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1. UvOD

U Republici Hrvatskoj postoje dobri uvjeti za razvoj industrijske proizvodnje
etericnih ulja iz samoniklog 1 plantazno uzgojenog bilja. Neka etericna ulja (lavande,
kadulje, lovora, borovice, metvice, andelike, kamilice 1 dr.) vazan su izvozni proizvod
(Siljes i sur., 1991). Na kvalitetu eteriénog ulja, koje se moZe dobiti iz neke sirovine, utje¢u
mnogi faktori, primjerice svojstva tla, vremenski uvjeti u kojima je biljka rasla, nadmorska
visina, nacin uzgoja, vrijeme i nacin berbe sirovine, te tehnike proizvodnje (Leki¢, 2012).
Eteri¢no ulje sprjecava razvoj uzro¢nika zaraznih bolesti, ali to ne znaci da ih i uniStava
(Kersek, 2004). Eteri¢na ulja aromati¢ne Su tvari prisutne u specijaliziranim stanicama ili
zlijezdama pojedinih biljaka koje koriste za privlacenje opraSivaca, ali i za zaStitu od
predatora 1 Stetnika. Drugim rijeCima, etericna ulja dio su imunoloskog sustava biljke
(Butnariu i Sarac, 2018).

Zahvaljujuéi brojnim sekundarnim biljnim metabolitima, ljekovite biljke poput
smilja, lovora, ruzmarina i kadulje koriste se dugi niz godina kao za¢ini u prehrambenoj
industriji, u farmakologiji zbog ljekovitih svojstava, te u prirodnim proizvodima za njegu,
zbog svog repelentnog i insekticidnog djelovanja (Bakkali i sur., 2008).

Unato¢ razvoju tehnologije u industriji 1 proizvodnji hrane, velik 1 znacajan
zdravstveni problem je oCuvanje hrane od zaraze humanim patogenima. U danaSnje
vrijeme tradicionalni se konzervansi pokuSavaju zamijeniti prirodnim sredstvima kao $to
su ljekovita bilja, zacini, etericna ulja i razni biljni ekstrakti. Prekomjernom i
neprimjerenom upotrebom antibiotika doslo je do razvoja otpornosti kod mnogih sojeva
patogenih bakterija. Eteri¢na ulja s visokim udjelom fenolnih komponenti kao $to su
karvakrol, eugenol i timol, mogu ostvariti snazan antibakterijski u¢inak na patogene u hrani
(Burt, 2004). Ove fenolne spojeve karakterizira izrazeno antibakterijsko djelovanje te se
mogu koristiti u svrhu ocCuvanja hrane 1 sprjeCavanja razvoja bakterija koje mogu
uzrokovati propadanje hrane ili prijenos bolesti. Zbog pojave sve vecée otpornosti patogenih
bakterija na odredene antibiotike, nuzna su daljnja istrazivanja ljekovitih bilja s ciljem
poboljsanja o€uvanja hrane. Primjena prirodnih konzervansa poput ljekovitog bilja, zaina,
eteri¢nih ulja i biljnih ekstrakata moZe biti vrlo u¢inkovita u sprje¢avanju propadanja hrane
1 oCuvanju svjezine proizvoda, pruzajuc¢i istovremeno dodatne zdravstvene i ekoloSke
koristi. Medutim, vazno je pravilno istraziti i ispitati ove alternative kako bi se osigurala

njihova ucinkovitost i sigurnost u razli¢itim vrstama hrane i proizvoda.



Prednost djelovanja eteri¢nih ulja nad sintetskim konzervansima i antimikrobnim
lijekovima jest sinergisticki ucinak raznih sastavnica, protiv kojih je teze razviti
mehanizme otpornosti (Lis-Balchin i Deans, 1997). Primjerice, jedno eteri¢no ulje moze
sadrzavati nekoliko razli¢itih komponenti, poput fenolnih spojeva, terpena, ketona i estera,
koji zajedno djeluju na razli¢ite bioloSke procese u mikroorganizmima, poput funkcije
stanicne membrane, inhibicije enzima ili poremecaje metabolizma. Ovaj kompleksan
pristup otezava mikroorganizmima razvoj mehanizama otpornosti, jer bi morali razviti
otpornost na viSe razli¢itih kemijskih spojeva istovremeno (Hyldgaard i sur., 2012).
Eteri¢na ulja su takoder svrstana u podgrupu fitobiotika, tj. sastojci dobiveni iz biljka
uklopljeni u hranu s ciljem poboljSanja proizvodnih svojstava zivotinje, Stite njihovo
zdravlje i poboljsavaju proizvodna svojstva zivotinja, 0dnosno poboljsavaju svojstva
namirnice dobivene od tih Zivotinja.

U usporedbi sa sintetski dobivenim antibioticima i anorganskim kemijskim tvarima,
ovi proizvodi dobiveni iz biljaka su prirodni, dokazano manje toksicni, ne stvaraju rezidue
te bi mogli postati idealni dodaci hrani za Zivotinje 1 uspjeSno zamijeniti antibiotske
promotore rasta u hrani za Zivotinje (Windisch i sur., 2008). S druge strane, smilje, lovor,
ruzmarin i kadulja bogat su izvor eteri¢nih ulja koja sadrze klju¢ne komponente od
potencijalnog prehrambenog, farmaceutskog i ekonomskog znacaja.

Cilj ovog rada bio je pruziti pregled postojece literature o razli¢itim bioloskim
aktivnostima  eteri¢nih  ulja, ukljucujuéi njihova antimikrobna, protuupalna,
antioksidacijska svojstva, ispitati antibakterijsku aktivnost hidrolata i eteri¢nih ulja smilja,
lovora, ruzmarina i kadulje dobivenih hidrodestilacijom na rast odabranih sojeva
mikroorganizama Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis te ujedno pruziti osvrt i pregled dosadasnjih istrazivanja njihove primjene

u sprjecavanju javnozdravstvenog problema bakterijskog zagadenja hrane.



2. OPCIDIO

2.1. LIEKOVITO BILJE | GLAVNE ODLIKE

U svijetu se koristi priblizno 20 000 ljekovitih biljaka. Od toga je 1100 vrsta dobro
istrazeno, dok se od 250 vrsta dobivaju osnovni sastojci za proizvodnju suvremenih
lijekova s biljnim aktivnim tvarima (Galle, 2001). Svjetska zdravstvena organizacija
(WHO) smatra da se biljke ¢iji jedan ili viSe biljnih dijelova sadrze jednu ili vise bioloski
aktivnih tvari koje se mogu koristiti u terapijske svrhe ili za kemijske i farmaceutske
sinteze, mogu smatrati ljekovitim biljem. S druge strane, biljke koje sadrze jednu ili vise
aktivnih tvari posebnog okusa ili mirisa, a koriste se za spravljanje mirisa, aroma, napitaka
1 kozmetickih proizvoda, ubrajaju se u aromati¢no bilje. U razli¢itim izvorima, bilje koje
se koristi u medicinske svrhe ¢esto se naziva opcenito ljekovito bilje, a obuhvacéa ljekovito,
zacinsko i aromati¢no bilje. Najcesca definicija ljekovitog bilja obuhvaca biljke ili njihove
dijelove koji se koriste u svrhu lije¢enja ili ublazavanja bolesti, odrzavanja zdravlja ili
poboljSanja opéeg blagostanja.

Ljekovite tvari u biljkama nastaju izmjenom tvari u razvoju i Zivotu biljke te se
pohranjuju u njezinim razli¢itim dijelovima. Ljekovite tvari obi¢no nisu ravnomjerno
rasporedene po cijeloj biljci. Katkada ih je viSe u cvjetovima, a kod drugih vrsta u
listovima, korijenju ili drugim organima. Osobitost ljekovitih biljaka je i u tome da se kod
razli¢itih biljaka iste vrste ljekovite tvari mogu naéi u razli¢itim koli¢inama. To prije svega
ovisi o stanistu biljke, 0 vremenu branja, kao i o daljnjem postupku obrade ubranih dijelova
(Kersek, 2004). Osim ljekovitih tvari, prisutne su i druge tvari koje zovemo balastne tvari.
Medutim, takve tvari nerijetko utjeCu na ljekovita svojstva neke biljke, tako mogu
doprinijeti terapijskim ucincima ljekovitih biljaka. Prisutnost prirodnih regulatora poput
fitohormona, fitonutrijenata, enzima, esencijalnih masnih kiselina i drugih aktivnih
spojeva, jedna je od prednosti ljekovitih biljaka u odnosu na sintetizirane lijekove. Posebna
je znacajka ljekovitih biljaka u tome $to one najc¢esce sadrze vise razlicitih ljekovitih tvari,
od kojih jedna moze biti dominantna te u velikoj mjeri odreduje ljekovita svojstva te biljke
i moguénost njezine primjene (KerSek, 2004). Zbog brzog razvoja kemijske sinteze
posljednjih godina, pretpostavljalo se da Ce sintetizirani spojevi s poboljSanim terapijskim
ucincima istisnuti ljekovito bilje. Medutim, svjedoci smo naglog poveéanja potraznje za
proizvodima od ljekovitog bilja u zapadnoeuropskim zemljama (Ekor, 2014; Mahady,
2001; Sile i sur., 2023). Vazno je napomenuti da kombinacija razli¢itih ljekovitih tvari u
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biljkama Cesto rezultira sinergijskim uc¢inkom, §to znaci da njihovo zajednicko djelovanje
moze biti jace nego djelovanje svake tvari pojedinacno. Stoga se ljekovite biljke Cesto
koriste u obliku ekstrakata ili biljnih pripravaka kako bi se iskoristile sve prednosti
njihovog kompleksnog kemijskog sastava.

Tlo igra kljucnu ulogu u rastu i razvoju ljekovitog bilja te moze utjecati na kvalitetu
1 sadrzaj ljekovitih spojeva u biljkama. Tlo pruza hranjive tvari koje su potrebne biljkama
za rast 1 razvoj, ukljucujuéi dusik, fosfor, kalij, kalcij, magnezij i mnoge druge elemente.
Ovi nutrijenti igraju klju¢nu ulogu u sintezi biokemijskih spojeva u biljkama, ukljucujuéi i
ljekovite tvari poput alkaloida, flavonoida, terpena i drugih (Yang i sur., 2018). Razli¢it
sastav tla, poput sadrzaja humusa, pijeska, gline i drugih materijala, mogu utjecati na
sposobnost tla da zadrzi vlagu, njegovu aeriranosti drenazu. Ovi faktori mogu imati utjecaj
na rast korijena biljaka i apsorpciju hranjivih tvari te mogu utjecati na kvalitetu 1 koli¢inu
ljekovitih spojeva u biljkama (Kome i sur., 2019). Husnjak i sur. (2018) navode da je tlo
temeljno prirodno bogatstvo u Republici Hrvatskoj te predstavlja njezin najznacajniji
prirodni stalni izvor. Prema Britvec i sur. (2015) Republika Hrvatska s glediSta bioloske
raznolikosti jedna je od najbogatijih zemalja Europe. Velika raznolikost otoka i priobalja
daju hrvatskom obalnom podru¢ju medunarodno znacenje.
U tom je smislu Jadransko more s otocima, osobito vazno za Hrvatsku jer pruza mnogo
pogodnosti za uspjeSan razvoj poljoprivrede, turizma, ribarstva i1 marikulture. Prema
podacima Hrvatske poljoprivredne komore, u Republici Hrvatskoj se uzgaja i prikuplja oko
170 vrsta ljekovitoga i aromati¢noga bilja. Jadranska obala i otoci su jedinstveno i osebujno
podrucje, koje se isti¢e opéim karakteristikama, neobicnim reljefom, klimom, sloZenom
geoloSkom prosloscu, raznolikoS¢u staniSta, bogatom bioraznolikoS$¢u i relativno dobrim
stanjem ocuvanosti (Kovacic i sur., 2008). Jadransko more s otocima ima veliku vaznost
za nas zbog pogodnosti za uspjesan razvoj poljoprivrede, ali i drugih gospodarskih grana
kao Sto su turizam, ribarstvo 1 marikultura. Prirodni 1 geografski uvjeti, posebice pedoloski
i klimatski, omogucuju uspjesan samonikli rast i uzgoj ljekovitog bilja na ovom podrucju.

Jedan od preduvjeta za uspjeSan uzgoj i povecanje proizvodnje ljekovitih i
aromati¢nih biljaka u Hrvatskoj u svakom je slufaju poznavanje njihovih ekoloskih
karakteristika. lako u Republici Hrvatskoj postoje povoljni uvjeti za uzgoj, kao i duga
tradicija koristenja ljekovitih 1 aromaticnih biljaka, danasnja proizvodnja tih kultura kod
nas nije razvijena u zadovoljavajucoj mjeri (Ljubi¢i¢ i Britvec, 2019). Nadalje, isti autori
navode kako se u Republici Hrvatskoj moze uzgajati puno veci broj ljekovitih i aromati¢nih

vrsta, nego §to je to sad slucaj.



Prema podacima Drzavnog zavoda za statistiku i Ministarstva poljoprivrede,
ukupna povrsina ekoloskih orani¢nih usjeva u Republici Hrvatskoj za aromatsko, ljekovito

i zacinsko bilje u 2022. godini je iznosila 4407 ha, kako je prikazano u Tablici 1.

Tablica 1. Povrsina ekoloskih orani¢nih usjeva u Republici Hrvatskoj (ha) u razdoblju od
2017. do 2022. godine za aromatsko, ljekovito i za¢insko bilje (Godisnje izvjesc¢e o stanju
poljoprivrede, 2022).

Povrsina ekoloskih 2017. 2018. 2019. | 2020. | 2021. | 2022.
orani¢nih usjeva u
Republici Hrvatskoj u
razdoblju od 2017. do
2022. godine

ha 5100 5274,03 | 4004 4194 | 4782 4407

Tablica 2. Ekoloska proizvodnja orani¢nih usjeva (t) u Republici Hrvatskoj u razdoblju od
2017. do 2022. godine za aromatsko, ljekovito i zac¢insko bilje (web 1, Godisnje izvjesce o
stanju poljoprivrede, 2022).

Ekoloska proizvodnja | 2017. 2018. 2019. 2020. | 2021. | 2022.
orani¢nih usjeva u
Republici Hrvatskoj u
razdoblju od 2017. do
2022. godine

t 4239 3939 2797 2867 | 3374 | 3083

Prema podacima Drzavnog zavoda za statistiku 1 Ministarstva poljoprivrede ukupna
ekoloska proizvodnja orani¢nih usjeva u Republici Hrvatskoj za aromatsko, ljekovito 1
zacinsko bilje u 2022. godini je iznosila 3083 tone (t), Sto je vidljivo iz Tablice 2.

Prema statistickim podacima DrZzavnog zavoda za statistiku i Ministarstva
poljoprivrede izvoz eteri¢nih ulja i rezinoida (EUR) iz Republike Hrvatske u drzave ¢lanice
Europske unije za 2020. godinu iznosio je u vrijednosti od 13.791,152 EUR od toga u
Europsku uniju (15 zemalja) 9.223,626 EUR; Austriju 5.149,851 EUR; Njemacku 78,847
EUR; Ujedinjeno kraljevstvo 69,306 EUR; Grcku 43,115 EUR; Francusku 15,319 EUR;
Italiju 11,736 EUR; Nizozemsku 3.853,47 EUR; Spanjolsku 1,959 EUR; Belgiju 15 EUR,
dok za Dansku, Finsku, Irsku, Luksemburg, Portugal i Svedsku izvoz je bio 0 (web 1).

Satovi¢ i sur. (2012) navode da je uzgoj ljekovitih i aromati¢nih biljaka ve¢inom

organiziran na obiteljskim poljoprivrednim gospodarstvima i to uglavhom kao sporedna



aktivnost. Nadalje, relativno je malo obiteljskih gospodarstava specijalizirano za

proizvodnju ljekovitih i aromati¢nih biljaka.

2.2. MORFOLOSKA OBILJEZJA BILJAKA

2.2.1. Smilje Helichrysum italicum (Roth) G. Don

Smilje je trajnica koja pripada porodici glavocika (Asteraceae) i rodu Helichrysum
(Tablica 3.). Rod Helichrysum obuhvaca vise od 600 vrsta rasprostranjenih diljem svijeta,
a oko 25 vrsta je porijeklom s Mediterana (Nincevi¢ i sur., 2019; Anderberg, 1991). Naziv
roda potjece od grckih rijeci helios, $to znaci sunce i chryson, §to znaci zlato (Perrinial i
sur., 2009; Beljo i sur., 2016).

Tablica 3. Botanicka sistematika smilja (Hulina, 2011).

TAKSONOMSKA JEDINICA NAZIV
CARSTVO (regnum) Plantae
ODJELJAK (phylum, divisio) Magnoliophyta
RAZRED (clasis) Magnoliopsida
PODRAZRED (subclasis) Magnoliideae
RED (ordo) Asterales
PORODICA (familia) Asteraceae
ROD (genus) Helichrysum
VRSTA (species) Helichrysum italicum (Roth) G. Don

Smilje je vazdazeleni polugrm (Clapham, 1976; Galbany-Casals i sur., 2006;
Rogosi¢, 2011). Stabljika je bijelo pustenasta, uspravna i visoka 20-50 cm. Listovi su
naizmjeni¢ni, usko linearni, tupog vrha, prema dolje previjenog ruba, dugi 3-4 (6) cm,
Siroki oko 20 mm, kozasti, jako aromati¢ni. ViSe cvjetova zajedno sakupljeno je u guste,
2-4 mm Siroke glavice koje izgledaju kao jedan cvijet (Slika 1). Glavice su sakupljene u
vr$nim, gotovo ravnim, 2-8 cm Sirokim gronjama. Cvjetovi su zlatnoZzuti, intenzivna
mirisa, te cvate od lipnja do kolovoza (Galbany-Casals i sur., 2006), a plod je jednosjemena
roska (Domac, 1994; Dubravec, 1996; Glavas, 2019).



Slika 1. Smilje u cvatu (autor: Pero Grgic)

2.2.1.1. Staniste, ekologija i rasprostranjenost

Smilje raste na suhim mjestima, stijenama i pijescima u blizini mora te buSicima.
Rasprostranjeno je na veéem dijelu Sredozemlja: juzna Europa, sjeverozapadna Afrika,
Mala Azija (Kovac¢i¢ i sur.,, 2008). Sredozemno smilje Helichrysum italicum je
rasprostranjeno u srediSnjem podrucju u sjevernoj Africi i na Cipru (Galbany-Casals i sur.,
2006). Smilje uspjesno raste na lakim propusnim karbonatnim tlima te dobro podnosi susu
i minimalnu koli¢inu hraniva plitkih tala mediteranskog podrucja (Pohajda i sur., 2015).
Sredozemno smilje je kserofitna vrsta, koja prirodno raste na suhim, pjeskovitim i
kamenitim podru¢jima mediteranske regije. Ta karakteristika omogucuje da raste u
Sirokom rasponu mediteranskih visina, izmedu razine mora i 2200 m (Nostro i sur., 2001;
Galbany-Casals i sur., 2011).

Smilje u Republici Hrvatskoj raste u Dalmatinskoj zagori, na otocima, duz
jadranske obale, najées¢e uz rubove putova i na kamenjarskim pa$njacima (Galbany-
Casals i sur., 2011). Dobro podnosi susu, ima snazan korijenski sustav koji moze prodrijeti
duboko u tlo u potrazi za vlagom. Najcesce uspijeva na karbonatnim i skeletnim tlima
lakseg teksturnog sastava te ocjeditim tlima. Smilju ne odgovaraju teska tla koja zadrzavaju
vodu (Nincevi¢, 2020). Raste po kamenjarima, toc¢ilima, napuStenim vinogradima,
gromac¢ama, uz putove, u pukotinama stijena. Cesto s velikom uéestalo$éu pokriva terene,

te je poznata biljka jadranskog podrucja (Glavas, 2019).



Iz baze podataka Flora Croatica (Slika 2) vidljivo je da je smilje u Republici

Hrvatskoj rasprostranjeno na otocima i uz obalni pojas.

Slika 2. Rasprostranjenost smilja u Republici Hrvatskoj (Web 2)

Pri podizanju plantaznog nasada smilja vazno je koristiti deklarirani kvalitetni sadni
materijal, a sadnju presadnica najjednostavnije je obaviti strojno te prema postojecoj

mehanizaciji prilagoditi sadnju (Slika 3).
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Slika 3. a) Nasad smilja nasad smilja u cvatu (lijevo) i b) nasad smilja nakon berbe

(desno) (autor: Branka Bilandzija, uz dozvolu autora)

2.2.2. Lovor Laurus nobilis L.

Lovor pripada porodici lovorika (Lauraceae) i rodu Laurus (Tablica 4.), a dolazi od

latinske rijeci laurus, $to znaci slavljen i nobilis, tj. plemenit (Houdret, 2002).



Tablica 4. Botani¢ka sistematika lovora (Glavas, 2019)

TAKSONOMSKA JEDINICA NAZIV
CARSTVO (regnum) Plantae
ODJELJAK (phylum, divisio) Magnoliophyta

RAZRED (clasis) Magnoliopsida
PODRAZRED (subclasis) Magnoliidae
RED (ordo) Laurales
PORODICA (familia) Lauraceae
ROD (genus) Laurus
VRSTA (species) Laurus nobilis L.

Lovor je vazdazeleni grm ili nisko stablo koje moze narasti i do 10 m visine. Listovi
stoje naizmjeni¢no, jajastog su oblika i na oba kraja zasiljeni. Dvodomni, zuckastobijeli
cvjetovi razvijaju se u obliku cuperaka u pazuScima listova. Lovor cvate od ozujka do
svibnja (Slika 4a). Lovorov plod je jajasta kostunica koja je u pocetku zelena (Slika 4b), a
u kasnu jesen poprima tamnomodru boju. KoStunica je sjajna, do 18 mm duga i do 12 mm
Siroka. Listovi su kozasti i tvrdi, vazdazeleni, do 12 cm dugi i 3-5 cm Siroki, valovita ili
nerijetko nazubljena ruba, tamnozeleni i sjajni. Karakteristicnog su, jako aromati¢nog

mirisa (Kustrak, 2014). Plod je tamnoplava jajasta koStunica (Gelencir i Gelenéir, 1991).

Slika 4. a) Lovor u cvatu (lijevo) i b) plod lovora (desno) (autor: Pero Grgic)



2.2.2.1. StaniSe, ekologija i rasporostranjenost

Lovor je rasprostranjen po zemljama oko Sredozemnog mora, a kod nas raste uz
jadransku obalu, pojedinacno ili u skupinama s ostalim zimzelenim grmljem. Moze se na¢i
i do 300-400 m nadmorske visine. Ima ga u Istri, oko Opatije, na LoSinju, Rabu, Pagu,
Bracu, Hvaru, Visu, Peljescu te gotovo uz cijelu juznodalmatinsku obalu.

Na nekim mjestima formira male Sume. Raste u sastojinama vazdazelenih Suma
hrasta crnike, u grani¢nim podrucjima prema submediteranu. Podnosi jacu zasjenjenost,
izdrzljiv je na susu i otporan na jake vjetrove, te podnosi niske temperature do -18 °C.
Domovina lovora je Mala Azija, odakle se raSirio po cijelom Sredozemlju, gdje raste kao
divlja, ali 1 kao kultivirana biljka (Kovaci¢ i sur., 2008). Uzgaja se i za ukras po vrtovima
u podru¢jima s umjerenom klimom. Dobro podnosi orezivanje te se moze raznoliko
oblikovati (Grli¢, 2005).

