ppm) i najveca koncentracija (250 ppm)
u velikoj su mjeri usporile rast kolonija plijesni (Slika 42). Kao i u slu€aju inhibicije P.
aurantiogriseum i P. brevicompactum, iz dobivenih rezultata moze se uociti kako je aktivnost

timola kod viSeg a,, ve¢a od aktivnosti iste koncentracije kod nizeg a,,.

Propil galat nije utjecao na inhibiciju rasta plijesni ni u jednoj primijenjenoj koncentraciji.
Kolonija plijesni s najmanjom primijenjenom koncentracijom (500 ppm) raste brze od kontrole
kod nizeg a,, dok najvec¢a primijenjena koncentracija (2000 ppm) nakon 10 dana inkubacije
uzrokuje neznatno manji porast kolonije plijesni u odnosu na kontrolu. Sve ostale
primijenjene koncentracije uzrokuju porast kolonija plijesni koji je jednak ili vrlo sli€an porastu
kontrole, kod obje vrijednosti a,, (Slike 31 i 43). Kolonije plijesni dostiZu svoj maksimalan rast
nakon 14, 15, odnosno 16 dana (ovisno o koncentraciji) kod viseg a,, $to ipak ukazuje na
manje izraZzen porast kolonija plijesni pri nizem a,,. 1z dobivenih rezultata moze se primijetiti
jednak ucinak propil galata na linearan rast plijesni P. chrysogenum u usporedbi s P.

aurantiogriseum i P. brevicompactum.

Plijesni roda Penicillium Siroko su rasprostranjene u prirodi i €esti su kontaminanti hrane.
Eteri¢na ulja i njihovi bioloski aktivni sastojci posjeduju vaznu ulogu u prevenciji i smanjenju
mikrobioloSkog kvarenja prehrambenih proizvoda, posebno onih kratkog roka trajanja koji su
najpodlozniji kvarenju (kruh, peciva, kolai, salate, svjeze voce i povrce). Njihova uporaba u
prehrambenoj industriji smanjuje potrebu za sintetskim konzervansima i aditivima, te
istovremeno poboljSava svjezZinu, senzorska svojstva i kvalitetu proizvoda (Koci¢-Tanackov i
sur., 2012.). Potencijal uporabe eteri¢nih ulja zasniva se na njihovom prirodnom porijeklu $to
ih Cini manje Stetnim za Covjeka i okoli§, kao i u malom riziku razvoja otpornosti
mikroorganizama jer eteriCna ulja sadrze velik broj spojeva s razliCitim mehanizmima

antimikrobnog djelovanja (Duduk i sur., 2010.).

Ovaj rad potvrduje kako eteri¢na ulja Cinnamomum cassia i Litsea cubeba te timol trebaju

naéi praktiCnu primjenu kao inhibitori rasta plijesni Penicilium aurantiogriseum, P.
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brevicompactum i P. chrysogenum, Cestih uzro¢nika kvarenja hrane. Svakako, detaljnija

ispitivanja su neophodna u cilju njihove primjene u prehrambenim proizvodima.
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Na osnovi rezultata istraZivanja, iz ovog rada moze se zakljuciti sljedece:

1.

10.

Eteri€na ulja Cinnamomum cassia i Litsea cubeba te timol posjeduju antifungalnu
aktivnost na odabrane vrste plijesni, koja se moZe predstaviti na sljedeci nacin:

Cinnamomum cassia > Litsea cubeba > timol;
Propil galat ne posjeduje antifungalni u€inak na odabrane vrste plijesni;

MIK etericnog ulja Cinnamomum cassia kod a, 0,93 je <125 ppm za P.
aurantiogriseum, te 125 ppm za P. brevicompactum i P. chrysogenum; kod a,, 0,98 je
<125 ppm za P. aurantiogriseum i P. chrysogenum, te <250 ppm za P.

brevicompactum;

MFK eteri¢nog ulja Cinnamomum cassia kod a,, 0,93 je >125 ppm sve tri odabrane
vrste plijesni; kod a,, 0,98 je >125 ppm za P. aurantiogriseum i P. chrysogenum, te

>250 ppm za P. brevicompactum;

MIK eteriénog ulja Litsea cubeba kod a,, 0,93 je 250 ppm za sve tri odabrane vrste
plijesni; kod a, 0,98 je 500 ppm za P. aurantiogriseum, te 250 ppm za P.

brevicompactum i P. chrysogenum;

MFK eteri¢nog ulja Litsea cubeba kod a,, 0,93 je 500 ppm za sve tri odabrane vrste
plijesni; kod a, 0,98 je >500 ppm za P. aurantiogriseum, 1000 ppm za P.
brevicompactum, te 500 ppm za P. chrysogenum;

MIK timola kod a,, 0,93 je 250 ppm za sve tri odabrane vrste plijesni; kod a,, 0,98 je

500 ppm za sve tri odabrane vrste plijesni;

MFK timola kod a,, 0,93 je 1000 ppm za sve tri odabrane vrste plijesni; kod a,, 0,98 je
2000 ppm za sve tri odabrane vrste plijesni;

Poveéanjem koncentracije eteri¢nih ulja Cinnamomum cassia i Litsea cubeba te

timola poveéava se stupanj inhibicije linearnog rasta odabranih vrsta plijesni;

EteriCna ulja Cinnamomum cassia i Litsea cubeba lag fazu rasta kolonija plijesni

produzavaju kod nizeg a;

11. Timol posjeduje bolji inhibitorni u€inak na linearan rast kolonija plijesni kod viSeg a,;

12.

Propil galat ne posjeduje znacajan inhibitorni utjecaj na linearan rast odabranih vrsta

plijesni ni u jednoj ispitivanoj koncentraciji, neovisno o ay,.
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