Prema bazi podataka Flora Croatica (Slika 5) vidljivo je da je lovor u Republici
Hrvatskoj rasprostranjen i da raste u Istri, Hrvatskom primorju i Dalmaciji, u priobalju i po
otocima. Na nekim mjestima tvori malene Sume (na obroncima Ucke-Lovran, Opatija). U
veéim koli¢inama lovor raste 1 u juznoj Dalmaciji; u Dubrovackom primorju je uz kadulju
najrasprostranjenija, ali i najvaznija biljka iz skupine ljekovitih i aromatskih biljaka toga
kraja. U Hrvatskoj lovor raste na podrucju Jadrana, pojedinacno ili u skupinama, u Sumama
i makijama hrasta crnike i sastojinama crnog i bijelog graba.

U nekim ga krajevima ima toliko mnogo da su pojedina mjesta po njemu dobila ime,

Lovran u Istri, Lovrove na Silbi i Lovreta na podrucju Splita (Glavas, 2019).

Slika 5. Rasprostranjenost lovora u Republici Hrvatskoj (Web 2)
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Lovor raste na smedim karbonatnim tlima na fliSu otprilike 63-73 % Cestica praha
i gline, te 27-37 % Cestica pijeska, a preferira slabo kiselu do neutralnu reakciju tla
(Gradanin, 1952; Simi¢, 2018). Lovor je u biolosko-ekoloskom pogledu heliofilna i
termofilna vrsta. Prostire se u krajevima gdje godi$nja temperatura iznosi 16 °C — 19 °C, a
koli¢ine oborina tijekom ljeta su od 50-100 mm, relativna vlaga zraka do 60 % (Spanjol i
sur., 2021). Osjetljiv je na hladnocu, ali ju moze podnijeti. Prema Noordhuisu (1995) lovor
najbolje prezimi pri temperaturama od 5 do 10 °C.

Obzirom da je lovor autohtona biljna vrsta na Mediteranu kao takva je i vrlo korisna
za poSumljavanje na Mediteranu te je sastavni dio zimzelenih sredozemnih Suma i makija.
Lovor ima dobro razvijen korijen i zbog toga je pogodan za vezivanje i zastitu tla od erozija
(Spanjol i sur., 2021).

Lovor se moze saditi kao vjetrozastitna vrsta jer odolijeva ja¢im vjetrovima (Bar¢i¢
i sur., 2021). Zadebljali korijenov vrat lovoru omoguéuje prezivljavanje u nepovoljnim
uvjetima (npr. susni uvjeti, pozari i oSteCenja stabljike), a ima i visoke potencijale za
razmnoZavanje i klonski rast (Spanjol i sur., 2021). Takoder, lovor ima visoku sposobnost
izbjegavanja pojave vodenog stresa na liS¢u, stvarajuéi nisku brzinu transpiracije i
sposobnost brzog obnavljanja sadrzaja vode u tkivima (Alessi i sur., 2021).

Tijekom posljednjih desetljeca u Sumama juZzne Europe zabiljeZeno je kontinuirano
Sirenje populacije lovora. Nekoliko ¢imbenika su pokretaci ovog fenomena: globalno
zatopljenje, promjena koriStenja zemljista, povecanje atmosferskog CO2 itd. (Alessi i sur.,
2021). Uz sve navedene prednosti ova Sumska vrsta nije u potpunosti iskoriStena, u

Sumarstvu na krSu, mediteranskoj poljoprivredi, prehrambenoj 1 farmaceutskoj industriji

(Spanjol i sur., 2021).

2.2.3. RuZmarin Rosmarinus officinalis L.

2.2.3.1. Staniste, ekologija i rasprostranjenost

Prema bazi podataka Flora Croatica (Slika 6), vidljivo je da ruzmarin u Republici
Hrvatskoj raste na sun¢anim i kamenitim predjelima nasSeg priobalja i na otocima.

Najbujnije se razvija u Dalmaciji te je vazna biljka makije mediteranskog podrucja.
Samoniklo raste u Italiji (na Sardiniji i Siciliji), juZznoj Francuskoj i Korzici, kao i u Grekoj,
Turskoj 1 na sjevernoafrickoj obali. Ruzmarin je osjetljiv na hladno¢u i mrazeve, pa se u

zemljama s oStrom kontinentalnom klimom ne razvija. Uzgaja se u Francuskoj,
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Spanjolskoj, Portugalu, a od afri¢kih zemalja u Maroku i Tunisu. Te su zemlje i izvoznice
ruzmarinova lista i eteri¢nog ulja. Medutim, ruzmarin se uzgaja i u Kaliforniji, kao i u Kini
(Kustrak, 2014).

Ruzmarin raste u najtoplijim, suhim i1 kamenitim dijelovima Sredozemlja 1 u

Hrvatskoj, na najtoplijim otocima, na suhim krSevitim obroncima u blizini morske obale
(Slika 7a,b), izloZen vlaznim morskim vjetrovima (Galle, 2001; Kovacié i sur., 2008). Grli¢

(2005) navodi da ruzmarin raste na naSem primorju, ali se mnogo i uzgaja kao ukrasni grm,

kao zacinska biljka i za proizvodnju etericnog ulja.

Pretpostavlja se da su ruZmarin iz pradomovine, zapadnog Sredozemlja, u davna
vremena rasprostranili benediktinci. Danas su na na$im prostorima zajednice ruzmarina
sasvim udomacdene; pripadaju buSicima zapadnomediteranskih zajednica ruzmarina

(Kovaci¢ i sur., 2008).

Slika 6. Rasprostranjenost ruzmarina u Republici Hrvatskoj (Web 2).

Zuazo 1 Pleguezuelo (2008) navode kako ruzmarin svojim razgranatim korjenovim
sustavom 1 brzim Sirenjem moZe kvalitetno posluZiti 1 kao stabilizator tla na kosinama,
sprjecavajuci eroziju. Nadalje, jedna od moguénosti su i zidne kaskade ili Zivice, pri cemu

tvori prirodnu ogradu.
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Slika 7. a) Nasad ruZzmarina s mulch folijom, b) Uzgojni oblik ruzmarina
(autor: Pero Grgic)

Ruzmarin pripada porodici Lamiaceae i rodu Rosmarinus (Tablica 5.), a dolazi od

gr€. rijeci ros $to znaci rosa i marinus $to zna¢i more (morska rosa) (Savkovi¢, 2017).

Tablica 5. Botanicka sistematika ruzmarina (Begum i sur., 2013.).

TAKSONOMSKA JEDINICA NAZIV
CARSTVO (regnum) Plantae
ODJELJAK (phylum, divisio) Magnoliophyta
RAZRED (clasis) Magnoliopsida
PODRAZRED (subclasis) Magnoliideae
RED (ordo) Lamiales
PORODICA (familia) Lamiaceae
ROD (genus) Rosmarinus
VRSTA (species) Rosmarinus officinalis L.

Ruzmarin je vazdazeleni, gusti i vrlo razgranati grm visine 50-150 (200) cm.
Korijenov sustav je dobro razvijen. Vazdazeleni listovi su unakrsno nasuprotni,
jednostavni, sjedeci, duguljasto linearni, tupog vrha, malo suzene osnove, cijelog i prema
dolje previjenog ruba. Listovi su koZasti, debeli, 2-3 (4) cm dugacki i 2-4 mm S$iroki (Slika
8a). Ruzmarin je vrlo aromati¢na biljka i obiluje nektarom $to privlaci i korisne kukce.
Cvjetovi su gotovo sjede¢i, po nekoliko ih je u prividnim prsljenima, postranim
grozdovima na kratkim izbojcima. Vjenci¢ cvijeta je svijetloplav do ljubicastoplav, 1-1,2

cm dugacak, izvana slabo dlakav (Slika 8b) .
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Plod je kalavac koji se raspada na cetiri smeda, valjkasta, gola, jednosjemena

orasc¢i¢a. Plodovi dozrijevaju u razli¢ito doba godine, ovisno o vremenu cvjetanja, a najvise

ljeti (Grli¢, 2005; Hulina, 2011; Glavas, 2019).

Slika 8. a) Stabljika i listovi ruzmarina (lijevo) i b) ruzmarin u cvatu (desno)

(autor: Pero Grgic)

2.2.4. Kadulja Salvia officinalis L.

Kadulja pripada porodici Lamiaceae i rodu Salvia (Tablica 6.) (Dubravec i

Dubravec, 2001). Dolazi od latinske rijeci salvare $to znaci spasavam ili lije¢im (Lesinger,
1999; Grli¢, 2005).

Tablica 6. Botani¢ka pripadnost vrste Salvia officinalis L. (Drew i Sytsma, 2012).

TAKSONOMSKA JEDINICA NAZIV
CARSTVO (regnum) Plantae
ODJELJAK (phylum, divisio) Magnoliophyta

RAZRED (clasis) Magnoliopsida
PODRAZRED (subclasis) Magnoliideae
RED (ordo) Lamiales
PORODICA (familia) Lamiaceae
ROD (genus) Salvia
VRSTA (species) Salvia officinalis L.

14



Nizak polugrm (50 cm) ugodna mirisa i ve¢inom nerazgranjenih stabljika koje su

uspravne ili malo polegle, jasno ¢etverobridne i pri dnu drvenaste (Slika 9, 10).

Slika 9. Kadulja (autor: Pero Grgi¢)

Listovi kratkih peteljki produzeni su ili elipti¢ni, gotovo bijeli, debeli 1 pustenasti,
dugi oko 5 (7,5) cm i jako aromati¢ni, valovita ruba i1 jasne nervature smjeSteni u

nasuprotim parovima (Slika 9, 10).

Slika 10. Uzgojni oblik kadulje (autor: Pero Grgic)

Vrlo medonosni cvjetovi dvousnati, najées¢e ruziCasto ljubicastih vjenci¢a i u
pazuScima listova skupljeni u cvatove nalik na klas. Caske su jasno dvousnate i Cesto

tamnije ruzicasto ljubicaste boje. Pricvjetni listovi su ovalni, dlakavi i zljezdasto istockani.
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i sur., 2008).

2.2.4.1. Staniste, ekologija i rasprostranjenost

Kadulja je biljka naseg primorja i krSa. Raste uz citavu jadransku obalu, na
kamenjaru i oskudnom tlu. Mjestimi¢no zalazi i duboko u unutrasnjost. U kulturi je
rasprostranjena i po mnogim drugim zemljama izvan sredozemnog podrucja (Grli¢, 2005).
Biljka punog svijetla, tipicni element sredozemnih travnjaka i pasSnjaka, sve do
mediteransko-montanog pojasa. Podnosi velike temperaturne razlike, niske zimske
temperature i malu vlaznost zraka (Kovaci¢ i sur., 2008). Kadulja je termofilna biljka, stoga
visoke temperature pogoduju rastu i nagomilavanju eteriénog ulja (Silje$ i sur., 1991).
Nadalje, kadulja dobro podnosi susu, medutim, mlade biljke uzgojene generativnim putem
(sjemenom) za pocetni rast zahtijevaju prilicno vlage. Kadulja se preventivho moze
zagrnuti nakon duge kos$nje. Nije osjetljiva na kvalitetu tla, ali ne odgovaraju joj ni lagana,
pjeskovita niti hladna i vlazna glinena tla. Najbolje ¢e rezultate posti¢i na toplim humusnim

tlima s dobrim vodozra¢nim rezimom (Slika 11).

Slika 11. Nasad kadulje u grmolikom obliku (autor: Pero Grgic)

Kadulja se stolje¢ima uzgaja u vrtovima, stoga se danas moze pronaci na svim
kontinentima, ponegdje i udomacena. Kadulja samoniklo raste na suhim, kamenitim tlima
i priobalju. Nije pretjerano osjetljiva na mraz. Kadulja se uzgaja najvise u Madarskoj,
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Francuskoj 1 Njemackoj, dok kao samonikla najvise raste na podru¢ju Sredozemlja. Prema
Slici 12. vidljivo je da je najrasprostranjenija duz sjevernog Jadrana (otoci Krk i Cres),
srednjeg i juznog Jadrana, do planine Biokovo na jugu (Trinajsti¢, 1992; Galle, 2001; Web
2), unutrasnjosti kr§kog podrucja (Velebit, Veliko Rujno i do 1000 m nadmorske visine)
(Kustrak, 2005) te blizeg kontinentalnog podrucja, ukljucuju¢i dijelove Slovenije,

Hrvatske, Bosne i Hercegovine, Crne Gore i Albanije (Risti¢ i sur., 1999).

Slika 12. Rasprostranjenost kadulje u Republici Hrvatskoj (Web 2.)

Kadulja ima i ukrasnu vrijednost te se Cesto sadi u vrtovima zbog mirisa, privlacnih
listova 1 cvjetova. Nije zahtjevna biljka 1 lako se uzgaja 1 njeguje. Izvrsno podnosi susu te
se smatra pionirom vegetacije u posumljavanju i vezivanju krsa i sprjeCavanju erozije
(Zidovec, 2006; Greguras, 2013). Prema Gregurasu (2013) péelari su prvi koji su primijetili
njezino nestajanje u nekim dijelovima Dalmacije sto predstavlja jednu od prijetnji koje bi
mogle utjecati na populaciju kadulje uslijed nekontroliranog branja, ali i napustanja ispase
koza i ovaca koje zamjenjuju garig i makiju.

Najveci dio povrsine otoka Paga ¢ine kamenjarski paSnjaci primorskog brdena i
krsina (Asphodelo — Chrysopogonetum typicum) na ¢ijoj se bioprodukciji temelji pasno
ovéarstvo otoka te kamenjar kovilja i ljekovite kadulje. Simi¢ (1980) navodi kako je
kadulja je izrazito medonosna biljka te da je poslije bagrema najvrjednija biljka za pcele.
Znatne koli¢ine ove aromati¢ne i za¢inske biljke se izvoze u SAD, gdje se koristi kao zac¢in

za mesne konzerve (Grli¢, 2005).
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2.3. HIDROLATI I ETERICNA ULJA

U klasi¢ne metode izolacije eteri¢nih ulja svrstavane su hidrodestilacija, parna
hidrodestilacija, hidrodifuzija, direktna parna destilacija, ekstrakcija organskim otapalima
(Soxhlet ekstrakcija), te hladno presanje. U modernije, inovativhe metode svrstavane su
ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima,
ekstrakcija superkriticnim fluidima, ekstrakcija potpomognuta hladnom atmosferskom
plazmom, mikrovalna hidrofuzija i gravitacija te ubrzana ekstrakcija otapalima pri
poviSenom tlaku (Handa, 2008; Sadgrove i Jones, 2015). NajceS¢e je upotrebljavana
vodena destilacija od navedenih metoda izolacija etericnog ulja (Turek i Stintzing, 2013),
posebno za biljke koje sadrze visok udio osjetljivih spojeva. Proces destilacije vodenom
parom u osnovi ukljuuje prolazak vodene pare kroz biljni materijal, §to uzrokuje
oslobadanje etericnih ulja iz biljaka. Zatim se smjesa vodene pare i etericnih ulja
kondenzira, a zbog razlika u njihovim taliStima, eteri¢na ulja se odvajaju od vode.

Hidrolati, ¢esto nazivani i hidrosoli, hidroflorati, biljni aromati¢ni otpadi,
aromati¢ne vode, cvjetne vodice i esencijalne aromati¢ne vode, nusprodukti su destilacije
biljnog materijala pri proizvodnji eteri¢nih ulja. Hidrolati su kiselkaste tekucine (pH
vrijednosti od 4,5 do 5,5) s ugodnim do neugodnim i od sli¢nog do razli¢itog mirisa u
odnosu na eteri¢no ulje (A¢imovic¢ i sur., 2020).

Hidrolati su se dugo vremena definirali kao otpadni proizvodi vodene destilacije
sve dok se nije istrazila njihova vaznost analizirajuci njihovu antimikrobnu i antifungalnu
sposobnost. Sadrze promjenjivu koli¢inu etericnog ulja (obi¢no manju od 1 g/L ) i
hlapljive, u vodi topljive, sekundarne metabolite (D’Amato i sur., 2018). Kvaliteta
hidrolata moze se razlikovati ovisno o postupku destilacije i izvoru biljnih materijala.

Hidrolati nastaju tijekom ekstrakcije eteri¢nih ulja iz aromati¢nih biljaka, sastoje se
od kondenzirane vode u procesu destilacije i od polarnih, hidrofilnih, hlapljivih
komponenata ulja koje tvore vodikove veze s vodom. Tijekom postupka destilacije, destilat
se razdvaja u polarnu ili hidrofilnu fazu (hidrolat) i nepolarnu hidrofobnu fazu (eteri¢no
ulje) tako da polarnost velikim dijelom odreduje u kojoj mjeri ¢e se pojedini spojevi
distribuirati u odredenu fazu. Neki su spojevi prisutni u oba proizvoda, ali u razli¢itim
koncentracijama, a neki se mogu pronaéi samo u hidrolatu ili eteriénom ulju.

Hidrolati obi¢no sadrZze manje od 0,10% vodom topivih aromati¢nih spojeva (tj.
hlapivih organskih spojeva) iz eteri¢nog ulja, koji ostaju otopljeni u vodenoj fazi. A¢imovié¢
i sur. (2020) su dobili vrlo aromati¢cne hidrolate koji su sadrzavali 0,17 % aromati¢nih
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spojeva preostalih nakon vodene frakcije, a njihov sastav se prili¢no razlikovao od sastava
eteri¢nog ulja.

Eteri¢na su ulja, prema definiciji ISO (International Standards Organization),
uljasti proizvodi intenzivhog mirisa koji se dobivaju destilacijom vodenom parom iz
biljaka ili dijelova biljaka ili preSanjem iz kore voca iz porodice citrusa. Vrlo su
rasprostranjena u biljnom svijetu i nalaze se u svakoj biljci koja ima izrazito mirisne
dijelove. Poznato je priblizno 3000 razlicitih eteri¢nih ulja, od koji samo oko 150 ima
prakti¢nu vrijednost i primjenu (Siljes i sur., 1991).

Prema kemijskoj definiciji eteri¢na ulja su hlapljive aromatske hidrofobne tekucine
dobivene iz biljnih dijelova kao $to su kora, cvjetovi, plodovi, listovi i sl. (Nazzaro i sur.,
2017; Siljes i sur., 1991). Mnoga istrazivanja potvrduju antibakterijsko, antivirusno,
antifungalno te insekticidno djelovanje eteri¢nih ulja zbog velikog broja sekundarnih
metabolita (monoterpena, seskviterpena te njihovih derivata (Palfi i sur., 2018; Bajalan i
sur., 2017; Baratta, 1998a i b; Basak i Guha, 2018; Bhavaniramya i sur., 2019; Borges i
sur., 2019; Bozin i sur., 2007; Kanat i Alma, 2004).

Svim eteri¢énim uljima svojstvena je snazna hlapljivost. Pri hlapljenju se razvija
intenzivan, za brojne vrste specifi¢an miris. Gotovo sva eteri¢na ulja lakSa su od vode, pa
plivaju na povrsini. Tako su 1 dobila naziv ,,ulja®, iako nemaju nista zajednickog s masnim
uljima. Pri odredivanju njihove ¢istoce i moguce je izvesti vrlo jednostavan pokus. Na papir
se nanese kapljica pravog ulja i kapljica eteri¢nog ulja. U pocetku obje tvari pokazuju
svima dobro poznatu masnu mrlju, koja kod eteri¢nih ulja nestane za najvise 24 sata, a kod
masti se rasiri i ostaje trajno. Eteri¢na su ulja ve¢inom bezbojna ili blago zuckasta (Galle,
2001).

Eteri¢na ulja se u vodi slabo ili uopc¢e ne otapaju. Imaju snazan, vise ili manje osobit
i najéeSc¢e ugodan miris. U biljci nastaju eteri¢na ulja u posebnim uljnim Zlijezdama, uljnim
stanicama ili Zljezdastim dlakama na povrsini biljke. Eteri¢no ulje pojedine biljke je smjesa
viSe razli¢itih spojeva, to¢nije mjeSavina zasicenih i nezasi¢enih derivata ugljikovodika,
poput alkohola, fenola, estera, aldehida i terpena (Butnariu i Sarac, 2018).

Eteri¢na se ulja mogu nalaziti u svim organima biljke, ali njihova koncentracija i
sastav variraju izmedu razli¢itih dijelova. Kemijski sastav etericnih ulja ovisi o viSe
¢imbenika, ukljucujuéi dob biljke, dio biljke koji se koristi, razvojnu fazu, uvjete rasta te

vrijeme berbe. Kemijski sastav i koli¢ina etericnog ulja iste biljke mogu varirati i 0visno o
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razli¢itim klimatsko-pedoloskim uvjetima podrucja na kojima se uzgaja, kao i sezonskim
promjenama (Burcul, 2014).

Etericna ulja imaju razli¢ita djelovanja, ukljucujuéi antioksidacijsko,
antibakterijsko, antivirusno, antimikoti¢ko, protuupalno i antitumorsko djelovanje, pri
Cemu se najviSe istrazuju zbog antimikrobnog i antioksidacijskog djelovanja. Medu
glavnim komponentama eteri¢nih ulja s farmakoloskim djelovanjem su 1,8-cineol, kamfor
i a-pinen (Borges i sur., 2019). Eteri¢na ulja s visokim udjelom fenolnih komponenti, kao
Sto su karvakrol, eugenol i timol, mogu ostvariti najbolji antibakterijski u¢inak na patogene
u hrani (Burt, 2004). Najznacajnije komponente eteri¢nih ulja odgovorne za antimikrobnu
aktivnost su: karvakrol, timol, eugenol, p-cimen, karvon, cimetaldehid, terpinen i kapsaicin
(Hengl i sur., 2011).

Hrvatska raspolaZze povoljnim prirodnim resursima i klimatskim uvjetima za uzgoj
aromaticnog 1 ljekovitog bilja te proizvodnju eteri¢nih ulja. Postoje¢a autohtona flora
omogucuje sakupljanje sirovina iz prirode §to pruza dobar temelj za razvoj preradivacke
industrije fokusirane na destilaciju eteri¢nih ulja. Neki od potencijalnih proizvoda su
etericna ulja lavande, vriska, lovora, kadulje, mati¢njaka koja imaju primjenu u
prehrambenoj, kozmetickoj 1 farmaceutskoj industriji. Uz odgovarajue marketinske

aktivnosti ta ulja mogu postati prepoznatljiv izvozni brend Hrvatske.

2.4. KEMIJSKI SASTAV 1 CIMBENICI KOJI UTJECU NA SASTAV
ETERICNIH ULJA: SMILJA, LOVORA, RUZMARINA I KADULJE

2.4.1. Eteri¢no ulje smilja

Brojni su autori istrazivali kemijski sastav etericnog ulja smilja u Hrvatskoj
(Blazekovi¢ i sur., 1995; Masteli¢ i sur., 2005; Cavar Zeljkovié i sur., 2015). Istrazivan je
kemijski sastav eteri¢nog ulja smilja na podru¢ju Op¢ine Dugopolje u razli¢itim fazama
razvoja biljke (Politeo, 2003). Metodom plinske kromatografije-masene spektrometrije
(GC-MS) provedene su analize etericnog ulja, izoliranog iz svjezeg biljnog materijala
tijekom razlicitih vegetacijskih perioda razvoja biljke. Identificirano je ukupno 67 spojeva,
koji spadaju u monoterpenske (Cio), seskviterpenske (Cis) i neterpenske spojeve, odnosno
njihove ugljikovodike, alkohole, estere, karboksilne kiseline, karbonilne spojeve i okside
(Politeo, 2003). Monoterpen a-pinen i ester neril-acetat, ¢ine vecinu sastava eteri¢nog ulja

smilja, dok su medu zastupljenijima jo§ prisutni a-cedren, kariofilen, limonen i nerol.
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Utvrdeno je da je a-pinen dominantna komponenta ulja u vrijeme najintenzivnijeg razvoja
biljke neposredno nakon cvatnje, a neril-acetat je dominantna komponenta ulja u vrijeme
pune cvatnje biljke i u jesen. Fenoli su zastupljeni u malim koli¢inama. Karvakrol je
identificiran s 0,62 %, eugenol s 0,36 %, a 3-izopropil fenol s 0,30 % udjela. Blazekovi¢
i suradnici (1995) su istrazivali varijacije u sastavu i sadrzaju eteri¢nih ulja izoliranih iz
biljaka H. italicum sakupljenih na razli¢itim lokacijama i u razli¢itim vegetativnim fazama
razvoja. U ranoj fazi razvoja biljke u ulju su prevladavali monoterpeni a- pinen (do 28,9
%), neril-acetat (do 9,0 %) i nerol (do 2,0 %). Najmanji sadrzaj a-pinena je u vrijeme
cvatnje (4,2 %) i neposredno nakon cvatnje, sukladno rezultatima istrazivanja Politeo
(2003), a najvisi sadrzaj utvrden je u vrijeme pojave prvih mladica. Priblizavanjem
vremena cvatnje povecavao se sadrzaj seskviterpenskih spojeva, od kojih su
najzastupljeniji a-cedren (do 16,67 %), italicen (do 10,42 %), a-kurkumen (do 28,06 %) i
y-kurkumen (do 16,65 %). Medu seskviterpenima, posebno se istiCe y-kurkumen kao
zanimljiv spoj u smilju (Skunca, 2018) zbog protuupalnog (Aéimovié¢ i sur., 2020),
antikancerogenog (Gismondi i sur., 2020), antimikrobnog (Djihane i sur., 2017) i
antioksidacijskog djelovanja (Erbas i sur., 2023). Udio eteri¢nog ulja u cvjetnim glavicama
vrlo je nizak, ima svega 0,075-0,2 %, ali ima vrlo bogat sastav. U njemu dominiraju neril-
acetat 1 nerol. Posebno su cijenjeni kemotipovi smilja koji sadrZe spojeve italidone (Glavas,
2019). Italidioni djeluju protuupalno i stite kozu od onecis¢enja i UV zracenja (Combes i
sur., 2017).

Eteri¢na ulja smilja iz Republike Hrvatske, sli¢nog su sastava kao iz Italije
(Bianchini i sur., 2001; Nincevié i sur., 2019). Blazekovic i sur. (1995) su proucavali sastav
eteri¢nog ulja smilja u devet prirodnih populacija iz Hrvatske, a glavni spojevi su bili: a-
pinen, neril-acetat, a-cedren, nerol, a-kurkumen, y-kurkumen i geranil-acetat (Tablica 7.).
Rezultati su pokazali slicnost u kvalitativnom sastavu ulja u svih devet populacija, a
razlicitost u koli¢ini pojedinih komponenti.

Tablica 7. Glavne sastavnice eteri¢nog ulja vrste H. italicum s razli¢itih podru¢ja Hrvatske

(preuzeto i prilagodeno prema Bilandzija i sur., 2023)

Lokalitet Metoda Sadrzaj Glavne sastavnice Literatura
eteri¢nog
ulja (%)
Razlidite GC- 0,08-0,32 a-pinen, a-terpineol, Blazekovié i
lokacije duz FID neril-acetat, a-cedren, sur., 1995.
Jadranske GC-MS italicen, a-kurkumen,
obale v-kurkumen,
spatulenol
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Podrugje Splita | GC-MS 0,12 a-pinen, a-cedren, Masteli¢ i sur.,
aromadendren, 2005.
B-kariofilen, neril-acetat,
geranil-acetat

Podrucje GC-MS 0,020 a-pinen, y-kurkumen, Staver i sur.,
Zadra, neril-acetat, B-selinen, 2018.
Sibenika i izotalicen, p-kariofilen,
Knina a-kurkumen
Podrugje GC-MS | 0,02-0,12 neril-acetat, Cavar
Braca, Bikova, a-trans-bergamoten, Zeljkovi¢ i sur.,
Tijarice i a-humulen, 2015.
Makarske [-akoradien,

a-kurkumen, rosifoliol

Nadalje, u provedenim istrazivanjima ispitan je utjecaj nadmorske visine i
klimatskih ¢imbenika poput temperature, oborina, izloZenosti suncu (Cavar Zeljkovi¢ i
sur., 2015; Melito i sur., 2016) te utjecaj stanista i vrste tla na kojem biljka raste na sastav
i koli¢inu eteriénog ulja H. italicum (Leonardi i sur., 2013). Prilagodba na razli¢ite okolisne
¢imbenike osim S$to uzrokuje raznolikost morfoloskih, kemijskih i genetskih karakteristika
vrste H. italicum, takoder utjece i na kvalitativne i kvantitativne znacajke eteri¢nog ulja
(Melito i sur., 2016; BilandZija i sur., 2023). Cavar Zeljkovié i sur. (2015) su analizirali su
uzorke etericnog ulja H. italicum s razlicitih lokacija (Bra¢, Biokovo, Tijarica, okolica
Makarske) na Jadranskoj obali te je utvrdeno da su uzorci slicnog sastava, uz prisutne
znafajne razlike u postotnom sadrZaju pojedinih komponenti. Tako je postotak
oksigeniranih monoterpena i seskviterpena bio veéi u uzorcima s Biokova i iz okolice
Makarske, ¢ime je utvrdeno da je razina oksigeniranih monoterpena i seskviterpena u
etericnom ulju ve¢a na viSim nadmorskim visinama (uzorak s Biokova) 1 pri vecoj
izloZenosti suncu (uzorak iz okolice Makarske). Za razliku od oksigeniranih komponenti,

razina monoterpenskih ugljikovodika pokazala je suprotan trend.

Etericno ulje H. italicum sintetizira se i odlaze egzogeno, u zljezdanim dlakama
koje su prisutne na povrsini cvjetova (latice, lapovi) 1 listova (pricvjetni i listovi stabljike)
(Rodrigues i sur., 2015; BilandZija i sur., 2023). Pored eteri¢nog ulja kao nusprodukt
destilacije smilja vodenom parom nastaje i cvjetna vodica ili hidrolat, koji takoder ima
visokovrijedna terapeutska svojstva. Medutim, moguce ga je samo 3-6 mjeseci skladistiti i

Cuvati na hladnom i tamnom mjestu zbog mikrobioloske netabilnosti (Raji¢ i sur., 2015).
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Smilje posjeduje spojeve insekticidnih i repelentnih svojstava. Obzirom da komarci
prenose razne epidemijske bolesti i dalje se istrazuju eteri¢na ulja i ekstrakti koji su manje
Stetni za ljude i okoli§, a mogu zamijeniti sinteticke instekticide i repelente. Eteri¢no ulje
izolirano iz lis¢a H. italicum, s otoka Elba, uzrokuje smrtnost komaraca Aedes albopictus
pri koncentraciji od 300 ppm sa smrtno$¢u u rasponu od 98,30% do 100% (Conti i sur.
2010). Nadalje, Drapeau i sur. (2009) testirali su repelentni potencijal protiv komarca
Aedes aegypti, dok su Benelli i sur. (2014) dokazali larvicidni u¢inak eteri¢énog ulja H.
italicum na istog. Rezultati su pokazali kako se eteri¢no ulje moze smatrati sekundarnim
¢imbenikom za proSirenje zastite jacih repelentnih molekula. Benelli i sur. 2018; u svojim
istrazivanjima Su dokazali insekticidnu repelentnu aktivnost eteri¢énog ulja smilja protiv
Culex quinquefasciatus, Sitophilus zeamais i Musca domestica.

2.4.2. Eteri¢no ulje lovora

Macut (2019) navodi kako je lovor bogat fenolnim spojevima, najvise flavonoidima
i fenolnim kiselinama, a najznacajniji izolat lovorovog lista je eteri¢no ulje. Eteri¢no se
ulje dobiva ekstrakcijom iz lista lovora, odnosno vodenom destilacijom listova. Nadalje,
pripisuju mu se snazna antioksidacijska i antimikrobna svojstva. Osuseni listovi lovora u
prosjeku daju 1-3 % etericnog ulja. Razlike u kemijskom sastavu ulja uvjetovane su
pedoloskim 1 klimatskim ¢imbenicima.

Sastav ulja lovora ¢ine cineol do 50 %, terpeni, seskviterpeni, metil-eugenol,
eugenol, eugenol-acetat, terpineol, geraniol i linalol. Miris je tezak i zacinski, sli¢an
cineolu, a okus gorak (Siljes i sur., 1991). Eteri¢no ulje uglavnom sadrzi monoterpene (91,8
%) i manje seskviterpena (1,4 %). Glavni sastojci su 1,8-cineol (22,8 - 42,3 %), a-terpineol-
acetat (11,2-11,4 %), linalol (7,4-12,5 %), metil-eugenol, sabinen i linalol. Ukupno je
identificirano 155 spojeva, ukljucuju¢i monoterpene, seskviterpene, fenilpropanoide i
druge spojeve poput tanina i gorkih tvari (Macchioni i sur., 2006).

U plodovima ima do 1 % eteri¢nog i oko 30 % masnog ulja s palmitinskom, oleinskom,
laurinskom 1 linolnom kiselinom. Tijestenjem plodova ili iskuhavanjem s vodom izdvaja
se smjesa ulja. Osim toga, u plodovima ima laurina, miristicina, $kroba, Secera, smole,
fitosterola, miricilnog alkohola (triakontan-1-ol) i drugih tvari (Glavas, 2019).

Analizom tuniskog ulja identificirana su dva glavna spoja: 1,8-cineol (42,3 %) i a-terpineol
acetat (11,2 %), od ukupno 24 sastojka (Bouzouita i sur., 2001). Usporedbom ekstrakata
dobivenih superkriticnom ekstrakcijom i etericnih ulja nije utvrdena znacajna razlika u

sastavu. Glavni spojevi bili su 1,8-cineol, linalol, o-terpineol-acetat i metil-eugenol
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(Caredda i sur., 2002). Novoidentificirani spoj u ulju listova je é-terpineol (Braun i sur.,
2001). U listovima, pupoljcima, cvjetovima i plodovima dominira 1,8-cineol, uz a-
terpineol-acetat, sabinen, a- i B-pinen, B-elemen, a-terpineol, linalol i eugenol (Kilic i sur.,
2004).

2.4.3. Eteri¢no ulje kadulje

Kustrak (2005) navodi kako se najveci udio eteri¢nog ulja nalazi se u listu kadulje,

a sadrzaj ulja je uvjetovan geografskim podrijetlom i ovisi o mjesecu branja kadulje, sa
manjim udjelom eteri¢nog ulja u cvijetu, a najmanjim u stabljici kadulje.
U literaturi se spominju dva kaduljina ulja: obi¢no (Aetheroleum salviae) i muskatno
(Aeuheroleum salviae sclareae). Kaduljino ulje iz biljke Salvia officinalis L. dobiva se
iskoristenjem 1,3-2,5 %. Sastav ulja: tujon (do 50 %), dipenten a-borneol, p-cimen, 1,8-
cineol, (+)-kamfor, (+) i (-)-pinen, salven, dipenten, seskviterpeni, linalol. Sastav tog ulja
uvelike se razlikuje ovisno o kraju gdje biljka raste. Primjerice, $panjolska kadulja uopce
ne sadrzi tujon, dalmatinska kadulja sadrzi oko 50% tujona, dok grcka kadulja ima samo
do 5 % tujona, ali zato ima izrazito visok sadrzaj 1,8-cineola (do 66 %). Ulje ima jak,
karakteristian miris na kamfor (Silje$ i sur., 1991). Aetheroleum salviae: eteri¢no ulje
dobiva se vodenom destilacijom mladih, jo$ zelenih grancica 1 listova, neposredno prije
cvatnje biljke, i gotovo je bezbojno (Galle, 2001). Ostale sastojke ¢ine diterpenska gorka
tvar karnozol (pikrosalvin) i srodna negorka karnozolna kiselina, zajedno s triterpenskim
kiselinama poput urosolne i oleanolne kiseline te triterpenom germanikolom. Ovi spojevi
su predmet istrazivanja u podrucju fitoterapije i prirodne medicine te se proucavaju zbog
svojih potencijalnih terapijskih primjena.

Prisutni su i flavoni i njihovi glikozidi, npr. salvigenin (1-3 %) i tanini kao Sto je
ruzmarinska kiselina (3-8 %) (Galle, 2001). Listovi sadrze 1 do 2,5 % eteri¢no ulja koje
sadrzi a- i B- tujon, 1,8- cineol, borneol, kamfor, kariofilen, kondenzirane i hidrolizirajuce
tanine (3 do 8%), diterpenske gorke tvari (karnozol, 12- metileter deoksikarnozol,
rozmanol i 7- metileter rozmanol), fenolne kiseline (ruzmarinsku, kavenu, klorogenu i
ferulnu). Ruzmarinska kiselina je antioksidans i djeluje protuupalno, dok tanini djeluju
adstringentno. Eteri¢no ulje kadulje je bistra, zu¢kasta do zelenozuckasta, lako hlapljiva
tekucina, karakteristicna mirisa i okusa, koja najcesce uzrokuje osjecaj pecenja na jeziku.
Stiti biljku od hladnoée i vruéine, a svojim mirisom privlagi insekte i tjera biljojede. Glavni
sastojci su lakohlapljivi monoterpeni: a- i B-tujon, 1,8-cineol, (+)-kamfor, borneol i bornil-
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acetat, te seskviterpeni: humulen, (-)-kariofilen i viridiflorol. Nadalje, osim terpena, u

mjeSavinama se nalaze i fenolni spojevi, fenilpropani i spojevi sa sumporom (Kustrak,

2005).

2.4.4. Eteri¢no ulje ruzmarina

Oduvijek se koriste listovi ruzmarina i iz njih dobiveno eteri¢no ulje, koje sadrzi
tvar vrlo sliénu kamforu iz kamforovca (Cinamommum camphora) pa se naziva
ruzmarinov kamfor (Kovaci¢ 1 sur., 2008). Na kemijski sastav etericnog ulja ruZzmarina
najviSe utjeCe geografski polozaj, nize temperature tijekom zimskih mjeseci, srednja
mjesecna temperatura i godi$nji, odnosno mjesecni raspon temperature. Prema rezultatima
istrazivanja, koncentracija kamfora se povecavala u hladnijim uvjetima u odnosu na
koncentraciju 1,8-cineola i obrnuto (Lakusi¢ i sur., 2012).

Eteri¢no ulje Aetheroleum rosmarini dobiva se vodenom destilacijom iz cijele
biljke. Svijetlozuto ulje ugodna je mirisa i blago gorka okusa. Listovi sadrze 1,5-2,5 %
etericnog ulja. Glavni su sastojci ulja (+)-a-pinen (do 37%), 1,8- cineol (do 30 %), (+)
verbenon (do 17 %), borneol (do 7 %), (-)-kamfor (do 7%) i racemi¢ni limonen (do 4 %).
U listovima se takoder nalazi mnogo ruzmarinske kiseline, zatim su utvrdeni diterpenska
karnozolna kiselina, triterpenske kiseline (ursolna i oleanonska), flavonoidi (luteolin,
genkvanin, diosmetin) i njihovi glikozidi, alkaloidi (betulin i amarine) i flavoni (apigenin,
luteolin, genkvanin) (Galle, 2001; Glavas, 1999).

U etericnom ulju ruzmarina prisutni su: monoterpeni s kisikom (49,36 %),
monoterpenski ugljikovodici (3,3 %), oksigenirani seskviterpeni (37,36 %),
seskviterpenski ugljikovodici (1,88 %) te fenilpropanski derivati (0,02 %) (Miljanovi¢ i
sur., 2020). Eteri¢no ulje ruzmarina u svom kemijskom sastavu sadrzi: u najvecem udjelu
borneol (18,11 %), manol (13,47 %), berbenon (13,24 %), kamfor (12,77 %), 1,8-cineol
(4,55 %) i linalol (4,02 %).

Ozcan i Chalchat (2008) navode da eteri¢no ulje ruzmarina sadrzi 1,8-cineol, a-pinen, B-
pinen, kamfor, linalol, limonen, borneol, mircen, terpineol i kariofilen. Kokkini i sur., 2003.
navode kako su glavni sastoji etericnog ulja ruzmarina a-pinen, 1,8-cineol, kamfor i
borneol. Ulja smanjene koli¢ine a-pinena i kamfora i povecane koli¢ine 1,8-cineola i

borneola su bolje kvalitete (Kokini i sur., 2003).
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2.5. ANTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST | PRIMJENA ETERICNIH ULJA U
PREVENCIJI BAKTERIJSKOG ZAGADENJA HRANE

Antibakterijsko djelovanje je vazna komponenta koja se ispituje kod biljaka u
novijim istrazivanjima (Klanénik i sur., 2010; Craft i sur., 2017; Al-Abri i sur., 2022;
Pintore i sur., 2002; Ed-Dra i sur., 2021; Bhavaniramya i sur., 2019). Prirodni proizvodi,
ekstrakti dobiveni iz biljaka u danasnje vrijeme predstavljaju neogranic¢en izvor za razvoj i
proizvodnju pripravaka i lijekova razli¢itih kemijskih sastava. Postoji nekoliko metoda
koje se koriste u odredivanju antibakterijskih svojstava biljnih ekstrakata, a najcescée
koriStene metode su:

- metoda minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)
- metoda razrjedivanja agara (eng. Agar dilution) i

- disk difuzijska analiza (eng. Disk diffusion).

2.5.1. Metoda odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije

Razina antibakterijske aktivnosti koja inhibira rast bakterije odreduje se in vitro
testiranjem aktivnosti standardizirane koncentracije bakterija u serijskim razrjedenjima.
Najniza koncentracija ekstrakta koja inhibira rast bakterija naziva se minimalna inhibitorna
koncentracija (MIC). Metoda minimalne inhibitorne koncentracije pripada dilucijskim
metodama te se moze izvoditi na tekucoj ili krutoj podlozi.

Biljni ekstrakt se serijski razrijedi hranjivim bujonom (teku¢om hranjivom
podlogom) gdje se zatim inokulira ispitivani soj bakterije. Inkubacija traje od 18 do 24 sata
na 35-37 °C nakon Cega se prati zamucenje (bujona) ili porast kolonija §to oznacava
prisutnost bakterija. MIC se izrazava u mg/L ili g/ml (Bedeni¢, 2009). Uz MIC joS§ se
pojavljuje termin minimalna baktericidna koncentracija (MBC) koja oznacava najnizu
koncentraciju ekstrakta koji usmréuje sve mikroorganizme na podlozi (Pramila i sur.,
2011).

lako se MIC i MBC koriste kao popularne metode za otkrivanje antibakterijske
aktivnosti i one imaju neke nedostatke kao nemoguénost otkrivanja postantibiotskog efekta
za koji se kasnije koriste farmakokineticka i farmakodinamicka modeliranja (Kiem i

Schentag, 2006).
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2.5.2. Bakterije i njihove karakteristike

Bakterije su jednostani¢ni, mikroskopom vidljivi organizmi za koje se kaze da su
najbrojniji na zemaljskoj kugli. Iako su bile poznate joS od kraja 17 stoljeca, tek pocetkom
19. stoljec¢a dobivaju svoj danasnji naziv od grcke rijeci bakterion $to u prijevodu znaci
Stapi¢ ili palica. Veli¢ina im se kre¢e od 0.3 do 20 um. Mogu biti kuglaste, Stapicaste,
zavojite ili ,,L* oblika (razli¢itih oblika) (Marinculi¢ i sur., 2009). Vecina ih je tako malena
da se u vidnome polju svjetlosnog mikroskopa mogu promatrati samo pod najveéim
povecanjem. Bakterije su prokariotski organizmi, nemaju stani¢nu jezgru i nemaju
unutarstanicne strukture omedene membranom. Umjesto stani¢ne jezgre, bakterije sadrze
nukleoid, geneti¢ki materijal bakterije, obi¢no u obliku kruzne molekule DNA. Ova
struktura nije omedena membranom kao $to je jezgra u eukariotskim stanicama. Takoder,
bakterije nemaju organele poput mitohondrija ili endoplazmatskog retikuluma, koji su
prisutni u eukariotskim stanicama. Bakterijske stanice sadrze razli¢ite strukture kao Sto su
ribosomi, stanic¢na stijenka, flagela i plazmide, ali su te strukture manje slozene i raznolike
u usporedbi s eukariotskim stanicama (Zhou i Li, 2015). Mnoge bakterije apsorbiraju
nutrijente iz svoga okoliSa, koriste¢i razli¢ite mehanizme poput difuzije, aktivnog
transporta ili endocitoze. Medutim, neke imaju sposobnost stvaranja vlastitih nutrijenata
putem procesa fotosinteze ili drugih sintetickih procesa, poput kemolitotrofije ili
kemoheterotrofije. Sto se tice pokretljivosti, neke bakterije su nepokretne i nalaze se
pri¢vrS¢ene za povrsine, dok su druge sposobne za aktivno kretanje koriste¢i flagele ili
druge strukture poput pilusa. Bakterije su nasiroko rasprostranjene u prirodi, gotovo svim
okruzenjima na Zemlji, ukljucuju¢i vodene ckosustave, tla, zraka te unutar drugih
organizama kao S§to su biljke i Zivotinje (Jurtshuk, 1996). One imaju klju¢nu ulogu u
razgradnji organske tvari, ciklusu hranjivih tvari te u odrzavanju ekoloske ravnoteze. lako
mnoge bakterije imaju korisne i neophodne uloge u prirodi, odredene vrste bakterija mogu
biti patogene i uzrokovati bolesti kod biljaka, Zivotinja i ljudi. Ove patogene bakterije mogu
biti odgovorne za razne bolesti, od blagih infekcija do ozbiljnih zdravstvenih problema
(Durakovi¢ i Redzepovi¢, 2005).

Jedan od prvih koraka u identifikaciji bakterija jest sloZeno (diferencijalno) bojanje
(Durakovi¢ 1 Redzepovic¢, 2005). Metoda bojanja bakterija po Gramu, koju je razvio danski
znanstvenik Hans Christian Gram 1884. godine, jedna je od najvaznijih tehnika u
mikrobiologiji. Gramova tehnika bojanja dijeli bakterije u dvije velike skupine na temelju
njihove reakcije na bojanje. Prema ovoj metodi, bakterije se mogu klasificirati kao gram-
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pozitivne ili gram-negativne, ovisno o tome jesu li zadrZale ili nisu zadrzale boju nakon
postupka bojanja. Gram-pozitivne bakterije zadrzavaju boju i prikazuju se ljubicastim ili
tamno plavim bojama pod mikroskopom, dok gram-negativne bakterije gube boju i
prikazuju se crvenom ili ruziCastom bojom nakon dodavanja kontraboje (obi¢no sa
saharinom).

Razlike izmedu gram-pozitivnih i gram - negativnih bakterija uglavnom se o€ituju
u sastavu i strukturi njihove stani¢ne stijenke (Jawetz i sur., 2012). Gram-negativne
bakterije i gram-pozitivne bakterije razlikuju se prema debljini peptidoglikanskog sloja
(Brown i sur., 2015). Gram-pozitivne bakterije karakterizira deblji sloj peptidoglikana u
njihovoj stani¢noj stijenci, koji moze ¢initi do 90% ukupne mase stijenke. Osim
peptidoglikana, gram-pozitivne bakterije takoder mogu sadrzavati dodatne komponente
kao $to su teihoinske kiseline i lipoteihoinske kiseline. S druge strane, gram-negativne
bakterije imaju tanji sloj peptidoglikana, koji kako navode Schleifer i Kandler (1972)
obi¢no ¢ini manje od 10 % ukupne mase stani¢ne stijenke. Uz peptidoglikan, stani¢na
stijenka gram-negativnih bakterija sadrzi i dodatne slojeve poput vanjske membrane,
periplazme i lipopolisaharida.

Durakovi¢ (1991) navodi da je debljina peptidoglikanskog sloja kod gram-
negativnih bakterija varijabilna, ovisno o rodu bakterija, ali je peptidoglikanski sloj kod
gram-negativnih bakterija puno tanji od istoga kod gram-pozitivnih bakterija (Slika 13).
Nadalje, gram-pozitivne bakterije nemaju vanjsku membranu koja sadrzi lipopolisaharidni
sloj i zbog toga njihove stijenke sadrze deblji sloj peptidoglikana koji ih §titi od negativnih

okoli$nih ¢imbenika.

Gram - pozitivne bakterije Gram - negativne bakterije

tethoinska powi'inSki lipotethoinska lipopolisaharid povrsinski protein
iseli protem kiselina

4388888848888848 membreng

fosfolipid

S40088808008808

Slika 13. Prikaz usporedbe stani¢ne stijenke gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija

(preuzeto i prilagodeno prema Murphy i sur., 2008)
28



Gram-negativne i gram-pozitivne bakterije boje se razliito jer su im stani¢ne
stijenke razliite. Gram-pozitivne bakterije zadrzavaju boju zbog debljeg sloja
peptidoglikana, dok gram-negativne bakterije gube boju zbog vanjske membrane koja
djeluje kao prepreka za zadrzavanje boje. Gram-negativne i gram-pozitivne bakterije mogu
uzrokovati razliCite vrste infekcija, te zahtijevaju razliite vrste antibiotika. Osim toga,
postoji sve veca zabrinutost zbog porasta otpornosti gram-negativnih bakterija na
antibiotike, $to otezava lijeCenje infekcija uzrokovanih ovim bakterijama. Otpornost
bakterija na antibiotike moze biti posljedica razliCitih faktora, ukljucujuéi prirodnu
otpornost na odredene antibiotike, mutacije u genima koji kodiraju za ciljeve antibiotika,
kao i stjecanje gena otpornosti putem horizontalnog prijenosa izmedu bakterija. Bakterije
su izuzetno vazne za ljude i i igraju kljucnu ulogu u razli¢itim aspektima naseg Zivota.
Koriste se u industriji proizvodnje hrane, proizvodnje antibiotika, probiotika, lijekova,
cjepiva, starter kultura za fermentaciju, insekticida, enzima, goriva i otapala (Cherednyk i
Starkova, 2017; Fedorenko i sur. 2015; Raveendran i sur., 2018). Osim toga, bakterije su
klju¢ni igra¢i u mnogim ekoloskim procesima, poput razgradnje organske tvari i fiksacije
dusika, te imaju vaznu ulogu u odrZavanju ravnoteze u okoliSu. Mnoge su vrste bakterija,
pa 1 fitopatogenih, raSclanjene na nize fizioloSke ,,podvrste koje se morfoloski ne
razlikuju, a nazivaju se ,,50j“. Sojevi bakterija ¢esto se ne razlikuju morfoloski, $to znaci
da ih nije moguce razlikovati samo na temelju vanjskog izgleda. Umjesto toga, razlikuju
se na temelju fizioloskih, genetickih ili biokemijskih karakteristika. Sojevi mogu imati
razli¢ite karakteristike, ukljuujuéi otpornost na antibiotike, virulenciju ili sposobnost
prezivljavanja u razli¢itim uvjetima okolisa. Bakterije imaju sposobnost vrlo brze
reprodukcije, ¢esto mnogo brze od gljiva. Ovo je zbog njihove jednostavne grade i1 brZzeg
metabolizma (Ki$pati¢, 1992). Brza reprodukcija omogucuje im da se brzo razmnozavaju
1 Sire, Sto ih ¢ini kljuénim igra¢ima u procesima poput razgradnje organske tvari,
fermentacije 1 obnavljanja tla. Medutim, takoder moze doprinijeti brzom Sirenju infekcija
1 bolesti u biljkama, Zivotinjama 1 ljudima.

Kako bi se bakterije uspjesno razmnozavale u okolisu u kojem se nalaze (ukljucivsi
1 hranu kao okoli§ bakterija), one moraju imati na raspolaganju odredene hranjive tvari,
vodu, odredeni stupanj kiselosti (pH) i prikladne atmosferske uvjete. Bakterija u okolini
mora naci izvor niza ¢imbenika (ugljik, vodik, kisik, dusik, fosfor, elemente u tragovima)
kako bi sintetizirala vlastite makromolekule (ugljikohidrate, lipide, proteine, nukleinske

kiseline). Sintezom vlastitih makromolekula bakterije rastu i razmnozavaju Se. Svim
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bakterijama za rast i razmnazanje neophodna je voda, pa oduzimanje vode (isusenje) Stetno
djeluje na bakterije.

Svaka vrsta bakterija ima optimalni pH za rast, zatim maksimum aciditeta (najnizi pH) i
maksimum alkaliteta (najvisi pH). Vecini bakterijskih vrsta optimalan pH za rast iznosi
oko 7.0 (neutralan) =1 jedinica. Vecina patogenih bakterija podnosi promjenu pH i1 do +4
jedinice oko neutralnog pH. Ova sposobnost prilagodbe pH okolisa kljucna je za
prezivljavanje patogenih bakterija u razli¢itim tjelesnim fluidima domacina ili u tlu, vodi
ili drugim okolisSnim uvjetima gdje pH moze varirati.

Kao 1 svako zivo bice, i1 bakterije imaju za svoj rast optimalnu temperaturu, zatim
minimum i maksimum, unutar kojih postoje mogucnosti za rast bakterija. Bakterije koje se
mogu naéi u hrani uglavnom dobro rastu pri temperaturi oko 30 °C. Optimalna temperatura
rasta ima manji raspon, s time da granica za minimalnu temperaturu rasta nije ostro
definirana. Gornja granica ovisi 0 mogucnosti djelovanja stani¢nih enzima i samim tim je
strogo definirana. Porastom temperature iznad optimalne brz je pad rasta bakterija
(Marinculi¢ i sur., 2009).

Kao izvor hrane vecina bakterija rabi organske kemijske spojeve koji se u prirodi
stvaraju od uginulih organizama, ili do hrane dolaze iz zivog organizma na kojemu zive u
jednoj od mnogobrojnih zajednica (parazitizam ili sinergizam, primjerice). Neke bakterije
mogu same sintetizirati organske spojeve fotosintezom, a neke dolaze do hrane iz
anorganskih izvora. Bakterije napadaju sve, svaki list koji padne s drveta, svaku uginulu
zivotinju. Sve ono §to nazivamo vrenjem, truljenjem i raspadanjem, djelo je bakterija. One
u zivoj prirodi odrzavaju vje¢ni tijek kolanja tvari, one su motori razgradnje, a Covjek 1

zivotinje Korisnici su toga procesa (Durakovi¢ i Redzepovi¢, 2005).

2.5.3. NajceSce bakterije koje uzrokuju zagadenje hrane

NajceS¢e bakterije koje uzrokuju zagadenje hrane ukljucuju razlicite vrste
mikroorganizama, od kojih su neki patogeni i mogu uzrokovati bolesti kod ljudi. Neke od
najéesc¢ih bakterija koje se povezuju s kontaminacijom hrane ukljucuju rod Salmonella
spp., koje mogu uzrokovati salmonelozu, ozbiljnu bakterijsku infekciju koja se prenosi
putem kontaminirane hrane, osobito mesnih proizvoda, jaja, mlijenih proizvoda i povr¢a.
Kontaminacija hrane sojevima Escherichia coli ¢esto se povezuje s nedovoljno termicki

obradenim mesom, nepasteriziranim mlijeCnim proizvodima i kontaminiranom vodom.
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Staphylococcus aureus se Cesto pronalazi kod hrane koja se priprema ili ¢uva na
neprimjerenim temperaturama, poput mesnih proizvoda, mlijecnih proizvoda i proizvoda
od jaja. Listeria monocytogenes je bakterija koja moze uzrokovati ozbiljne bolesti poput
listerioze kod ljudi, posebno kod osoba s oslabljenim imunoloSkim sustavom, trudnica i
starijih osoba. Kontaminirana hrana, poput sirovog mlijeka, nepasteriziranih sireva, pasteta
i gotovih jela, moze biti izvor infekcije. Osim navedenih, i druge bakterije mogu uzrokovati
zagadenje hrane, poput Campylobacter spp., Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens i drugih. Prevencija kontaminacije hrane i pravilno rukovanje hranom klju¢ni
su za sprjecavanje bolesti povezanih s hranom.

Jedan od razloga zasto bakterije nisu uspjele razviti otpornost na eteri¢na ulja jest
taj Sto su ta ulja kompleksne smjese razliitih bioloski aktivnih kemijskih spojeva. Ti
spojevi djeluju na bakterije putem razli¢itih mehanizama $to oteZava bakterijama razvijanje
otpornosti. Za razliku od nekih antibiotika ili konzervansa u hrani, koji imaju samo jedan
mehanizam djelovanja, eteri¢na ulja sadrze razli¢ite komponente koje mogu djelovati na
bakterije na viSe nacina. Na primjer, neki spojevi u eteri¢nim uljima mogu ostetiti stani¢ne
membrane bakterija, poremetiti njihove metabolicke procese ili djelovati kao antimikrobni
agensi. Ovaj multifaktorski pristup oteZava bakterijama razvijanje otpornosti na eteri¢na
ulja jer bi one morale razviti otpornost na viSe razli¢itih mehanizama djelovanja
istovremeno. Drugim rijeCima, razvoj otpornosti bakterija na etericna ulja zahtijeva
istovremeni prijenos viSe gena, Sto je rijetko i teSko ostvarivo, kako je istaknuto u radu
(Aljaafari i sur., 2021). Ipak, vazno je napomenuti da, iako je razvoj otpornosti na eteri¢na
ulja manje vjerojatan u usporedbi s nekim drugim antimikrobnim sredstvima, nije potpuno
iskljuen. Stoga je vazno koristiti eteri¢na ulja s oprezom i razumijevanjem, te ih koristiti
kao dio sveobuhvatnih strategija za kontrolu mikroorganizama.

Mehanizmi djelovanja eteri¢nih ulja su temeljeni na djelovanju bioloski aktivnih
komponenti na citoplazmatsku membranu i staninu stijenku bakterija. To moZe rezultirati
povecanom propusno$¢u membrane, Sto dovodi do gubitka ionske ravnoteze, povecanja
fluidnosti membrane i poremecaja u funkciji proteina u stani¢noj membrani. Osim toga,
djelovanje eteri¢nih ulja moze dovesti do oSte¢enja stani¢ne stijenke bakterija, $to dodatno
oslabljuje njihovu integritet i funkcionalnost. Poremecaji u stani¢énoj membrani i stani¢noj
stijenci mogu rezultirati inhibicijom vitalnih stani¢nih procesa poput stani¢nog disanja,
sinteze proteina i ionskog transporta, §to na kraju dovodi do smrti bakterijskih stanica
(Reichling i sur., 2009). Ukratko, slozenost djelovanja eteri¢nih ulja na bakterije putem

viSe mehanizama, $to otezava razvoj otpormosti bakterija na ta ulja.
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2.5.3.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je jedan od najopasnijih oblika bakterije Staphylococcus, s
kuglastim oblikom (lat. cocci), grupirane u nakupine nalik grozdovima (gr¢. staphyle). S.
aureus je gram-pozitivna, fakultativno anaerobna bakterija i tvori zlatnozute okrugle
kolonije. Staphylococcus aureus je poznat po svojoj otpornosti na susenje, toplinu i
poveéanu koncentraciju soli 0od 15 % (Taylor i Unakal 2024). Moze se naci u razlic¢itim
okolisima, ukljucujuéi kozu i sluznicu toplokrvnih zivotinja te u prirodnom okoliSu poput
tla, prasine, vode i zraka (Adams i Moss, 2008).

Ova bakterija moze biti prisutna kao dio normalne mikroflore kod ljudi, posebno
na kozi i u nosnoj sluznici, gdje se moze nalaziti u 20 do 50 % populacije. Medutim, u
odredenim uvjetima, Staphylococcus aureus moze izazvati vrlo teSke infekcije, uklju¢ujuci
kozne infekcije, upale pluéa, infekcije krvi (sepsu) i infekcije rana (Budimir i sur., 2012).
Staphylococcus aureus moze biti izoliran i iz fecesa, Sto ukazuje na moguénost Sirenja
bakterije putem kontaminirane hrane ili vode. Stoga je vazno obratiti paznju na higijenu i

pravilno rukovanje hranom kako bi se sprijecila infekcija.

2.5.3.2. Bacillus subtilis

Bacilus subtilis je gram-pozitivna, Stapicasta bakterija, koja se moze naci u
razli¢itim okolisima, ukljucujuéi tlo, probavni trakt prezivaca i ljudi te morsku vodu (Hartig
i Jahn, 2012). Proizvodi endospore koje joj omogucuju prezivljavanje ekstremnih uvjeta
okoline, poput visokih ili niskih temperatura, su$e i kemijskih stresora. B. subtilis se ¢esto
koristi kao modelni organizam u istrazivanjima replikacije bakterijskih kromosoma i
diferencijacije stanica zbog svoje prirodne mogucnosti preobrazbe i Sposobnosti stvaranja
endospora te obilja molekulsko-bioloskih i genetickih informacija koje posjeduje (Sueoka,
1997).

Nadalje, B. subtilis je izolirana iz morske vode i epifitne mikroflore i
najproduktivniji je iz ovoga roda u proizvodnji antibiotika koji suzbijaju rast fitopatogenih
mikroorganizama. Pri temperaturi tla oko 0 °C, stvara spore, kao i u alkalnim tlima (Puki¢
i sur., 2007).

Bacilus subtilis nije samo iznimno vazan patogen, nego je i vazan agens u kvarenju hrane.

Budu¢i da ima sposobnost prezivljavanja u razli¢itim uvjetima okoline i proizvodnje
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razliitih bioloSkih spojeva, poput antibiotika, ¢ini ga vaznim organizmom za istrazivanje
sporulacije, germinacije spora i otpornosti spora. To je klju¢no za primjenu u razli¢itim

podrucjima, ukljucujuéi industriju, poljoprivredu i medicinu.

2.5.3.3. Escherichia coli

Escherichia coli jedna je od bakterija koje zajednic¢ki obitavaju u probavnom
sustavu sisavaca. Jedan je od najviSe istraZzenih organizama u mikrobiologiji i Cesto se
koristi kao modelni organizam za razli€ita istrazivanja. E. coli je gram-negativna Stapicasta
bakterija koja se moze kretati pomocu trepetljiki, a njen metabolizam je fakultativno
anaeroban, $to znaci da moze rasti i u prisutnosti kisika i bez njega. Kolonizacija ljudskog
probavnog trakta ovom bakterijom obi¢no se dogada unutar 40 sati po rodenju, kada se E.
coli veze za sloj sluzi koji oblaze crijevnu sluznicu (Hadzi¢ i sur., 2021).

lako se E. coli uobicajeno ne smatra patogenim mikroorganizmom, odredeni sojevi
mogu uzrokovati razlicite infekcije, ukljuc¢ujuéi infekcije mokraénog sustava i probavnog
sustava. Ovi sojevi mogu proizvoditi enterotoksine koji uzrokuju dijareju (Durakovi¢ i
Redzepovi¢, 2005), a mogucéi su 1 ozbiljniji oblici infekcija poput upale Zuci, upale pluca,
meningitisa kod novorodencadi te teskih oblika sepse.

E. coli se Cesto koristi kao indikator fekalne kontaminacije u vodi i hrani jer je
prisutna u crijevima sisavaca, ukljucuju¢i ljude, te njena prisutnost moze ukazivati na
potencijalnu kontaminaciju fekalijama (Croxen i sur., 2013). Ova bakterija se moze
izolirati iz razliCitih izvora, ukljucujuéi stolicu novorodencadi, §to je prvi put opisao
znanstvenik Theodor Escherich 1885. godine, a kompletni genom je sekvencioniran 1997.

godine.

2.5.3.4. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas bakterije, ukljuc¢uju¢i Pseudomonas aeruginosa, prisutne su u
mnogim okruzenjima, posebno u tlu i vodi. Ovim bakterijama pogoduju vlazna okruzenja,
te se Cesto mogu pronaci u razli¢itim mjestima kao S$to su umivaonici, toaleti, neadekvatno
klorirani bazeni i vruée kade, te zastarjele ili inaktivirane antisepti¢ke otopine (Bédard i
sur., 2016). Ponekad se Pseudomonas mogu naéi i na kozi u pazusima i genitalnom
podrucju zdravih ljudi (Wilson i Pandey, 2024).
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Pseudomonas aeruginosa glavni je gram-negativna, aerobna i S$iroko je
rasprostranjena u vodama okoliSa. Oportunisticki je patogen koji lako prezivljava
nepovoljne Zivotne uvjete, ukljucujuéi nedostatak hranjivih tvari. Cest je uzrok infekcija
mokracnih putova te infekcija rana i upala (Durakovi¢ i RedZzepovi¢, 2005). S obzirom na
potencijalnu opasnost, vazeéi pravilnici zahtijevaju odsutnost Pseudomonas aeruginosa u
vodi za pice, gotovom proizvodu, kao niti u vodi za kupanje i rekreaciju (Kovaci¢, 2018).
Ovo su mjere opreza koje se poduzimaju radi zastite javnog zdravlja i sprjeavanja
mogucih infekcija uzrokovanih ovom bakterijom. P. aeruginosa odgovorna je za teSke
infekcije u bolnicama (nosokomijalne) i u zajednici, te je prisutna u kroni¢nim infekcijama
pluéa pacijenata s cisticnom fibrozom. Virulentnost bakterije ovisi 0 mnogim ¢imbenicima
koji su povezani s stanicama i izvanstani¢énim ¢imbenicima, §to omogucuje kolonizaciju

domacina, prezivljavanje, invaziju i postojanje infekcija (Khalifa i sur. 2011).

2.6. UTJECAJ PRIRODNIH DODATAKA NA ODRZIVOST PREHRAMBENIH
PROIZVODA

Vec¢ina dopustenih prehrambenih aditiva primjenjuje se zbog svojih svojstava
konzerviranja, koja se pripisuju njihovoj priznatoj bioaktivnosti. Aditivi s antimikrobnim
svojstvima mogu kontrolirati kvarenje hrane i/ili sprijeciti kontaminaciju patogenima koji
se prenose hranom, ukljucujuéi octenu, jabuc¢nu, mlije¢nu, benzojevu, sorbinsku i
propionsku kiselinu, kalijeve i kalcijeve acetate, ugljikov(lV) oksid, benzoate, sorbate,
propionate, nitrite, nitrate. Naj¢e$¢e koriSteni aditivi koji sprjeavaju tamnjenje hrane
uzrokovano kemijskim ili enzimskim reakcijama su sulfiti. Iako su svi ti spojevi dopusteni
za upotrebu u prehrambenoj industriji, trenutni trend je zamjena kemijski sintetiziranih
spojeva prirodnim. U tom smislu, koriStenje eteri¢nih ulja smatra se alternativom koriStenju
sintetskih aditiva (Ribeiro-Santos i sur., 2017).

U aktivhom pakiranju, materijali za pakiranje mogu sadrZavati komponente s
bioloskim svojstvima namijenjenim polaganom otpustanju u hranu (Slika 14) (Ribeiro-
Santos i sur., 2017). Antimikrobna svojstva eteri¢nih ulja zajedno s antioksidacijskom
aktivnoS¢u, analizirana su u nekoliko studija gdje je utvrdeno da su ucinkoviti protiv
Sirokog spektra patogena koji se prenose hranom.

Konkretno, antimikrobni uéinci eteri¢nih ulja ¢esto su povezani s njihovim
hidrofobnim/lipofilnim karakterom koji im omogucuje prodiranje kroz membrane i njihove

slojeve (Hassoun i sur., 2020).
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[ ETERICNA ULJA J

[ Aktivni sektor « antiokisdacijska aktivnost

Prednosti
pakiranja ]

¢ antimikrobna aktivnost

« produljenje roka trajanja

e moguénost ponovne
upotrebe hrane kao
izvora etericnih ulja

» slobodna eteri¢na ulja
» enkapsulirana eteri¢na ulja

Nedostaci

e visoka isparljivost
* niska topljivost
o laka razgradivost

daljnji razvoj

Slika 14. Strategije primjene eteri¢nih ulja u sektoru aktivne ambalaze za hranu:
prednosti i nedostaci (preuzeto i prilagodeno prema Carpena i sur., 2021).

Jestivi ambalazni filmovi smatraju se dodatcima prehrani viSe nego sastojcima, jer
ne pruzaju znacajnu nutritivnu vrijednost hrani koju oblazu. Utjecaj jestivih filmova i
premaza na okus hrane tijekom konzumiranja jestivog pakiranog proizvoda trebao bi biti
minimalan (Debeaufort i sur., 1998), stoga se izravno dodavanje eteri¢nih ulja u
prehrambene proizvode ograniava. Eteri¢na ulja imaju intenzivnu aromu koja moZe
predstavljati problem kada intenzitet arome prelazi prihvatljivu razinu za potrosace
(Hyldgaard i sur., 2012).

Medutim, dodavanjem odabranih organskih kiselina ili eteriénih ulja u jestive
filmove i1 premaze moguce je kontrolirati rast bakterija. Eteri¢na ulja se mogu nanijeti na
jestivi film ili inkapsulirati u jestive i biorazgradive polimere ili vrecice. Takoder, moguce
je inkapsulirati eteri¢na ulja u nanoemulziju kako bi se sprijecila interakcija eteri¢nih ulja
s hranjivim matricama.

Ugradivanje antibakterijskih, antifungalnih i antioksidacijskih aktivnih komponenti
u prehrambene proizvode moze dovesti do promjena u fizicko-kemijskim svojstvima
proizvoda (Hyldgaard 1 sur., 2012). Dodavanje aktivnih komponenti moZe utjecati na
teksturu proizvoda, ¢ine¢i ga mekSim, tvrdim, pjenastim ili drugacijim u konzistenciji.
Neke aktivne komponente mogu utjecati na boju proizvoda, Sto moze rezultirati

promjenama u njegovom izgledu. Eteri¢na ulja mogu znacajno promijeniti okus i aromu

35



proizvoda. To moze biti zeljeno ili neZeljeno, ovisno o vrsti proizvoda i preferencijama
potrosaca. Dodavanje aktivnih komponenti moze utjecati na stabilnost proizvoda,
ukljucujuéi 1 njegovu trajnost, otpornost na oksidaciju i promjene u teksturi tijekom
vremena.

Jestivi film ili premaz je tanak sloj jestivog materijala koji se koristi u prehrambenoj
industriji za pakiranje hrane ili za postavljanje izmedu komponenata hrane. Ovaj oblik
ambalaze sve se vise koristi zbog svojih dobrih barijernih svojstava prema vodi, plinovima
i UV zraCenju, $to moze poboljsati kvalitetu kona¢nih proizvoda, produljiti njihov rok
trajanja, poboljSati organolepticka 1 mehanicka svojstva te smanjiti koli¢inu otpadnog
materijala. Proteini, polisaharidi, voskovi i lipidi su najces¢i materijali koji se koriste za
izradu jestive ambalaze. Proteini poput kolagena, Zelatine ili mlije¢nih proteina mogu se
koristiti za izradu biorazgradive ambalaze s dobrim mehanickim svojstvima. Polisaharidi
poput Skroba, alginata ili celuloze mogu pruziti fleksibilnost, ¢vrstocu 1 biorazgradivost.
Prirodni voskovi poput pcelinjeg voska te biljna ulja ili masti pruzaju otpornost na vlagu i
ulja. U procesu izrade mogu se dodati razliciti plastifikatori, koji smanjuju lomljivost i
povecavaju fleksibilnost i otpornost na lomove (poput glicerina, sorbitola, saharoze,
kukuruznog sirupa i drugih), kao i funkcionalni aditivi poput antioksidansa, antimikrobnih
sredstava 1 nutrijenata kako bi se poboljSala stabilnost 1 sigurnost proizvoda koji se ¢uvaju
u takvoj ambalazi. Jestiva ambalaza koristi se ve¢ dugi niz godina u industriji, a primjeri
ukljucuju kapsule, obloge za kobasice, ¢okoladne obloge, obloge od Secera i slicno. Mnoge
studije su potvrdile potencijalnu primjenu eteri¢nih ulja u izradi jestive aktivne ambalaze
u prehrambenoj industriji, zbog njihove funkcionalne sposobnosti kao antimikrobnih i
antioksidacijskih sredstava. Aktivna ambalaza odnosi se na materijale koji u svom sastavu
mogu sadrzavati tvari koje se oslobadaju u pakiranom proizvodu ili imaju funkciju
apsorbiranja tvari iz pakiranja (Gali¢, 2009).

Jestivi aktivni filmovi s eteriénim uljem lovora pokazali su se kao vrlo korisni u
prehrambenoj industriji. Karboksimetil celuloza (CMC) koriStena je za izradu filmova s
razli¢itim koncentracijama eteri¢nih ulja lovora, a film s 15 % eteri¢cnog ulja lovora
pokazao se kao najbolji u barijernim svojstvima na djelovanje vodene pare, s 50 %
poboljsanim svojstvima u usporedbi s CMC filmovima bez eteri¢nih ulja lovora (Rincén i
sur., 2019).

Opticka barijerna svojstva povecavaju se s ve¢im udjelom etericnog ulja (ve¢i udio
kemijskih spojeva), pa se s 15 % udjela eteri¢nog ulja u CMC filmovima ta svojstva
poboljsavaju za 97 %. To moze pomoci u sprje¢avanju oksidacije lipida u hrani i produljiti
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rok trajanja hrane. Istrazivanje Rincon i sur. (2019) takoder je pokazalo da pripremljeni
filmovi mogu djelomicno ili potpuno inhibirati rast odredenih mikroorganizama koji su
Cesti patogeni u hrani, poput Escherichia coli i Candida glabrata. Stoga se upotreba
etericnih ulja u jestivim pakiranjima smatra najboljom opcijom za daljnji razvoj ovih
materijala, jer etericna ulja mogu djelovati 1 kao plastifikatori koji smanjuju krhkost 1
povecavaju fleksibilnost materijala (Rincon i sur., 2019). Koristenje jestivih filmova koji
sadrze etericna ulja kao metodu oCuvanja mesa Se pokazalo ucinkovito i omoguéuje
postupno oslobadanje fenolnih spojeva tijekom skladistenja. Ucinci biljnih ekstrakata
poput ruzmarina, sjemenki grozda, zelenog ¢aja i gingka na o¢uvanje hrane su se pokazali
uspjesnim (Theivendran i sur., 2006).

Dodavanje eteri¢nog ulja ruzmarina (Rosmarinus officinalis L.) u kobasice od
mljevenog mesa smanjilo je razinu rezidualnog nitrita, oksidaciju lipida i migraciju
flavonoida poput hesperidina i narirutina, §to je pokazala i studija koju su proveli Viuda-
Martos i suradnici (2010). Rezultati istrazivanja provedenih na ekstraktu ruzmarina,
dodanom u razli¢itim koncentracijama u svjeze i zamrznute svinjske kobasice,
usporedivani su s dodatkom BHA (butilirani hidroksianisol) i BHT (butilirani
hidroksitoluen). Rezultati su pokazali da su ekstrakti s eteri¢nim uljem ruzmarina jednako
ucinkoviti antioksidansi kao 1 BHA 1 BHT, te u nekim sluc¢ajevima ¢ak pruzaju bolje
rezultate (Sebranek i sur., 2005).

Prema istraZzivanju Fernandez-Lopez i suradnika (2005), dodavanje eteri¢nog ulja
ruzmarina pokazalo je pozitivan u€inak na kvalitetu mesnih okruglica. Utvrdena je
ucinkovitost u potpunom smanjenju oksidacije lipida i blagom smanjenju broja bakterija
mlije¢ne kiseline i soja Listeria u mesu. Bakterije mlije¢ne kiseline su bakterije koje su
uobicajene u fermentiranim namirnicama poput mesa, a njthovo smanjenje moze pomoci
u sprje¢avanju kvarenja i produziti svjezinu proizvoda.

Covjecanstvo je u zivotinjskom svijetu jedinstveno po teznji prilagodbe okolisa
prema vlastitim potrebama. Hrana predstavlja glavni pokreta¢ tog procesa adaptacije
okolisu kroz povijest. Potreba za hranom snazno korelira s plodnoséu tla, klimatskim
promjenama i dostupnos$éu izvora hrane. Ljudska prehrana evoluirala je paralelno s
promjenama okoli$a, uzimajuci u obzir faktore poput plodnosti tla, klimatskih promjena i
dostupnosti izvora hrane. Ova teZnja za prilagodbom hrane i1 okolisa rezultirala je razvojem
razli¢itih poljoprivrednih tehnika, promjenama u uzgoju i ishrani, te migracijama radi

pronalaska plodnijih podrucja ili novih izvora hrane.
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Mikroorganizmi su igrali klju¢nu ulogu u ljudskoj prehrani kroz povijest, kao
sastavni dio procesa fermentacije hrane poput mlije¢nih proizvoda, kiselog kupusa, kruha,
vina i drugih fermentiranih namirnica. Medutim, uz tu korist, mikroorganizmi mogu
takoder uzrokovati probleme svojim djelovanjem na namirnice i sto¢nu hranu, poput
kvarenja hrane ili uzrokujuci bolesti. Mikroorganizmi imaju veliku vaznost u teoriji i praksi
skladiStenja, prerade, prodaje i distribucije hrane i1 pi¢a (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2001).
Mogu biti uzrok kvarenja hrane, ali isto tako mogu biti korisni u procesima poput
fermentacije ili konzerviranja hrane. Kontrola mikroorganizama je klju¢na kako bi se
osigurala sigurnost hrane i produzio njen rok trajanja. Ljekovito i aromati¢no bilje koje se
dodaje hrani s ciljem poboljsanja senzorskih svojstava te poveéanja nutritivne vrijednosti
proizvoda mogu djelovati i kao prirodni konzervansi (Nedorostova i sur., 2009).

Nadalje, ljekovito i aromati¢no bilje koristi se u aromatiziranju hrane te kao prirodni
konzervans 1 kao takvi se smatraju najc¢eS¢e koriStenim prirodnim antimikrobnim
sredstvima. KoriStenje ljekovitog i aromati¢nog bilja kao prirodnih konzervansa moze biti
korisno u smanjenju potrebe za koristenjem sintetickih aditiva i konzervansa, §to moze biti
pozeljno za potroSace koji preferiraju prirodne i organske proizvode. Osim toga, dodavanje
bilja hrani moZe pruziti dodatnu dimenziju okusa i mirisa, ¢ine¢i jela ukusnijima i
privla¢nijima. Antimikrobna aktivnost ljekovitih i aromati¢nih biljaka ovisi o vrsti aktivne
komponente koju sadrzi, zatim vrsti namirnice u kojoj se koristi te vrsti samog
mikroorganizma (Tajkarimi i sur., 2010).

Antimikrobno djelovanje bilja pripisuje se uglavnom eteri¢énim uljima i nekim
fenolnim spojevima. Kod mnogih ljekovitih i aromati¢nih biljaka istrazivana su
antimikrobna svojstva te je potvrdeno da rast gram-negativnih i gram-pozitivnih bakterija
1 kvasaca, mogu inhibirati kadulja, maj¢ina duSica, cimet, ¢eSnjak, crveni luk 1 dr.
(Witkowska i sur., 2013). Gram-pozitivne bakterije su osjetljivije na antimikrobno
djelovanje eteri¢nih ulja od gram negativnih bakterija (Gross-Boskovi¢ i sur., 2019).

Ljekovito bilje ima snazno antimikrobno 1 antioksidacijsko djelovanje koje je
razli¢ito i ovisi o koncentraciji i vrsti aktivnih komponenti. Zahvaljujuéi ovim u€incima
produZuje se trajnost proizvoda sprjecavajuci rast i razmnozavanje patogenih bakterija koji
uzrokuju kvarenje hrane. Ovi spojevi mogu djelovati na razli€ite nacine, ukljucujuci
oStecenje stani¢énih membrana mikroorganizama, inhibiciju enzimskih procesa potrebnih
za njihov rast i reprodukciju te neutralizaciju slobodnih radikala koji mogu uzrokovati
oksidativni stres. Zbog svega navedenoga sve je veca svjesnost potrosaca o njihovim

ucincima dovela do veée upotrebe ljekovitih 1 aromati¢nih biljaka u proizvodnji hrane
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umjesto primjene kemijskih konzervansa (Gross-Boskovic i sur., 2019). Ljekovite i
aromati¢ne biljke sadrze viSe aktivnih tvari koje posjeduju antimikrobna, antifungalna,
antiparazitna, protuupalna i druga svojstva, a najpoznatije takve biljke potje¢u s Mediterana
(Christaki i sur., 2012). Prisutna je primjena eteri¢nih ulja u prehrambenoj industriji u svrhu
sprjeCavanja kvarenja hrane, produzivanja roka trajanja, no mogu se koristiti i za

umanjivanje nuspojava koristenja kemijskih konzervansa (Sharafi i sur., 2010).
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3. MATERIJAL | METODE

Prvi dio istrazivanja proveden je u Skolskom vrtu i poljoprivrednom praktikumu
Srednje strukovne kole Sibenik. U jesen su uzete zeljaste reznice iz $kolskog vrta duZine
10 cm. Navedene ljekovite biljke su uzgojene vegetativnim na¢inom u plasteniku u PVC
lon¢i¢ima. Nakon dostizanja visine sadnice od oko 15 cm i grmolik uzgojni oblik, u lipnju
su posadene na prethodno pripremljene pokusne parcele. Ljekovite biljke su nakon toga
brane i uz pomoé mini destilerije DSB15S3 tvrtke Letina Intech d.0.0., Cakovec obavljen
je postupak destilacije vodenom parom za dobivanje hidrolata i eteri¢nih ulja (Tablica 8.).
Drugi dio istrazivanja proveden je na Zavodu za biokemiju i molekularnu biologiju Odjela

za biologiju Sveucilista u Osijeku.

Tablica 8. Vrijeme branja i destilacije

Ljekovito bilje Vrijeme branja i destilacije mjesec/godina
Helichrysum italicum (Roth) G. Don kolovoz/2021.
Laurus nobilis L. veljaca/2021.
Rosmarinus officinalis L. studeni/2021.
Salvia officinalis L. studeni/2021.

3.1. PRIPRAVA ETERICNIH ULJA I HIDROLATA SMILJA, LOVORA,
RUZMARINA I KADULJE POMOCU DESTILACIJE VODENOM PAROM

Mini destilerija DSB15S3 prikazana na Slikama 15 i 16. sluzi za proces destilacije
vodenom parom ljekovitog 1 zaCinskog bilja, zitarica i vo¢a. Ovaj uredaj omogucuje
preciznu kontrolu temperature tijekom procesa destilacije, Sto je klju€no za oCuvanje
kvalitete etericnih ulja. KoriStenje vodene pare kao nosaca omogucuje njezno izdvajanje
eteri¢nih ulja iz biljnog materijala, ¢ime se ¢uva njithov prirodni sastav 1 svojstva. Eteri€no
ulje hlapi zajedno s vodenom parom te se nakon hladenja kondenzira i lako odjeljuje od
vode. Kod tog procesa, teku¢ine unutar destilerije se ne mijesaju, pa je moguce destilirati
tvari daleko ispod njihove tocke vrelista. To znaci da se eteri¢no ulje destilira u procesu
ispod 100 °C. Tocke vrelista razli¢itih komponenti etericnog ulja su jako razlidite, te je
optimalna temperatura 50-60 °C. Za grijanje se moze Koristiti plinski ili elektri¢ni Stednjak.
Za hladenje je dovoljan priklju¢ak na vodovodnu mrezu. Na kondenzatoru (Slika 17) se
nalazi brtva za ulaz i izlaz rashladne tekuc¢ine. Na poklopcu se nalazi analogni termometar

(Slika 18) za pracenje temperature unutar destilacije. Kontrola temperature je klju¢na kako
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bi se izbjeglo pregrijavanje, koje moze dovesti do razgradnje osjetljivih spojeva ili ¢ak do
isparavanja hlapljivih tvari prije nego Sto se kondenziraju. Prisutnost analognog
termometra omogucuje nadzor temperature unutar destilacije, Sto omogucuje korisnicima
da prilagode postavke grijanja i osiguraju optimalne uvjete za destilaciju. Ukoliko je
previsoka temperatura u destileriji, do¢i ¢e do raspadanja eteri¢nih ulja i drugih tvari koji
mogu onecistiti etericno ulje. Svrha separatora (Slika 19) je kontinuirano odvajanje

eteri¢nog ulja od hidrolata.

640 mm

460 mm

Slika 15. Shematski prikaz destilacije vodenom parom (Letina Intech d.o.0., Cakovec)

Slika 16. Oprema mini destilerije DSB15S3 (autor: Pero Grgic)
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Slika 17. Matica (lijevo). Kondenzator s ulazom i izlazom rashladne tekuéine ispustom
(desno) (autor: Pero Grgic)

Slika 18. Poklopac s analognim termometrom (lijevo). Perforirana kosara
(desno), (autor: Pero Grgic)

Slika 19. Separator/florentinska posuda (lijevo). Spajanje poklopca s perforiranom
kosarom (desno), (autor: Pero Grgic)
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Prije pocetka destilacije potrebno je pripremiti biljni materijal u svrhu
omogucavanja pristupa pare biljci u kojima se nalaze etericna ulja. Nacin i veli¢ina
usitnjavanja ovise o sirovini. Kos za bilje (perforirana kosara) se ne smije prepuniti kako u
destileriji ne bi doslo do previsokog tlaka (biljke ne smiju ograniéiti strujanje pare).
Cvjetove i listove, odnosno nedrvenaste dijelove biljke prije destilacije nije potrebno
usitnjavati (Slika 20). Stjenke njihovih stanica su tanke i propusne za eteri¢no ulje. Korijen
I stabljike biljaka potrebno je prije destilacije usitniti sjeckanjem. Perforirana kosara ne

smije biti u kontaktu s vodom, odnosno ne smije biti uronjena u vodu, ve¢ samo vodena

para prolazi kroz njega. Mini destilerija DSBI15S3 izradena je od kvalitetnoga 1
nehrdajuceg ¢elika (W.Nr. 1. 4301 111d, AIS1304) volumena 15 litara. Volumen perforirane

kosare je 6 litara.

Slika 20. a) Usitnjavanje biljnog materijala-ruzmarina, b) Cvjetovi lavande u perforiranoj
kosSari) (autor: Pero Grgi¢)
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3.2. ODREDPIVANJE ANTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI ETERICNIH ULJA
SMILJA, LOVORA, RUZMARINA I KADULJE

3.2.1. Priprema hranjive podloge i bujona

Za nasadivanje bakterija koriStena je Miiller Hinton ¢vrsta hranjiva podloga. Za
pripremu 100 ml ¢vrste hranjive podloge izvagano je 2,2 g Miiller Hintona, 0,5 g ekstrakta
kvasca i 1,5 g agara. Zatim je dodano 1 ml glicerola te 0,25 M otopina PBS-a (fosfatni
pufer, engl. Phosphate Buffer Saline) s podesenom pH vrijednosti na 7,4 do 100 ml, te je
zagrijavano do vrenja 10 minuta. Nakon ¢ega su podloge autoklavirane 15 minuta pri 121
°C. Nakon autoklaviranja i kratkog hladenja, podloge su izlivene u sterilne Petrijeve
posude. Nakon potpunog hladenja i skrutnjavanja, podloge su pohranjene u hladnjaku do

nasadivanja bakterijskih kultura.

Za pripremu 1 | teku¢eg Miiller Hinton bujona otopljeno je 22 g Miiller Hintona u
1 1 destilirane vode. Tekuéi bujon je zagrijan do potpunog otapanja, a zatim steriliziran
autoklaviranjem na 121 °C tijekom 15 minuta. Pripremljena tekuéa podloga ohladena je i

koriStena za daljnje istrazivanje.

3.2.2. Odabir bakterijskih organizama i nasadivanje bakterijskih kultura

Cetiri koristene bakterije izolirane su iz razli¢itih klini¢kih uzoraka dobivenih s
Mikrobioloskog odjela Zavoda za javno zdravstvo u Osijeku. Vrste Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli odabrane su kao dva
najcesce koristena modelna organizma u istrazivanjima te kao Cesti ljudski patogeni Koji
predstavljaju gram-pozitivne i gram-negativne bakterije. Navedene bakterije su ¢uvane u
hladnjaku u dubokom agaru. Na sterilnu i ohladenu Miiller Hinton ¢vrstu hranjivu podlogu
nasadene su bakterijske kulture, nakon ¢ega su inkubirane u inkubatoru (Binder BD 56,

Binder GmbH, Tuttlingen, Njemacka) tijekom 18-24 sata pri temperaturi od 37 °C.

Gustoca bakterijskih suspenzija odredena je prema McFarlandovom standardu po
principu usporedivanja sa suspenzijom poznatog zamucenja. McFarlandov standard
neophodan je pri standardizaciji mikrobioloskih metoda, a standardi su sukladni

vrijednostima na McFarland skali (Tablica 9.). Za odredivanje minimalne inhibitorne
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koncentracije koriSten je standard 0,5 kod kojeg koncentracija bakterija iznosi 150 x
10%/ml. Gustoée bakterijskih suspenzija mjerene su u sterilnoj fizioloskoj otopini na
denzitometru (McFarland tube Densitometer DEN-1, Grant Instruments Ltd., Cambridge,
UK). Suspenzija inokuluma (McFarland 0,5) koriStena je unutar 15 minuta od
standardizacije, $to je vrlo vazan faktor za izbjegavanje bilo kakve promjene veliCine

inokuluma (Wanger, 2007).

Tablica 9. Vrijednost standarda na McFarland skali (Preuzeto i prilagodeno prema
McFarland, 1907).

Standard | Koncentracija bakterija! Teoretska opticka Apsorbancija pri
x 108/ ml gustoéa? na 550 nm 600 nm
0,5 150 0,125 0,063
1 300 0,25 0,123
2 600 0,50 0,242
3 900 0,75 0,431
4 1200 1,00 0,653
5 1500 1,25 0,867

'K oncentracija bakterija ovisi o njihovoj veli¢ini, a brojevi prikazuju prosje¢nu vrijednost
2Vrijednosti odgovaraju opti¢koj gustoéi bakterijske suspenzije

3.2.3. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)

Minimalne inhibitorne koncentracije uzoraka etericnih ulja odredene su
modificiranom metodom mikrodilucije prema Gu i Wang (2010). Za odredivanje
minimalne inhibitorne koncentracije koriStene su sterilne polipropilenske mikrotitarske
plocice sa 96 jazica. Ciprofloksacin je ko-testiran kao pozitivna kontrola, pod istim
uvjetima. Najprije je u svaku jazicu pipetirano 100 pl Miiller Hinton tekuéeg bujona. U
jazice prvog stupca dodano je 100 pl uzorka eteri¢nih ulja, nakon ¢ega su radena serijska
dvostruka razrijedena unutar mikrotitarske plocice. Svaki uzorak je raden u tri ponavljanja.
Koristen je 24- satni inokulum, a u svaku je jazicu inokulirano 300x10° bakterija (gusto¢a
koristene bakterijske suspenzije je 0,5 na McFarland skali, §to iznosi 150 x 108
bakterija/mL). Tako pripremljene plocice stavljene su na inkubaciju na 37 °C tijekom 24
sata. Nakon inkubacijskog perioda u svaku jazicu dodano je 50 pL trifenil tetrazolij klorida

(TTC engl. 2,3,5-Triphenyl-2H-tetrazolium chloride) i stavljeno je na reinkubaciju na 37
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°C tijekom 3 sata. TTC reagens otopljen u sterilnoj fizioloskoj otopini u koncentraciji 0,5
mg/ml se koristi kao indikator reducirajucih tvari u podlozi $to je vidljivo prema promjeni
boje medija u ruzicastu. Promjene nastale rastom, odnosno inhibicijom rasta bakterija,
oc¢itavane su golim okom. Pojava ruzicastog obojenja znak je rasta bakterija. Najvece
razrjedenje ekstrakata pri kojem nije doslo do pojave ruzicastog obojenja predstavlja

minimalnu inhibitornu koncentraciju pojedinog eteri¢nog ulja.

3.2.4. Statisticka analiza podataka

Normalnost distribucije podataka izracunata je Shapiro-Wilk testom. S obzirom da podaci
ne prate normalnu raspodjelu, razlike u antibakterijskoj aktivnosti ispitivanih eteri¢nih ulja
utvrdene su Kruskal-Wallis testom s post hoc Dunnovim testom uz Bonferronijevu
korekciju. Statisticka analiza provedena je u statistickom programskom paketu Statistika

12 (Quest Software Inc., Aliso Viejo, CA, SAD) na razini znacajnosti od o = 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Destilacijom ruzmarina (Rosmarinus officinalis), kadulje (Salvia officinalis), lovora
(Laurus nobilis) i smilja (Helichrysum italicum) pomo¢u mini destilerije DSB15S3
dobiveni su hidrolati i eteri¢na ulja navedenih ljekovitih biljaka uzgojenih u Skolskom vrtu
i poljoprivrednom praktikumu Srednje strukovne $kole Sibenik. Najveéi prinos eteriénog
ulja u obliku mjehuric¢a na povrsini hidrolata dobiven je kod ruzmarina, kadulje i lovora,
svako eteri¢no ulje po 3 ml (5 % prinosa). Manji prinos zabiljezen je kod smilja; svega
dvije kapi eteri¢nog ulja (< 1 % prinosa). Temperature isparavanja etericnog ulja kretale
su se oko 90 °C za sve analizirane biljke. Ukupno trajanje procesa destilacije bilo je oko 2
sata. Omyjer koli¢ine biljnog materijala i dobivenog hidrolata bio je 1:20, odnosno iz 60 g
biljnog materijala dobiveno je oko 1200 ml hidrolata. Mini destilerija pokazala je
zadovoljavaju¢u ucinkovitost, a dobiveni rezultati u skladu su s ocekivanim prinosima
eteri¢nog ulja analiziranih biljaka.

Destilacijom dobiveni hidrolati smilja, lovora, ruzmarina i kadulje nisu pokazali
antibakterijsku aktivnost protiv ispitivanih sojeva bakterija. Medutim, destilacijom
dobivena eteri¢na ulja pokazala su antibakterijsku aktivnost protiv sojeva Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli, $to je vidljivo iz
Tablice 10. Medu ispitivanim eteri¢nim uljima, ulje kadulje je pokazalo najnizu minimalnu
inhibitornu koncentraciju protiv sva Cetiri ispitivana soja (0,48828 ul/ml protiv soja
Pseudomonas aeruginosa, te 0,12207 pl/ml protiv ostalih sojeva). Najvisa minimalna
inhibitorna koncentracija utvrdena je za etericno ulje smilja protiv soja Staphylococcus
aureus (62,5 pl/ml). Antibiotik ciprofloksacin je ko-inkubiran pri istim uvjetima te je

pokazao antibakterijsko djelovanje protiv sva Cetiri ispitivana soja.

Tablica 10. Minimalne inhibitorne vrijednosti dobivenih eteri¢nih ulja smilja, lovora,
ruzmarina i kadulje

MIC (ul/ml) Bacillus Staphylococcus Escherichia Pseudomonas
subtilis aureus coli aeruginosa
ETERICNO ULJE 0,12207 0,12207 0,12207 0,48828
KADULJE
ETERICNO ULJE 0,24414 0,48828 0,12207 1,95313
RUZMARINA
ETERICNO ULJE 1,95313 62,50000 0,48828 7,81250
SMILJA
ETERICNO ULJE 3,90625 7,81250 1,95313 7,81250
LOVORA
CIPROFLOXACIN 1,95 3,91 3,91 7,81
(1g/ml)
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Izmedu ispitivanih etericnih ulja postoji statisticki znacCajna razlika u
antibakterijskoj aktivnosti izrazenoj u minimalnim inhibitornim koncentracijama (¥2(3) =

12, p = 0,007).

Post hoc analizom utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike antibakterijske aktivnosti
protiv soja Bacillus subtilis izmedu etericnog ulja kadulje i smilja (p=0,036), etericnog ulja
kadulje 1 lovora (p=0,002) te etericnog ulja ruzmarina i smilja (p=0,036), Sto je prikazano

na Slici 21.

**

4,00 —

3,00

Bacillus subtilis

1,00

Medijan MIC (pl/ml) protiv

Kadulja Ruzmarin Smirljé Lovor
ETERICNA ULJA

Slika 21. Grafi¢ki prikaz antibakterijske aktivnosti etericnih ulja protiv soja Bacillus
subtilis izraZzenoj u minimalnim inhibitornim koncentracijama MIC (pul/ml), (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001)

Post hoc analizom uz Dunnettov test (p < 0,05) utvrdene su statisticki znacajne
razlike antibakterijske aktivnosti protiv soja Staphylococcus aureus izmedu eteri¢nog ulja
kadulje 1 smilja (p=0,002), etericnog ulja kadulje i lovora (p=0,036) te eteri¢nog ulja

ruzmarina i smilja (p=0,036), prikazano na Slici 22.
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Slika 22. Graficki prikaz antibakterijske aktivnosti etericnih ulja protiv soja
Staphylococcus aureus izrazenoj u minimalnim inhibitornim koncentracijama MIC
(ul/ml), (¥p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Protiv soja Escherichia coli utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike antibakterijske

aktivnosti izmedu etericnog ulja kadulje i lovora (p=0,006), prikazano na Slici 23.

2,00

1,50

1,00

Escherichia coli

50 .

Medijan MIC (ul/ml) protiv

.00

Kadulja RuZmarin Smilie  Lovor

ETERICNA ULJA

Slika 23. Graficki prikaz antibakterijske aktivnosti eteri¢nih ulja protiv soja Escherichia
coli izrazenoj u minimalnim inhibitornim koncentracijama MIC (ul/ml), (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001)
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Protiv soja Pseudomonas aeruginosa utvrdene su statisticki znacajne razlike
antibakterijske aktivnosti izmedu etericnog ulja kadulje i smilja (p=0,006) te eteri¢nog ulja

kadulje i lovora (p=0,006), prikazano na Slici 24.

*%

*%

8,00

6,00

4,00

Medijan MIC (pl/ml) protiv
Pseudomonas aeruginosa

,00
Kadulja RuZmarin Smilje  Lovor

ETERICNA ULJA

Slika 24. Grafi¢ki prikaz antibakterijske aktivnosti eteri¢nih ulja protiv soja Pseudomonas
aeruginosa izrazenoj u minimalnim inhibitornim koncentracijama MIC (pul/ml), (* p<0,05;

*% p<0,01; *** p<0,001)

U ovom istrazivanju, destilacijom ruzmarina, kadulje i lovora postignuti su visi
prinosi eteri¢nih ulja, pri ¢emu je iz svake biljke dobiveno po 3 ml ulja. Visoki prinosi
vjerojatno su rezultat njihovih prirodnih svojstava i adaptacije na susna staniSta koja
favoriziraju visoku proizvodnju aromati¢nih i zastitnih spojeva u biljci. S druge strane,
smilje je dalo znatno manji prinos, svega dvije kapi etericnog ulja, sto je u skladu sa
literaturom (Ac¢imovic i sur., 2022; Kunc, 2022; Gen¢i¢ i sur., 2021). Mali prinos moze biti
posljedica specifi¢nih uvjeta uzgoja ili genetskih faktora koji utjecu na koli¢inu i sastav
eteri¢nih ulja. Naime, sastav etericnog ulja smilja je mjeSavina raznih aromatskih tvari,
uglavnom monoterpena i seskviterpena, medutim sastav varira i s uvjetima ekstrakcije.
Destilacija je najceS¢e koriStena metoda ekstrakcije etericnih ulja smilja, iako je
iskoriStenje vrlo nisko (<1 %), daje visi prinos u odnosu na destilaciju parom i modernu

(ekoloski prihvatljivu) tehniku - destilaciju uz pomo¢ mikrovalova (Jazo i sur., 2022). Ova
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razlika medu naglaSava vaznost razumijevanja utjecaja ekoloSkih i genetskih faktora na

proizvodnju eteri¢nih ulja u razli¢itim biljkama.

Temperatura isparavanja eteri¢nih ulja kretala se oko 90 °C za sve analizirane
biljke, Sto je standardna temperatura za ucinkovitu destilaciju bez rizika od degradacije

termolabilnih komponenti.

Analiza antibakterijske aktivnosti eteri¢nih ulja utvrdila je statisti¢ki znacajne
razlike u njihovoj ucinkovitosti (Kruskal-Wallis test ¥2(3) = 12, p= 0.007). Medu
ispitivanim etericnim uljima, ulje kadulje je pokazalo najnizu minimalnu inhibitornu
koncentraciju protiv sva Cetiri ispitivana soja $to moze biti povezano s literaturno poznatim
visokim udjelom tujona, cineola, kamfora, borneola i kariofilena. Ovi spojevi imaju snazna
antibakterijska svojstva. Na primjer, cineol je poznat po svojim antiseptickim i
protuupalnim svojstvima, dok tujon ima izrazitu antimikrobnu aktivnost. Treba
napomenuti da postoji velika kemijska varijacija u eteri¢nim uljima kadulje. Najceséi je
kemotip a-tujon > kamfor > 1,8-cineol, dok su manje zastupljeniji kemotip bogat a-
humulenom, kemotip bogat B-tujonom, kemotip 1,8-cineol/kamfor i kemotip sklareol/a-
tujon (Craft i sur., 2017). Sastav eteri¢nih ulja uvelike varira i moZe imati zna¢ajan uéinak
na bioloske aktivnosti. Trenutacno ne postoje studije koje povezuju sastav ulja kadulje s

bioloSkim aktivnostima, §to je jedno od ogranicenja i ovog istraZivanja.

Dobiveni rezultati antibakterijskih svojstava eteri¢nih ulja iz ruzmarina, kadulje,
lovora i smilja mogu se usporediti s rezultatima sli¢nih istrazivanja. Masteli¢ i suradnici
(2005) proucavali su eteri¢no ulje smilja Helichrysum italicum (Roth) G. Don iz Hrvatske.
Frakcionirano je na terpenske i terpenoidne frakcije te analizirano GC/MS-om te je
identificirano 52 spoja. Glavni ugljikovodici ulja bili su a-pinen (10,2 %), a-cedren (9,6
%), aromadendren (4,4 %), B-kariofilen (4,2 %) i limonen (3,8 %), dok su glavni spojevi
koji sadrze kisik bili neril-acetat (11,5 %), 2-metilcikloheksil-pentanoat (8,3 %), 2-
metilcikloheksil-oktanoat (4,8 %) i geranil-acetat (4,7 %). Procijenjeno je antibakterijsko i
antifungalno djelovanje etericnog ulja 1 njegovih terpenskih i terpenoidnih frakcija disk
difuzijskim testom i odredena minimalna inhibitorna koncentracija protiv Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa i Candida albicans. Etericno ulje i
njegova terpenoidna frakcija pokazali su vecu antimikrobnu aktivnost u odnosu na

terpensku frakciju, posebno protiv Staphylococcus aureus i Candida albicans.
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Al-Abri 1 suradnici (2022) su analizirali sastav 1 antimikrobnu aktivnost etericnog
ulja dobivenog iz listova lovora (Laurus nobilis) uzgojenih u Omanu. Cilj istrazivanja bio
je identificirati kemijske komponente eteri¢nog ulja lovorika te evaluirati njihovu
ucinkovitost protiv tri bakterijska soja, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa i
Escherichia coli, te gljivice Candida albicans. Najveca aktivnost utvrdena je protiv S.
aureus, a najmanja protiv E. coli. Eteri¢no ulje je takoder bilo aktivno protiv gljive C.
albicans, sa rasponom zone inhibicije od 6-14 mm. Rezultati GC-MS analize pokazali su
da je (E)-B-kariofilen glavna komponenta sa oko 59,62 %. Ostale glavne komponente
ukljucivale su a-selinen (14,03 %), a-humulen (8,65 %), B-selinen (4,99 %) 1 a-pinen (4,98
%). Istrazivanje predlaze njegovu potencijalnu primjenu kao prirodno antimikrobno
sredstvo u razli¢itim aplikacijama, ukljucujuci o¢uvanje hrane i medicinske tretmane. Ova
studija doprinosi Sirem razumijevanju potencijalnih koristi eteri¢nih ulja i njihove primjene

u borbi protiv mikrobnih infekcija.

Bouaziz i suradnici (2009) su ispitivali baktericidna svojstva eteri¢nih ulja
dobivenih hidrodestilacijom nadzemnog dijela kadulje Salvia officinalis L., uzgojene u
vrtovima Tunisa, i plinskom kromatografijom-spektrometrijom mase (GC-MS)
identificirano je 44 spoja. Utvrdeni su snazni baktericidni i fungicidni u¢inci S minimalnim
baktericidnim/fungicidnim koncentracijama u rasponu od 0,031 do 0,25 pl/ml.
Koncentracije eteri¢nih ulja od 0,5 % i 1 % (v/v) rezultirale su smanjenjem vitalnosti za
vise od 5 i 4 log jedinice po ml za standardne bakterije i gljivice, unutar 5-minutnog
vremena kontakta. Kori$tenje uzorkivaca zraka i rasprSivac¢a aroma pokazalo je smanjenje
ukupnog broja mikroba i ukupnog broja kvasaca i plijesni nakon 1h, 6h i 24h u odabranoj
prostoriji za testiranje (72 %, 73 % i 70 %), odnosno (54 %, 55 % i 55 %). Eteri¢na ulja S.
officinalis pokazala su snaznu parnu aktivnost protiv bakterija, kvasaca i gljivica,
podupiru¢i njihovu upotrebu kao prirodnog ekoloski prihvatljivog dezinficijensa za

kontrolu mikroba koji se prenose zrakom.

Pintore i suradnici (2002) proveli su detaljnu analizu eteri¢nog ulja ruZmarina
(Rosmarinus officinalis L.) sa Sardinije i Korzike, koje karakterizira kemotip o-
pinen/verbenon/bornil acetat. Koriste¢ci GC-RI, GC-MS i 13C-NMR tehnike, identificirali
su 58 spojeva. Istrazeno je antimikrobno djelovanje dva uzorka sa Sardinije, a oba su
pokazala umjereno antibakterijsko djelovanje. Gram-pozitivne bakterije bile su osjetljivije
(MIC od 2,5-4 mg/ml) od Gram-negativnih bakterija. Eksperimenti s vremenom ubijanja

pokazali su da su potrebna produljena vremena (60 minuta) za potpunu inaktivaciju
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bakterijskog inokuluma. Ovo istrazivanje pruzilo je uvid u potencijalnu primjenu eteri¢nih
ulja ruzmarina u kontroli mikrobnog rasta, posebno u kontekstu sigurnosti hrane i javnog

zdravstva.

Bozin i suradnici (2007) su istrazivali karakteristike eteri¢nih ulja nekih biljaka iz
obitelji Lamiaceae, ukljucujuci kadulju i ruzmarin. Istrazivanje je ukljucivalo identifikaciju
i karakterizaciju njihovih sastojaka, te ispitivanje potencijalne antibakterijske i
antioksidacijske aktivnosti. Istrazivanje je pokazalo da su ta eteri¢na ulja imala znatne
antibakterijske 1 antioksidacijske aktivnosti. Posebno, eteriéna ulja su pokazala
ucinkovitost protiv soja Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, ali ne i
protiv Pseudomonas aeruginosa. Rezultati su naglasili potencijal upotrebe tih ulja u

poboljSanju sigurnosti hrane zbog njihovih antimikrobnih svojstava.

Istrazivanje koje je proveo Mohsenzadeh (2007) procijenjivalo je antibakterijsku
aktivnost odabranih iranskih eteri¢nih ulja maj¢ine duSice (Thymus vulgaris), paprene
metvice (Mentha piperita L.), sjemenki kima (Carum carvi), komoraca (Foeniculum
vulgare), estragona (Artemisia dracunculus) 1 penije (Mentha pulegium) protiv sojeva
Staphylococcus aureus 1 Escherichia coli. Cilj istrazivanja bio je ispitati uc¢inkovitost
eteri¢nih ulja kao potencijalnih antibakterijskih sredstava koji bi mogli biti koriSteni u
lijecenju ili prevenciji infekcija uzrokovanih ovim patogenima. Rezultati su pokazali da
odredena eteri¢na ulja iz Irana posjeduju znacajne antibakterijske sposobnosti protiv oba
testirana soja bakterija. Eteri¢na ulja paprene metvice, sjemenki kima, penije i komoraca
imala su umjeren ucinak na ispitivane mikroorganizme, dok je eteri¢no ulje estragona bilo
manje ucinkovito. Analiza je otkrila da su neka ulja bila posebno ucinkovita, ¢ime su se
istaknula kao moguc¢i prirodni antibakterijski agenti. Ovo istraZivanje doprinosi rastu¢em
tijelu znanstvenih dokaza koji podrZzavaju upotrebu etericnih ulja u antimikrobnim

aplikacijama, potencijalno pruzajuci alternativu standardnim antibakterijskim tretmanima.

Komparativna studija koju je proveo Toroglu (2007) se usredotocila na ispitivanje
in vitro antimikrobne aktivnosti 1 antagonistiCkog ucinka eteri¢nih ulja dobivenih iz
Thymus eigii (M. Zohary i1 RH. Davis) Jalas Pinus nigra Am. sub sp pallasiana i Cupressus
sempervirens L. Cilj ovog istrazivanja bio je otkriti 1 kvantificirati sposobnost eteri¢nih ulja
u suzbijanju rasta i aktivnosti razli¢itih mikroorganizama, §to bi moglo imati primjenu u
medicinskim, farmaceutskim i prehrambenim industrijama. Rezultati istrazivanja pokazali
su da etericna ulja imaju znacajne antimikrobne sposobnosti protiv Sirokog spektra
bakterija i gljivica, ukljucujuc¢i neke patogene sojeve koji su otporni na konvencionalne
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antibiotike. Posebno, istrazivanje je identificiralo nekoliko biljnih vrsta ¢ija ulja pokazuju
izrazene antagonisticke ucinke. UocCen je antagonisticki u€inak protiv svih 13 ispitivanih
bakterija pri primjeni kombinacije etericnog ulja 7. eigii i P. nigra. Sinergisticki u¢inak
utvrden je protiv soja E. coli, P. pyocyaneus 1 E. faecalis pri kombinaciji etericnog ulja 7.
eigii (0,5 ul) 1 P. nigra (1 pl), ali je utvrden i u slucaju E. coli, P. pyocyaneus , E. faecalis i
M. smegmatis kombinacijom etericnog ulja 7. eigii (0,5 pl) i P. nigra (2 pl), kada je doslo
1 do aditivnog ucinka protiv soja B. brevis. Sinergisticki i kombinirani u¢inak dvaju ili viSe
sredstava premasuje zbroj njihovih pojedina¢nih u¢inaka. Ova studija pruza dragocjene
informacije o potencijalnoj upotrebi eteri¢nih ulja kao alternativnih antimikrobnih
sredstava u razli¢itim aplikacijama, s obzirom na njihovu prirodnu podlogu i Sirok spektar

djelovanja.

Ed-Dra i suradnici (2021) su proveli sveobuhvatnu evaluaciju upotrebe eteri¢nog
ulja majéine dusice (Thymus vulgaris) kao prirodnog aditiva protiv razli¢itih serotipova
bakterije Salmonella enterica. Cilj ovog istrazivanja bio je testirati antimikrobnu
uc¢inkovitost ovog eteri¢nog ulja protiv vise serotipova Salmonella enterica, koji su Cesti
uzrocnici bolesti prenosivih hranom. Rezultati istraZivanja su pokazali da etericno ulje
majcine duSice posjeduje izraZzene antimikrobne sposobnosti protiv raznih serotipova
Salmonella enterica. Rezultati sugeriraju da bi etericno ulje majéine dusice moglo biti
korisno kao siguran i prirodan aditiv u prehrambenoj industriji, posebno u svrhu
poboljsanja sigurnosti hrane i smanjenja rizika od infekcija sojem Salmonella enterica.
Ovo istrazivanje pruza vazne informacije koje bi mogle pomoc¢i u razvoju novih strategija

za kontrolu patogena u prehrambenom lancu.

Bhavaniramya 1 suradnici (2019) su pruzili pregled istraZivanja sa fokusom na
antimikrobne 1 antioksidacijske primjene eteri¢nih ulja. Cilj je bio istraziti potencijalnu
upotrebu eteri¢nih ulja kao prirodnih konzervansa koji bi poboljsali sigurnost i kvalitetu
hrane inhibiranjem rasta mikroorganizama i oksidacije u hrani. Prikazano je kako etericna
ulja imaju znacajne antimikrobne i antioksidacijske sposobnosti, $to ih ¢ini u¢inkovitim u
za$titi hrane od bakterijskih 1 gljiviénih infekcija, kao 1 od oksidativnog kvarenja. Razlicite
vrste etericnih ulja kao §to su ulje Cajevca, limunovo ulje, ulje klin¢i¢a, ulje cimeta i ulje
majc¢ine dusice, pokazale su znacajnu antimikrobnu i antioksidacijsku aktivnost, a takoder
su ucinkovito produljile rok trajanja proizvoda od Zitarica i povecale kvalitetu sigurnosti
hrane. Utvrdene su specificne komponente eteri¢nih ulja koje su najucinkovitije u borbi

protiv patogena i oCuvanju svjezine hrane. Antibakterijska djelovanja eteri¢nih ulja uvelike
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su povezana s prisutnoS¢u spojeva poput cimetaldehida, citrala, karvakrola, eugenola ili
timola, nakon Cega slijede terpeni 1 drugi spojevi ukljucujuci ketone (B-mircen, a- tujon ili
geranil acetat) koji pokazuju slabiju aktivnost, dok su ugljikovodici uglavnom neaktivni.
Karvakrol, eugenol i timol glavni su aktivni spojevi koji ucinkovito inhibiraju rast
mikroorganizama ometanjem stanicnih membrana, §to dovodi do promjena u protoku
elektrona, pokretackoj snazi protona i aktivnom transportu te koagulaciji. Rezultati ovog
pregleda mogli bi pomo¢i u razumijevanju mehanizama djelovanja etericnih ulja na
mikroorganizme 1 njihovu potencijalnu upotrebu u razvoju novih antimikrobnih 1
antioksidacijskih proizvoda za upotrebu u prehrambenoj industriji, $to bi moglo imati

veliki utjecaj na povecéanje sigurnosti hrane.

Bakkali i suradnici (2008) su pruzili sveobuhvatan pregled postojece literature o
razli¢itim bioloskim aktivnostima etericnih ulja, ukljucuju¢i njihova antimikrobna,
protuupalna, antioksidacijska svojstva te njihov potencijalni utjecaj na ljudsko zdravlje i
razlicite ekosustave. Rezultati pregleda literature pokazali su da eteri¢na ulja posjeduju
Sirok spektar bioloSkih ucinaka koji mogu biti korisni u raznim primjenama, od
medicinskih tretmana do ocuvanja okoliSa. Medutim, istrazivanje je takoder istaknulo
potrebu za daljnjim detaljnim studijama kako bi se bolje razumjeli mehanizmi djelovanja
etericnih ulja i njihova sigurnost pri koriStenju, posebno u kontekstu mogucih toksi¢nih
ucinaka pri visokim dozama ili dugotrajnoj uporabi. Ovi rezultati pruZaju temelj za buduca
istrazivanja 1 razvoj u podruc¢ju bioloSkih aplikacija eteri¢nih ulja, kao i za donoSenje
informiranih odluka o njihovoj upotrebi u medicini, prehrambenoj industriji 1 drugim

podrucjima.

Vergis 1 suradnici (2014) su se usredotocili na analizu raznih studija o u€inkovitosti
etericnith ulja u suzbijanju mikroorganizama u prehrambenim proizvodima. Cilj ovog
pregleda bio je sistematizirati postoje¢e znanstvene dokaze koji podupiru upotrebu
eteri¢nih ulja kao sigurnih i u€inkovitih antimikrobnih agenasa, te istraziti njihov potencijal
za integraciju u prehrambenu industriju. Rezultati su pokazali da eteri¢na ulja imaju Sirok
spektar antimikrobnih svojstava, koja su ucinkovita protiv razlicitih patogenih bakterija,
gljivica 1 virusa. Takoder, utvrdene su klju¢ne komponente eteri¢nih ulja, odgovorne za
njihovu antimikrobnu aktivnost, te su razmatrani mogu¢i mehanizmi djelovanja. Na
temelju analiziranih studija, autori su predlozili eteri¢na ulja kao prirodne alternative
sintetickim konzervansima u prehrambenoj industriji, uzimajuc¢i u obzir njihovu biolosku

sigurnost 1 prihvatljivost za potrosace.
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Na temelju rezultata nasih ispitivanja mozemo re¢i da etericna ulja kadulje,
ruzmarina, smilja i lovora imaju zajamcena antibakterijska svojstva. Razlike u kemijskom
sastavu, koncentraciji klju¢nih spojeva, ili njihovim omjerima u uzorcima ulja mogu
znacajno utjecati na razine antibakterijske aktivnosti. U svrhu boljeg uvida u utjecaj
pojedinih faktora na antibakterijsku aktivnost etericnih ulja, potrebna su dodatna
istrazivanja koja ¢e detaljnije istraziti kemijske profile tih ulja i njihove mehanizme
djelovanja, Sto ¢e omoguciti optimizaciju njihovog koriStenja u razli¢itim primjenama u

aspektu sigurnosti hrane.

Sigurnost hrane klju¢na je stvar za potrosace kao i za prehrambenu industriju.
Doista, Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) procjenjuje da se 1 od 10 ljudi svake
godine razboli zbog konzumacije kontaminirane hrane, a kao rezultat tome 420 000 ih umre
(Web 3). Ucestale prijetnje sigurnosti hrane, koje imaju znacajne drustvene i ekonomske
posljedice, stvaraju hitnu potrebu za razvojem novih i netoksi¢nih konzervansa s snaznim
antimikrobnim i antioksidacijskim svojstvima, kako bi se osigurala sigurnija opskrba
hranom. S tim u vezi, stvarne sinteticke kemikalije, koje se obi¢no koriste za kontrolu soja
patogena, izazivaju ozbiljne preokupacije vezane uz ljudsko zdravlje (Prakash i sur., 2015;
Falleh i sur., 2020). Upotreba sintetskih antimikrobnih spojeva koji se koriste u proizvodnji
hrane izazvala je zabrinutost potrosaca, jer ih povezuju sa brojnim toksikoloSkim
poteSkoc¢ama, alergijama, pojavom raka i drugih degenerativnih bolesti (Syngai i Ahmed
2019).

Neki sintetski antimikrobni agensi, odobreni od strane regulatornih agencija i
koristeni kao konzervansi za hranu, bili su zdravstvena prijetnja za potrosace (Gutiérrez-
del-Rio i sur., 2018). Na primjer, sulfiti (skupina spojeva na bazi sumpora koji se
komercijalno koriste kao konzervansi za hranu) povezani su s nekim antinutritivnim
posljedicama kao S$to je razgradnja tiamina ili vitamina B1 u hrani.

S porastom svijesti o zdravoj prehrani i zelenoj potrosnji, sve vise ljudi preferira
proizvode koji sadrZe prirodne konzervanse 1 odbijaju jesti hranu s umjetnim ili kemijski
sintetiziranim aditivima. Ova promjena u potroSackim preferencijama rezultirala je
poveéanom potraznjom za prirodnim i ekoloski prihvatljivim metodama sterilizacije hrane.

Etericna ulja su prepoznata kao jedan od prirodnih izvora s antimikrobnim
svojstvima. Medutim, primjena etericnih ulja kao konzervansa u hrani moze imati
ograni¢enja zbog njihovih jakih okusa i aroma koje mogu utjecati na senzorsku kvalitetu i

preferencije potroSaca. OgraniCavajuca je 1 niska stabilnost, niska topljivost u vodi i
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volatilnost, Sto sprje¢ava njihovu Siroku prakticnu upotrebu u ve¢em omjeru (Maurya i sur.,
2021). Stoga je vazno razviti strategije koje ¢e minimizirati senzorske promjene kada se
etericna ulja primjenjuju u hrani kako bi se smanjio rizik od negativnog utjecaja na
kvalitetu proizvoda (Oh i sur., 2022). Ovo moze ukljucivati pravilnu doziranu primjenu
eteri¢nih ulja, kombiniranje s drugim sastojcima koji mogu umanjiti njihovu aromu, ili
koriStenje tehnologija koje omogucuju postupno oslobadanje mirisa i okusa tijekom
skladiStenja i konzumacije hrane. Na taj na¢in, moguce je iskoristiti antimikrobna svojstva
eteri¢nih ulja u hrani dok se istovremeno minimizira njihov utjecaj na senzorsku kvalitetu
proizvoda. Unato¢ razvoju tehnologije u industriji 1 proizvodnji hrane, velik 1 znacajan
zdravstveni problem je oCuvanje hrane od zaraze humanim patogenima. Prekomjernom
upotrebom antibiotika razvila se rezinstencija na velik broj sojeva patogena. Eteri¢na ulja
koja imaju visoki postotak fenolnih komponenti kao Sto su karvakrol, eugenol i timol,
mogu ostvariti najbolji antibakterijski u¢inak na patogene u hrani.

Nadalje, primjena eteri¢nih ulja pruza novi ekoloski prihvatljiv pristup za zastitu
hrane, jer vise od 150 biljaka koje daju eteri¢na ulja, smole i destilate su opcenito priznate
kao sigurne za konzumaciju bez ogranicenja unosa i oznaceni su kao GRAS ili opcéenito
prepoznati kao sigurni i izuzeca od toksi¢nosti za sisavce prema FDA (engl. Food and Drug
Administration) odnosno Upravi za hranu i lijekove Sjedinjenih Americkih Drzava (Food
and Drug Administration, 2022; Pisoschi i sur., 2018; Bhavaniramya i sur., 2019;
Chaudhari i sur., 2020). Ove biljke ukljucuju razne vrste biljaka poput origana, ruzmarina,
kadulje, majcine duSice, bosiljka, lovora, metvice, perSina, estragona, korijandera,
maslacka, lavande i vrijeska. Etericna ulja dobivena iz ovih biljaka ¢esto se koriste u
prehrambenoj industriji kao prirodni konzervansi i za pobolj$anje arome i okusa proizvoda.
Oznaka GRAS osigurava da su ovi sastojci sigurni za konzumaciju kada se koriste u
prehrambenim proizvodima u skladu s uputama o doziranju i primjeni. Medutim, vazno je
imati na umu da, iako su ovi sastojci opéenito priznati kao sigurni, pojedinci mogu imati
individualne alergijske reakcije ili netolerancije na odredene tvari, stoga se uvijek
preporucuje oprez prilikom koristenja bilo kojeg novog prehrambenog sastojka. Stoga,
vazno je i prepoznati potrebu za standardizacijom kvalitete eteri¢nih ulja.

Rao i suradnici (2019) su pruzili poseban osvrt na mehanizme djelovanja eteri¢nih
ulja na mikroorganizme u hrani uz razmatranje razliCitih strategija za poboljSanje njihove
antimikrobne u¢inkovitosti. Rezultati pregleda literature pokazali su da eteri¢na ulja djeluju
kroz razli¢ite mehanizme, ukljucujuéi oSteCenje staniéne membrane mikroorganizama,

inhibiciju njihovih vitalnih funkcija, i interferenciju s njthovom genetskom regulacijom.
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Takoder, istrazivanje je ukazalo na inovativne pristupe koji mogu povecati ucinkovitost
etericnih ulja, kao §to su nanoemulzije, mikroenkapsulacija, i kombinacija s drugim
antimikrobnim agensima. Ovi nalazi pruzaju vazne smjernice za daljnji razvoj i primjenu
etericnih ulja kao sigurnijih 1 prirodnijih alternativa sintetickim konzervansima u industriji

hrane.

S obzirom na Ceste pojave kontaminacije hrane patogenim bakterijama poput
Salmonella enteritidis i Escherichia coli O157:H7, jedan od kljuénih zahtjeva javnog
zdravstva je sigurnost hrane. Sinteticki konzervansi dugi niz godina koriSteni u
prehrambenoj industriji mogu izazvati razli¢ite nezeljene ucinke poput alergija,
intoksikacije, raka i drugih degenerativnih bolesti. Zbog toga je potrebno pronaci nove
prirodne izvore konzervansa. Eteri¢na ulja pokazuju izvrsna antioksidacijska svojstva te se
mogu koristiti kao konzervansi u hrani ili kao dio ambalaze i jestivih premaza, pruzajuci
time dodatnu zastitu od oksidacije i produzujuéi rok trajanja proizvoda. Njihova prirodna
svojstva ¢ine ih pozeljnim alternativama sintetickim konzervansima, omogucavajuci

proizvodnju sigurnije hrane za potrosace (Ameer i sur., 2024).

Porodica Lamiaceae jedna je od najvaznijih u proizvodnji eteri¢nih ulja s
antimikrobnim 1 antioksidacijskim djelovanjem, a bioloSka svojstva pojedinog eteri¢nog
ulja ovise o njegovom kemotipu. Stoga je vazno dobro poznavati kemijski sastav i
stabilnost spojeva ulja. Takoder, vazno je spomenuti fenomen antimikrobne otpornosti koji
je prisutan 1 u prehrambenoj industriji te se stoga sve ¢eS¢e koriste ekstrakti aromati¢nih
ljekovitih biljaka i njihova eteri¢na ulja radi kontrole rasta patogenih mikroorganizama.
Dokazano je da pojedine hlapljive komponente eteri¢nih ulja pojacavaju njihovo
antimikrobno djelovanje zbog sinergijskog uc¢inka, poput etericnog ulja ruZmarina gdje
dolazi do sinergijskog u¢inka a-pinena i 1,8-cineola (Bhavaniramya i sur., 2019).

Biljni ekstrakti se Cesto koriste kao dodaci prehrani zbog njihovih nutritivnih 1
ljekovitih svojstava. Istrazivanja su pokazala da dodavanje biljnih eteri¢nih ulja i ekstrakata
u prehrambene proizvode moze pruziti antimikrobno i antioksidacijsko djelovanje te
utjecati na produzenje trajnosti proizvoda. Ucinci ovise o vrsti dodanih spojeva
(Theivendran i sur., 2006).

Dodatci hrani, poznati kao aditivi, su tvari koje se namjerno dodaju hrani tijekom
tehnoloSkih postupaka, kao S§to je na primjer konzerviranje hrane, a obi¢no se ne
konzumiraju samostalno kao hrana. Biljni pripravci, etericna ulja i1 izolirane komponente

biljaka (kao $to su pigmenti) mogu biti prikladna alternativa sintetskim aditivima (Bolouri
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i sur., 2022). Brojna istrazivanja su potvrdila da razli¢ite skupine biljaka sadrze spojeve
koji imaju baktericidna i fungicidna svojstva te mogu posluziti kao prirodni dodatci
prehrani za sprjecavanje kvarenja hrane i odrzivost namirnica. Takoder, ljekovite biljke su
izuzetno snazni antioksidanasi. Uporaba prirodnih dodataka prehrani je danas sveprisutna
u proizvodnji hrane, posebno u tehnologiji proizvodnje mesa 1 mesnih preradevina,
mlijecnih i pekarskih proizvoda, te se koristi i kao sastojak jestivih ambalaznih filmova i
punila u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Dodavanjem zacinskih i ljekovitih biljaka
u razli¢ite vrste proizvoda moze se znacajno poboljsati nutritivna kvaliteta proizvoda, a
istovremeno povecati njihov ljekoviti potencijal 1 odrzivost (Zori¢ i sur., 2018).

Razli¢ite namirnice sadrze nutrijente u razli¢itim koli¢inama, $to znacajno utjece
na antimikrobno djelovanje eteri¢nih ulja (Fisher i Phillips, 2006). U namirnicama bogatim
masno¢ama i uljima, etericna ulja pokazuju slabije antimikrobno djelovanje, dok su
uc¢inkovitija u namirnicama s visokim udjelom proteina. Takoder, nize pH vrijednosti hrane
poboljsavaju njihov antimikrobni uéinak, a njihova ucinkovitost ovisi o temperaturi
skladistenja, koli¢ini kisika i koncentraciji aktivnog sastojka (Tajkarimi i sur., 2010).
Razli¢ite namirnice sadrze nutrijente u razli¢itim koli¢inama, $to znacajno utjeCe na
antimikrobno djelovanje eteri¢nih ulja (Fisher i1 Phillips, 2006).

Kod mnogih ljekovitih i aromati¢nih biljaka, poput kadulje i maj¢ine dusice,
istrazivana su antimikrobna svojstva te je potvrdeno da mogu inhibirati rast gram-
negativnih, gram-pozitivnih bakterija i kvasaca (Witkowska i sur., 2013). Ova je studija
takoder potvrdila da su gram-pozitivne bakterije osjetljivije na antimikrobno djelovanje
etericnih ulja od gram-negativnih bakterija, kao ve¢ spomenuto istrazivanje Gross-
Boskovi¢ 1 sur. (2019).

Ve¢ godinama se provode istrazivanja o antimikrobnom djelovanju razli¢itih
ljekovitih 1 zacinskih biljaka i njihovih spojeva zbog toga §to su bogati ekstraktima i
eteri¢nim uljima s poznatom antimikrobnom aktivnos¢u (Ozcan i Chalchat, 2008). Koriste
se kao razli¢iti aditivi za produzenje roka trajanja hrane 1 sprjeCavanje rasta
mikroorganizama. Medutim, postoji veliki interes za koriStenje alternativnih rjeSenja, a
posebno prirodnih proizvoda, odnosno koriStenja ljekovitih 1 zacinskih biljaka (Huntanen,
1980; Marino i sur., 2001).

Munekata i sur. (2020) su pruzili pregled istrazivanja utjecaja eteri¢nih ulja protiv
patogenih sojeva Escherichia coli u prehrambenim proizvodima. Rezultati pregleda
pokazali su da eteri¢na ulja imaju znacajan potencijal u suzbijanju rasta E. coli, §to je

posebno vazno za osiguranje sigurnosti hrane. Pregled je takoder istaknuo specificne
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spojeve prisutne u etericnim uljima odgovorne za antimikrobnu aktivnost poput timola,
karvakrola i eugenola. U slucaju koriStenja sub-minimalnih inhibitornih koncentracija
eteri¢nih ulja protiv patogene E. coli, regulacija gena povezanih s virulencijom moze se
odvijati tijekom lag i eksponencijalne faze. Medutim, potrebno je vise dokaza koji podupiru
ovaj utjecaj/mehanizam buduci da je ovaj uCinak primijecen in vitro (medij kulture), a ne
u prehrambenim sustavima. Dodatno, dobiven je suprotni rezultat izmedu in vitro i
prehrambenog sustava koji podrzava hipotezu da matrica moZze igrati glavnu ulogu u
primjeni eteri¢nih ulja za inhibiciju sinteze Shiga toksina. Sto se ti¢e bakteriostatskog i
baktericidnog u¢inka u prehrambenim sustavima, u¢inak je ovisio o sastavu eteri¢nih ulja,
sastavu matrice hrane i uvjetima obrade. Vazni izazovi u primjeni etericnih ulja u
slobodnom obliku mogu se nadmasiti ugradnjom u emulziju (kada se koristi kao dodatak
hrani). Strategija koja najviSe obecava za inhibiciju rasta patogene E. coli u hranidbenim
matricama je oblaganje ili umatanje u film koji sadrzi etericna ulja. Autori sugeriraju da bi
eteri¢na ulja mogla sluziti kao efikasna, prirodna alternativa za sinteticke aditive, te poticu
daljnja istrazivanja kako bi se optimizirala njihova upotreba u razli¢itim prehrambenim

matricama.

Istrazivanja su pokazala da etericno ulje lovora djeluje antimikrobno protiv nekih
vrlo osjetljivih sojeva patogenih bakterija, bakterija i kvasaca (Fidan i sur., 2019). U
Dalmaciji listove koriste kod konzerviranja i pakiranja suhog voca, naro¢ito smokava, a
ujedno je i repelent (Kustrak, 2005; Grli¢, 2005). Macchioni i sur. (2006) u svojim
istrazivanjima navode da eteri¢no ulje lovora posjeduje akaricidno djelovanje protiv vrste

Psoraptes cuniculi.

Brojna istraZivanja pokazala su da se eteri¢no ulje kadulje mozZe koristiti za bioloSku
kontrolu Stetnika. Etericno ulje 1 ekstrakt kadulje ne mogu nastetiti korisnim kukcima, stoga
je prihvacena kao alternativna metoda u bioloskoj kontroli (Larocque i sur., 1999). Kadulja
preventivno djeluje u sprjecavanju pojave Stetnika u skladistenju mahunarki, stoga neki
ljudi dodaju nekoliko listova prilikom skladiStenja mahunarki kao repelent protiv Stetnika
u skladistu (Dal Bello i sur., 2001). Na takav se nacin sjemenke mahunarki dugoro¢no
cuvaju zasticene od napada Stetnika, stoga je potvrdeno da se kadulja moze koristiti za
skladiStenje sjemena (Altindal 1 Altindal, 2011). Brojna istrazivanja navode kako kadulja,
uz ostale pripadnike roda Lamiaceae moZe biti koriStena u sprjeCavanju organske
deterioracije u hrani (Nieto, 2017). Nadalje, dokazano je kako kadulja ima jak

bakteriostatski i baktericidni ucinak (Longaray Delamare i sur., 2007). Eteri¢no ulje
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kadulje ima jak antibakterijski u¢inak na bakterije kao Sto su Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, te da je zapazeno i
virucidno djelovanje na Herpesvirus simplex (Pop i sur., 2013). Brojna istrazivanja govore
o tome kako eteri¢no ulje ruzmarina ima utvrdene antimikrobne i antioksidacijske
aktivnosti, pa su tako Gouveia i sur. (2016) proveli istrazivanje o ucinku eteri¢nih ulja u
hrani, gdje je ruzmarinovo antimikrobno djelovanje na L. monocytogenes trajalo do 14
dana.

Listovi biljaka poput kadulje, maj¢ine dusSice, origana i vlasca iz porodice
Lamiaceae godinama se dodaju mesu, ribi i prehrambenim proizvodima. Osim $to
poboljsavaju okus, odredeni zacini i eteri¢na ulja produljuju rok trajanja hrane zbog svoje
antimikrobne aktivnosti (Farag i sur., 1989). Tijekom proizvodnog lanca, voce i povrée
mogu biti kontaminirani u bilo kojem trenutku, ukljucujuéi proizvodnju, berbu,
skladistenje i transport. Tijekom berbe, krizna kontaminacija, odnosno prijenos bakterija
ili drugih mikroorganizama s jedne sirovine na drugu, npr. voca i povréa, moze se smanjiti
pranjem proizvoda vodom i kemijskim dezinficijensima (Hoorfar, 2014).

Najces¢i dezinficijensi koji se koriste tijekom pranja voca i povréa su klor i
peroctena kiselina. Medutim, vazno je imati na umu da ove kemikalije mogu biti Stetne za
povrsine koje dolaze u kontakt s hranom, poput nehrdajuceg celika, ako se koriste u
prevelikim koli¢inama 1ili nepravilno rukuju. Takoder, ako se ne koristi u pravilnoj
koncentraciji, moze predstavljati rizik za zdravlje konzumenata, ali posebice radnika koji
s njima rukuju (Banach i sur., 2015). Eteri¢na ulja i njihovi aktivni sastojci, postali su
alternativa kemijskim dezinficijensima za kontrolu krizne kontaminacije u sustavima
pranja nakon berbe. Pruzaju novu, ekoloski prihvatljivu metodu pranja svjezeg voca i
povréa s minimalnim utjecajem na okoli§ (Maurya 1 sur., 2021).

Sto se ti¢e prehrambene sigurnosti, mikroorganizmi i njima povezani toksini su
glavni faktori koji dovode do znacajnog kvarenja hrane 1 biodeterioracije zbog njihovog
dugoro¢nog utjecaja duz lanca hrane i prehrambenog lanca. Osim izravnih zdravstvenih
posljedica, kontaminacija hrane takoder moze imati i ekonomske posljedice, ukljucujuci
gubitke u industriji hrane, troSkove zdravstvene skrbi i1 izgubljenu produktivnost.
Postizanje prehrambene sigurnosti temelji se na pristupu, stabilnosti, uporabi i ocuvanju
hrane. Posebno je zabrinjavajuce Sto u nekoliko zemalja u razvoju prijavljen je gubitak od
25-30 % hrane zbog mikrobioloSke kontaminacije (Bondi i sur., 2017).

Mikrobioloska kontaminacija hrane u razli¢itim fazama proizvodnje i obrade moze

rezultirati raznim bolestima prenesenim hranom. Osim mikrobioloske kontaminacije, neki
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bakterijski 1 gljivicni patogeni poznati su po proizvodnji toksina koji unosom
kontaminiranom hranom mogu izazvati ozbiljne bolesti. Mnogi od tih mikrobioloskih
toksina su termostabilne prirode i nisu unisteni visokim temperaturama tijekom kuhanja ili
obrade hrane (Rajkovic, 2014), te mogu uzrokovati razliite bolesti, ukljucujuéi trovanje
hranom, botulizam, salmonelozu, stafilokokne infekcije i druge.

Bakterije mogu proizvoditi dvije glavne vrste toksina: endotoksine i egzotoksine.
Egzotoksini su proteinski spojevi koji se izlucuju iz bakterijskih stanica i djeluju na okolne
stanice i tkiva. Oni mogu uzrokovati Sirok spektar simptoma i bolesti kod ljudi. Primjeri
bakterija koje proizvode egzotoksine ukljucuju Clostridium botulinum, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus i Clostridium perfringens (Rajkovic i sur., 2020), dok su
endotoksini sastavni dijelovi stani¢ne stijenke gram-negativnih bakterija, poput
lipopolisaharida (LPS). Kada se bakterijske stanice razgrade ili uniSte, endotoksini se
oslobadaju 1 mogu uzrokovati imunoloske reakcije kod domacina. Endotoksini su ¢esto
manje specifi¢ni u svom djelovanju i mogu izazvati Sok i upalne reakcije kod domacina
(Resetar i sur., 2015).

Kontroli mikrobne kontaminacije hrane znacajno su doprinijeli razli¢iti kemijski
konzervansi poput sulfita, natrijevog nitrita, klorida, natrijevog benzoata, kalijevog
sorbata, sulfita, triklosana, kalijevog laktata i sl. (Gutiérrez-del-Rio i sur., 2018). Medutim,
ovi kemijski konzervansi su izazvali negativne zabrinutosti kod potrosaca zbog njihovih
dugotrajnih ciklusa degradacije, toksicnosti za okoli§, ponovnog pojavljivanja Stetnika i
potencijalnih rizika od karcinogeneze i teratogeneze kod ljudi i zivotinja (Basak i Guha,
2018; Falleh 1 sur., 2020). Stoga, biljni konzervansi, posebno eteri¢na ulja i njihovi aktivni
sastojci dobiveni iz aromati¢nih 1 ljekovitih biljaka, privlace sve vecu paznju u
prehrambenoj industriji zbog Sirokog spektra antibakterijskih, antifungalnih i
antioksidacijskih svojstava.

Etericna ulja ekstrahirana iz biljaka smatraju se inhibitorima rasta ljudskih
patogena, kao §to su Escherichia coli, Staphylococcus sp., Bacillus sp., Streptococcus sp.,
Salmonella sp., Mycobacterium sp. i Vibrio vulnificus. Medu nekoliko aromati¢nih biljaka
s antimikrobnim djelovanjem istaknute su one iz porodice Lamiaceae, poput Origanum
vulgare, Thymus vulgaris, Rosmarinus officinalis, Mentha piperita i Salvia officinalis
(Pierozan i sur., 2009).

Eteri¢na ulja mogu biti potencijalna antimikrobna strategija protiv bakterija koje su
otporne na antibiotike, poput Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus i
Pseudomonas aeruginosa (Lu i sur., 2018). Zahvaljuju¢i svojoj hidrofobnoj prirodi,
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etericna ulja ucinkovito prodiru kroz lipidni dvosloj bakterijske stani¢ne membrane,
ometajuci transport iona, propustajuéi stani¢ne materijale, mijenjajuci protok elektrona
posredovan silom protona i naposljetku dovodeéi do stani¢ne smrti (Burt, 2004,
Vasconcelos i sur., 2018).

Medu glavnim uzro¢nicima bolesti prenesenih hranom, Escherichia coli se istice
zbog ucestalih epidemija svake godine. Escherichia coli je patogen koji se povezuje s
uzroCenjem viSestrukih epidemija u zadnjih nekoliko desetlje¢a povezanih s raznim
gotovim jelima ako Sto su klice ¢eSnjaka, mljeveno meso bizona, salata od piletine, odresci
od govedine, sirovi mlije¢ni sir i umak od morskih plodova (Koutsoumanis i sur., 2020).
Nedavna istrazivanja su pokazala poveéanje zagadenosti ovom bakterijom u svjezem vocu
i povréu te fermentiranim namirnicama, S$to predstavlja zabrinutost za prehrambenu
industriju (Braiek i Smaoui, 2019; Bai i sur., 2021). Konzumiranje kontaminirane hrane s
patogenom E. coli moze uzrokovati proljev, povrac¢anje i postojani proljev, kao i ozbiljnije
posljedice poput hemoragic¢nog kolitisa, zavr$ne bubrezne bolesti i u nekim slucajevima
hemolitickog uremijskog sindroma.

Nedavna istrazivanja su pokazala da se primjenom eteri¢nih ulja moze sprijeciti
sinteza toksina i proliferacija E. coli u prehrambenim sustavima. Osim toga, strategija koja
se koristi za primjenu eteri¢nih u hrani igra klju¢nu ulogu u sprecavanju razvoja E. coli.
Upotreba eteri¢nih ulja moze biti vrijedna strategija za sprjeCavanje kontaminacije hrane
patogenom E. coli. Eteri¢na ulja sadrze prirodne spojeve s antimikrobnim svojstvima koji
mogu inhibirati rast mikroorganizama i smanjiti rizik od bolesti izazvanih hranom.

Ukljucivanjem eteri¢nih ulja u materijale za pakiranje hrane ili upotrebom kao
prirodnih konzervansa u prehrambenim proizvodima, moguce je stvoriti dodatnu barijeru
protiv patogenih bakterija i produljiti rok trajanja hrane. Medutim, prije upotrebe eteri¢nih
ulja kao strategije sigurnosti hrane, vazno je paZzljivo procijeniti njihovu sigurnost i
ucinkovitost. Na ovaj nacin moze se smanjiti potreba za kemijskim konzervansima, ali su
1 dalje potrebna daljnja istrazivanja kako si se optimizirala upotreba eteri¢nih ulja u
materijalima za pakiranje hrane i osigurala njihova sigurnost i uc¢inkovitost (Munekata i
sur., 2020).

Radi poboljsanja zastite protiv rasta i proizvodnje toksina patogenih E. coli i drugih
mikroorganizama, prehrambena industrija koristi antimikrobne spojeve (prehrambene
konzervanse). Ti spojevi su ograni¢eni na odredene granice zbog mogucih zdravstvenih

rizika (Younes i sur., 2019).
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Ucinkovitost etericnih ulja kao antimikrobnih sredstava u prehrambenim
proizvodima opisana je u nekoliko studija protiv raznih mikroorganizama koji uzrokuju
propadanje hrane i bolesti: meso i proizvodi od mesa (Aminzare i sur., 2016), mlijecni
proizvodi (Gouvea i sur., 2017), riba i riblji proizvodi (Hassoun i sur., 2017) i povrce
(Prakash i sur. 2018.). Osim toga, eteri¢na ulja imaju potencijal u borbi protiv raka
(podrzano in vivo studijama) (Sharifi-Rad i sur., 2018) i smatraju se opcenito prepoznatima
kao sigurne (GRAS).

KoriStenje etericnih ulja na razini minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) moze
uzrokovati znacajan u¢inak na stanice E. coli. Mnoga istrazivanja isticu da su morfoloske
promjene u membrani glavni i najznacajniji baktericidni u¢inak na E. coli uzrokovan
primjenom eteri¢nih ulja. Kada se eteri¢na ulja primijene, dolazi do promjena u strukturi i
funkcionalnosti membrane bakterijske stanice. Ove promjene mogu ukljucivati oSte¢enje
ili destabilizaciju membrane, Sto rezultira gubitkom integriteta membrane 1 propustanjem
unutarstani¢nih tvari iz stanice. Kao rezultat toga, vitalni metaboli¢ki procesi unutar stanice
mogu biti naruseni, $to dovodi do inhibicije rasta i reprodukcije bakterija te, u konacnici,
njihovog unistenja (Bajpai i sur., 2013; Patra i sur. 2015).

Kada su izlozene eteri¢nim uljima, stanice E. coli mogu prolaziti kroz morfoloske
promjene koje ukljuCuju oticanje 1 deformaciju. Karakteristicni oblik Stapi¢a s ravnim
povrSinama moZze se transformirati u difuzan i neujednacen oblik. Drugim rijecima,
integritet se postupno smanjuje, a stanice pocinju oticati. U takvom stanju dolazi do
izbacivanja intracelularnih komponenti, a daljnje izlaganje stanica ucincima eteri¢nih ulja
dovodi do kolapsa povrsine i liziranja stanica (Bajpai i sur., 2013).

Studija koju su proveli Moghimi 1 sur. (2016) istrazivala je utjecaj
nanoemulzifikacije eteri¢nog ulja Thymus daenensis na patogeni soj E. coli. Rezultati su
pokazali da nanoemulzificirano ulje na razini minimalne inhibitorne koncentracije (0,4
mg/ml) znacajno poboljsava ispustanje intracelularnih komponenata (nukleinske kiseline,
proteina i kalija) u usporedbi sa slobodnim uljem na razini MIC-a (4,0 mg/ml). Ta razlika
povezana je s intenzivnom deformacijom i oSteCenjem membrane E. coli tretirane
nanoemulzificiranim uljem. Nasuprot tome, primijeéeno je samo blago skupljanje kada je
E. coli izlozen slobodnom ulju. Ovi rezultati naglasavaju vaznost nanoemulzifikacije
etericnih ulja kao potencijalne strategije za poboljSanje njihove u€inkovitosti u inhibiciji
rasta patogenih bakterija poput E. coli. Nanoemulzije omogucuju bolju penetraciju i
interakciju eteri¢nih ulja s bakterijskim stanicama, $to rezultira intenzivnijim oSte¢enjem

membrane i inhibicijom rasta bakterija. Takoder je vazno spomenuti da baktericidni u¢inak
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eteri¢nih ulja na patogeni soj E. coli, takoder moze biti pod utjecajem fizioloSkog stanja
mikroorganizma (Sharifi-Rad i sur., 2016).

Studije koje su proveli Van Haute i suradnici (2016) te Karam i suradnici (2019)
ukazuju na potencijalnu primjenu eteri¢nih ulja u marinadama kako bi se poboljsala
sigurnost svjezeg pileCeg mesa od E. coli. Rezultati ovih istrazivanja pokazali su da
mariniranje mjeSavinom timola i karvakrola kao rezultat ima smanjenje broja E. coli za 0,8
log CFU/g nakon 21 dana skladistenja. U istom smjeru, Van Haute i sur. (2016) nisu
primijetili nikakav utjecaj na broj E. coli na koZi pileCeg mesa mariniranog s eteri¢nim
uljima cimeta, origana i maj¢ine duSice.

Ukljucivanje eteri¢nih ulja u premaze i filmove je zanimljiv pristup koji moze
poboljsati sigurnost protiv E. coli. Ukljuéivanje eteri¢nog ulja anisa (1; 1,512 %) u jestivi
hitosan film izazvalo je smanjenje broja ispod granice detekcije metode ove bakterije u
pile¢em hamburgeru nakon tri dana skladiStenja (Mahdavi 1 sur., 2018). Sli¢an ucinak je
zabiljezen kada su autori koristili hitosan film s 0,5 % eteri¢nog ulja anisa. U ovom
tretmanu, smanjenje broja E. coli O157:H7 ispod granice detekcije postignuto je nakon Sest
dana skladiStenja.

Abdeldaiem i sur. (2017) su proucavali upotrebu eteri¢nih ulja ruZmarina, cimeta,
komoraca i kardamoma u sprjecavanju proliferacije E. coli u ribljim Stapi¢ima od Sarana.
Autori su primijetili da se inhibicijski u¢inak postiZe za sva testirana eteri¢na ulja, posebno
u prvih Sest dana skladiStenja na 4 °C.

Kavas i sur. (2015) uodili su znacajan pad broja E. coli O157: H7 u polutvrdom
turskom siru proizvedenom s etericnim uljima maj¢ine duSice 1 karanfili¢a (1,5 %) tijekom
60 dana hladenja. Nadalje, eteri¢no ulje majc¢ine duSice je pokazalo vec¢i antimikrobni
uéinak od eteri¢nog ulja klin¢i¢a. Kavas i sur. (2015) u svojim istrazivanjima takoder
navode zakljucke o u¢inku dumbirovog etericnog ulja (1,5%) protiv E. coli O157:H7, a
smanjenje je bilo 4,2 log CFU/g nakon 30 dana skladiStenja u usporedbi s netretiranim
uzorcima.

Za lijecenje infekcija uzrokovanih bakterijom P. aeruginosa kod kriti¢nih
pacijenata Cesto je potrebna primjena viSe antibiotika u velikim koli¢inama. Primjena
visokih doza antibiotika u klinickom okruzenju, zajedno s njihovom upotrebom u nekim
poljoprivrednim i stoarskim objektima, stvara veliki pritisak na selekciju sojeva bakterija
otpornih na antibiotike (Pruden 1 sur., 2006). Velike koli¢ine antibiotika otpustaju se u
otpadne vode bolnica i gradova zbog nepotpunog metabolizma u ljudi i Zivotinja ili zbog

nepravilnog odlaganja neiskoriStenih lijekova (Nagulapally i sur., 2009). Te tvari
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naposljetku zavrSavaju u razli¢itim prirodnim okoliSnim komponentama (Van i sur., 2022;
(Zhang i sur., 2009; Li i sur., 2015; Karkman i sur., 2018; Savin i sur., 2021). Svi ti faktori
stvaraju visoki selektivni pritisak za razvoj bakterijskih sojeva koji su otporni na vise
antibiotika i podupiru povecane stope otpornosti (Kunhikannan i sur., 2021). Zbog visokih
stopa otpornosti na antibiotike, hitno su potrebna alternativna rjeSenja za teSko ljeCive
infekcije uzrokovane otpornim sojevima P. aeruginosa.

U posljednjih nekoliko godina znanstvenici su istrazivali alternativne fizicke,
kemijske ili bioloSke na¢ine borbe protiv otpornog soja P. aeruginosa, kao $to su:
modulatori virulencije (ukljuéujuéi inhibitore formiranja biofilma), antimikrobna cjepiva,
genetski modificirane bakterije, bakteriofagi, eteri¢na ulja i njihovi spojevi dobiveni iz
biljaka i druge metode uklanjanja mikroorganizama (Zarif i sur., 2021).

U dosadasnjim su istrazivanjima predstavljeni brojni prirodni i sintetski spojevi za
modulaciju rasta i virulencije P. aeruginosa, patogen koji je takoder poznat po svojoj
sposobnosti razvijanja biofilma i visokoj toleranciji na antimikrobne tvari i imunoloski
sustav domacina (Hamad i sur., 2020). Ekstrakti raznih prirodnih proizvoda i eteri¢na ulja
odredenih biljaka (poput lavande, eukaliptusa i agruma) pokazali su inhibicijske ucinke
protiv rasta i virulencije soja P. aeruginosa (Davis i sur., 2009; Winska i sur., 2019).

Studija Van i suradnika (2022) ukazuje na potencijalnu primjenu eteri¢nih ulja u
kontroli formiranja biofilma od P. aeruginosa, ¢ak i kada se koriste u subinhibicijskim
koncentracijama. Biofilmovi su kompleksne strukture koje bakterije stvaraju kako bi se
zaStitile od vanjskih utjecaja, ukljucujuéi antimikrobne tvari, §to ih ¢ini otpornijima na
lijecenje 1 Cesto su povezani s kroni¢nim infekcijama. Ovi rezultati sugeriraju da bi etericna
ulja mogla biti korisna u kontroli formiranja biofilma Pseudomonas aeruginosa, §to bi
moglo biti vazno za prevenciju infekcija i smanjenje virulencije ovog patogena. Osim toga,
ova istrazivanja naglaSavaju potencijalnu primjenu eteri¢nih ulja kao ekoloskih i odrzivih
alternativa za kontrolu razli¢itih infekcija, ukljucujuéi one koje uzrokuju otporni patogeni.

Stafilokokna bolest uzrokovana hranom jedna je od najceS¢ih prehrambenih bolesti
na svijetu koja proizlazi iz kontaminacije hrane preformiranim enterotoksinima S. aureusa.
To je jedan od najces¢ih uzroka prijavljenih prehrambenih bolesti u Sjedinjenim DrZzavama.
Istrazivanja su pokazala su da neprikladno rukovanje hranom u maloprodaji ¢ini veéinu
epidemija stafilokokne bolesti uzrokovane hranom. Medutim, nekoliko studija
dokumentiralo je prevalenciju S. aureusa u mnogim prehrambenim proizvodima,
ukljucujuci sirovo meso u maloprodaji, Sto ukazuje na potencijalni rizik od kolonizacije S.

aureusa i1 naknadne infekcije kod potroSaca. Prisutnost patogena u prehrambenim
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proizvodima predstavlja potencijalnu opasnost za potrosace i uzrokuje ozbiljne ekonomske
gubitke te smanjenje produktivnosti ljudi kroz prehrambene bolesti. Simptomi stafilokokne
bolesti uzrokovane hranom uklju¢uju mucninu, povracanje i gréeve u trbuhu s ili bez
proljeva. Preventivne mjere ukljuuju sigurno rukovanje i obradu hrane, odrzavanje
hladnog lanca, adekvatno ¢iS¢enje i dezinfekciju opreme, sprjeavanje kriznog oneci$¢enja
kod kuce i u kuhinji, te sprecavanje onecis¢enja od farme do stola (Kadariya i sur., 2014).

S. aureus je komensalni i oportunisti¢ki patogen koji moze uzrokovati Sirok spektar
infekcija, od povrsinskih infekcija koze do teskih 1 potencijalno smrtonosnih invazivnih
bolesti (Lowy, 1998). Ova uobicajena bakterija je vazan patogen zbog kombinacije
"toksinom posredovane virulencije, invazivnosti i otpornosti na antibiotike". Ovaj
organizam se pojavio kao glavni patogen za nosokomijalne i zajednicki stecene infekcije.
S. aureus ne formira spore, ali moZe uzrokovati kontaminaciju proizvoda tijekom pripreme
i obrade hrane.

S. aureus je organizam otporan na dehidraciju s moguéno$éu prezivljavanja u
potencijalno suhim i stresnim okruzenjima, kao $to su ljudski nos i koza te nezivi predmeti
kao Sto su odjeca i povrSine (Chaibenjawong, 2011). S. aureus moze ostati sposoban za
zivot na rukama i okoli§nim povrSinama nakon pocéetnog kontakta na dulje vrijeme (Scott
i sur., 1990; Kusumaningrum i sur., 2002). Ove karakteristike pogoduju rastu organizma u
mnogim prehrambenim proizvodima (Loir i sur., 2003).

Bacillus vrste, poput Bacillus cereus, predstavljaju izazov u prehrambenoj industriji
zbog njihove sposobnosti da uzrokuju kontaminaciju i kvarenje hrane. Ove bakterije su
aerobne, sporulirajuce i Stapicaste, a spore mnogih Bacillus vrsta su otporne na razlicite
uvjete, ukljucujuci toplinu, zraCenje, dezinfekcijska sredstva 1 dehidraciju, Sto ih Cini
teSkim za eliminaciju iz prehrambenih proizvoda i okolisa. Bacillus cereus, primjerice,
moze uzrokovati trovanje hranom putem toksina koji se proizvode u hrani tijekom rasta
bakterija. Simptomi trovanja hranom ovom bakterijom mogu se pojaviti nakon
konzumiranja kontaminirane hrane poput mesnih i povrtnih jela, umaka, tjestenine, deserta
i mlijeCnih proizvoda. Iako su toksini povezani s Bacillus cereusom identificirani, jos
uvijek nisu identificirani toksini za druge Bacillus vrste koje mogu uzrokovati trovanje
hranom (Kramer i Gilbert, 1989). S obzirom na njihovu sposobnost kontaminacije i
1zazivanja trovanja hranom, vazno je pravilno rukovati, skladistiti i pripremati hranu kako
bi se smanjio rizik od kontaminacije.

U usporedbi s drugim istrazivanjima, provedeno istrazivanje stavlja naglasak na

potencijal primjene eteri¢nih ulja kao prirodnih antimikrobnih sredstava, §to je posebno
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vazno u svjetlu rastu¢e opornosti na antibiotike. Daljnja istrazivanja trbeala bi ukljucivati
optimizaciju uvjeta za destilaciju i ekstrakciju u svrhu postizanja maksimalne u¢inkovitosti
i kvalitete eteri¢nih ulja. PoZeljno bi bilo ukljuciti detaljniju analizu kemijskog sastava
eteri¢nih ulja, kao i ispitivanje njihove uéinkovitosti i sigurnosti u razli¢itim primjenama
kako u medicini tako i u prehrambenoj industriji, $to bi moglo dodatno potvrditi rezultate
ovog istrazivanja i pruziti dodatne informacije o optimalnim uvjetima za destilaciju i
ekstrakciju eteri¢nih ulja. Dublje istrazivanje kemijskog sastava etericnih ulja omoguéilo
bi identifikaciju najaktivnijih antibakterijskih spojeva. Provedeno istrazivanje pruza
ukazuje na znacajan potencijal etericnih ulja iz odabranih mediteranskih biljaka kao
prirodnih antibakterijskih sredstava. U kontekstu rastuce otpornosti na konvencionalne
antibiotike, eteri¢na ulja mogu pruziti odrzivu alternativu za prevenciju bakterijskog

zagadenja hrane.
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5. ZAKLJUCCI

Analizom ovog istrazivanja mogu se izvesti sljedec¢i zakljucci:

- prinosi eteri¢nih ulja dobivenih destilacijom vodenom parom u mini destileriji su
bili razli¢iti: ruzmarin, kadulja i lovor dali su po 3 ml eteri¢nog ulja (5 % prinosa),
dok je smilje imalo prinos od svega dvije kapi ulja (<1 % prinosa).

- temperature isparavanja etericnog ulja bile su stabilne i kretale su se oko 90 °C za
sve analizirane biljke, §to ukazuje na konzistentnost procesa destilacije.

- proces destilacije trajao je oko 2 sata, Sto se pokazalo u¢inkovitim za dobivanje
eteri¢nih ulja iz analiziranih biljaka.

- omjer koli¢ine biljnog materijala i dobivenog hidrolata bio je 1:20.

- utvrdene su statisticki znacajne razlike u antibakterijskoj aktivnosti dobivenih
eteri¢nih ulja protiv ispitivanih sojeva Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli.

- medu ispitivanim etericnim uljima, ulje kadulje je pokazalo najnizu minimalnu
inhibitornu koncentraciju protiv sva Cetiri ispitivana soja (0,48828 pl/ml protiv
soja Pseudomonas aeruginosa, te 0,12207 pl/ml protiv ostalih sojeva).

- najviSa minimalna inhibitorna koncentracija utvrdena je za eteri¢no ulje smilja

protiv soja Staphylococcus aureus (62,5 pl/ml).

Mini destilerija je pokazala zadovoljavaju¢u ucinkovitost u destilaciji ljekovitog bilja, a
utvrdene antibakterijske aktivnosti su u skladu s ocekivanjima i potencijalno pruzaju
mogucnosti za primjenu u prehrambenoj industriji u svrhu pobolj$anja sigurnosti hrane.
Razlike u kemijskom sastavu i uvjeti eksperimenata mogu utjecati na antibakterijsku
aktivnost, stoga su potrebna daljnja istrazivanja za detaljniji uvid u kemijski sastav i
mehanizme djelovanja eteri¢nih ulja.

Primjena ovih prirodnih antimikrobnih agensa moze doprinijeti smanjenju rizika od
kontaminacije hrane bakterijskim patogenima, S§to je kljuno za ocuvanje zdravlja
potroSaca. Osim toga, koriStenje prirodnih antimikrobnih sredstava moZe biti poZeljnija
opcija u odnosu na sinteticke konzervanse, posebno s obzirom na rastucu svijest o potrebi
za prirodnim 1 ekoloSki prihvatljivim proizvodima. Stoga, rezultati ovog istraZivanja
pruzaju korisne smjernice za potencijalnu primjenu eteri¢nih ulja u industriji hrane kao

sigurnih i u€inkovitih antimikrobnih sredstava. lako su ova eteri¢na ulja prirodna i imaju
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manje nuspojava od sintetickih antibiotika, potrebno je provesti daljnja istrazivanja o
njihovoj sigurnosti i uéinkovitosti u prevenciji bakterijskog zagadenja hrane. Primjena
eteri¢nih ulja smilja, lovora, ruzmarina i kadulje u hrani moze biti korisna kao prirodni
konzervans koji produzuje rok trajanja hrane i smanjuje rizik od bakterijskog zagadenja.
Medutim, prije upotrebe bilo kojeg eteri¢nog ulja u hrani, potrebno je provjeriti njegovu
sigurnost 1 pravilnu dozu, jer prekomjerna upotreba moze dovesti do toksi¢nosti. U
konacnici, ovo istrazivanje moze dati temelj za razvoj novih prirodnih antimikrobnih
sredstava koja se mogu koristiti u prevenciji i lijeCenju bakterijskih infekcija, Sto je vazno
s obzirom na rastucu otpornost bakterija na sinteti¢ke antibiotike. Budu¢i da se sve vise
ljudi okre¢e prirodnom nacinu zivota i prehrane, etericna ulja smilja, lovora, ruzmarina i
kadulje mogu biti korisna u razli¢itim primjenama u prehrambenoj industriji, ukljucujuéi i
proizvodnju organske hrane. Ovakva istrazivanja mogu takoder biti korisna za razvoj novih
terapija za lijeCenje bakterijskih infekcija, posebno za one bolesnike koji ne podnose
sinteticke antibiotike ili koji su razvili otpornost na njih. Uzimaju¢i u obzir da su
bakterijske infekcije jedan od najéesc¢ih uzroka bolesti i smrti u svijetu, istrazivanja koja
proucavaju antibakterijska svojstva prirodnih tvari, poput eteri¢nih ulja, imaju veliku
vaznost u razvoju novih strategija protiv otpornosti na antimikrobna sredstva. Osim toga,
vazno je istaknuti ulogu ocuvanja prirodnog okolisa. S obzirom na izvrsne uvjete za uzgoj
ljekovitog bilja u Republici Hrvatskoj, koristenje biljnih resursa poput smilja, lovora,
ruzmarina i kadulje za proizvodnju eteri¢nih ulja podsje¢a nas na vaznost o¢uvanja prirode.
Promicanje odrZive proizvodnje hrane koja ukljucuje koriStenje prirodnih sastojaka ne
samo da podrzava zdravlje ljudi, ve¢ 1 pridonosi zastiti okoliSa 1 bioloSke raznolikosti.
Ukupno gledajuci, ova istrazivanja imaju $irok spektar potencijalnih koristi, od medicinske
primjene do odrzivosti okoliSa, istiCuci vaznost interdisciplinarnog pristupa u rjeSavanju

globalnih izazova.
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7. ZIVOTOPIS

Grgi¢ Pero roden je 23. srpnja 1980. godine u VareSu (BiH). Osnovnu §kolu je
zavr$io u Vrpolju, a srednjoSkolsko obrazovanje u Slavonskom Brodu. Nakon
odsluzenja vojnog roka upisuje prijediplomski studij poljoprivrede, smjer
Vinogradarstvo, vinarstvo i vocarstvo na Veleucilistu u Pozegi, koji zavrSava 2004.
godine. Nastavlja daljnje obrazovanje na Poljoprivrednom fakultetu u Osijeku na
prijediplomskom studiju poljoprivrede, smjer Bilinogojstvo, koji zavrSava 2009.
godine. Diplomira 2014. godine na Poljoprivrednom fakultetu u Osijeku te stjece
zvanje mag. ing. agr. Iste godine zavrSava na Filozofskom fakultetu u Osijeku
pedagosko-psiholosko-didakticko-metodicku izobrazbu. 2016. godine uspjesno
polaze strucni ispit za nastavnika. Na Pu¢kom otvorenom uciliStu Algebra 2018.
godine zavrSava program osposobljavanja i usavrSavanja za voditelja izradbe i
provedbe projekata financiranih iz EU fondova, a 2019. program osposobljavanja i
usavrSavanja za specijalistu zastite na radu. 2021. godine napreduje u zvanje
mentora. Od 2004. do 2013. godine zaposlen je u Pan papirnoj industriji d.o.o. kao
planer proizvodnje Welpapea. Nakon toga se zaposljava u poljoprivrednoj ljekarni
kao stru¢ni savjetnik u prodaji. Od 2015. godine do danas radi u Srednjoj strukovnoj
$koli u Sibeniku na radnom mjestu nastavnika poljoprivredne skupine predmeta i
prakticne nastave. Voditelj je ucenicke zadruge Ruke. Bio je koordinator tri
Erasmus+ projekta u Srednjoj strukovnoj $koli Sibenik iz podruéja strukovnog
obrazovanja. Bio je voditelj triju projekata financiranih od strane Ministarstva
poljoprivrede i Ministarstva znanosti i obrazovanja. Od 2018. godine predavac je
strukovnih predmeta iz podrucja poljoprivrede na Puckom otvorenom uciliStu Libar
u Sibeniku. 2019. godine je bio predava¢ strukovnih predmeta iz podrucja
poljoprivrede na UciliStu Izvor znanja Vodice. Bio je €lan povjerenstva izrade
revizije standarda zanimanja Agrotehni¢ar/AgrotehniCarka pri  Agenciji za
strukovno obrazovanje i obrazovanje odraslih (2023.). Clan je povjerenstva za
vrednovanje Zahtjeva za upis standarda kvalifikacije, sektor: Poljoprivreda,
prehrana i veterina, pri Agenciji za strukovno obrazovanje i obrazovanje odraslih
(2023.). Vanjski je stru¢njak za pracenje 1 razvoj strukovnog obrazovanja, podrske
uvodenju novih strukovnih kurikuluma te osiguranju kvalitete strukovnog
obrazovanja (2023.).



