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IZVOD

Uprkos napretku koji je industrija mesa ostvarila na polju
higijene i kontrole, Salmonella spp. 1 dalje predstavljaju
jedne od najces¢ih patogena prenosivih hranom. Zbog sve
ucestalije pojave bakterijske rezistentcije, kao i tendencije
smanjenja upotrebe soli i hemijskih aditiva javlja se potreba
za novim antimikrobnim sredstvima koji istovremeno
zadovoljavaju potrebe i teznje potrosata za upotrebom
prirodnih supstanci. Jedna od mogucnosti je aplikacija
etarskih ulja koja predstavljaju smeSu aromati¢nih i lako
isparljivih jedinjenja male molekulske mase, koje se
rastvaraju u lipidima i organskim rastvarac¢ima a ekstrahuju
se iz biljnih organa razli¢itim metodama. Hemijski sastav
etarskih ulja utiCe na antimikrobne osobine i varira u
zavisnosti od geografskog porekla biljke, sastava zemljista i
faze razvoja biljke. Mnogobrojana istrazivanja, koja su
zasnovana na razli¢itim nacinima aplikacije etarskih ulja u
meso i proizvode od mesa, sprovedena su u cilju stvaranja
bezbednijeg i kvalitetnijeg proizvoda.

Kljucne reci: etarska ulja, antibakterijska svojstva, Salmonella spp., meso.
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UvOD

Bakterije iz roda Salmonella zajedno sa Campylobacter spp., Listeria
monocytogenes 1 enterohemoragi¢nom E. coli, ukljucujuéi i serotip O157:H7, su
patogene bakterije koji izazivaju milione slucajeva oboljenja godiSnje i
predstavljaju veliki, kako zdravstveni, tako i ekonomski problem. Covek se moze
zaraziti Salmonella spp. na razliite nacine, ali govede, svinjsko i meso zivine
predstavljaju jedno od najznacajnijih izvora kontaminacije [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7].
Tokom predhodnih 20-30 godina dokumentovan je veliki broj slucajeva oboljenja
prouzrokovanih bakterijama iz roda Salmonella i uprkos napretku koji je
predhodnih decenija ostvaren u njihovoj kontroli, Salmonella spp. su i dalje
prisutne i predstavljaju najcesce uzrocnike bolesti prenosivih hranom [8, 9, 10].
Prema podacima Centra za kontolu bolesti (Centers for Disease Control - CDC) iz
2009. godine, Salmonella spp. predstavljaju patogene sa najveCom incidencijom
pojave oboljenja prenosivih hranom, kao i drugog po redu patogena odgovornog za
hospitalizaciju odraslih osoba [11]. Cesta upotreba antibiotika, kako u humanoj
tako 1 u veterinarskoj medicini, rezultirala je pojavom rezistencije na razliite
antimikrobne lekove kod Salmonella 1 drugih bakterija [12,13]. ZabeleZena je
rezistencija Salmonella typhimurium DT104, R-tip ACSSuT na ampicilin,
hloramfenikol, streptomicin, sulfametoksazol i tetraciklin, a u sve ve¢em broju se
izoluje Salmonella newport R-tip MDR-Amp C soj koji je rezistentan na ¢ak devet
antimikrobnih lekova (ampicilin, hloramfenikol, streptomicin, sulfametoksazol,
tetraciklin, amoksicilin-klavulonska kiselina, cefalotin, cefoksitin, ceftiofur).
Veoma zabrinjavajuca je i povecana otpornost Salmonella spp. na ceftriakson, pa
se javlja bojazan da ¢e u skorijoj buducnosti do¢i do rezistencije na ovaj
cefalosporin koji predstavlja lek izbora u leCenju salmoneloze [14,10]. Kao
posledica rezistencije bakterija iz roda Salmonella javlja se porast broja neuspesnih
tretmana, pojava ozbiljnih infekcija sa tendencijom produzavanja toka bolesti i
generalizacijom procesa, porast broja hospitalizovanih slucajeva oboljenja i porast
mortaliteta [13].

Osim patogena prenosivih hranom, sa zdravstvenog aspekta i dodavanje
soli i hemijskih aditiva predstavlja sve vec¢i problem u proizvodnji mesa i
proizvoda od mesa. I pored veoma znaCajne uloge u stvaranju senzornih i
strukturnih osobina mesa, upotreba soli povezana je sa pojavom hipertenzije i
povecanim rizikom od kardiovaskularnih oboljenja, zbog cCega redukovanje
koncentracije dodate soli predstavlja potrebu, ali i izazov za mesnu industriju [15,
10, 16, 17]. Ipak redukovanje koncentracije dodate soli ispod uobicajeno
kori§¢enih, omogucava rast mikroorganizama kvara, dovodi do smanjenja
odrzivosti proizvoda, koji kao takav predstavlja rizik po zdravlje potrosaca [15, 16,
17].
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Kao rezultat svega navedenog javlja se potreba za novim antimikrobnim
sredstvima koji mogu da se dodaju u meso u cilju inhibicije patogenih bakterija i
mikroorganizama kvara, a da pritom predstavljaju prirodnu alternativu kori¢éenim
hemijskim aditivima i konzervansima i ne dovode do pojave bakterijske
rezistencije [18, 5, 17]. Jedna od mogucnosti jeste upotreba etarskih ulja koja
predstavljaju aromaticne, isparljive te¢nosti koje se izdvajaju iz biljaka razli¢itim
metodama [18, 17, 19 ].

ETARSKA ULJA I NJIHOVA HEMIJSKA GRADA

Etarska ulja predstavljaju smeSu aromati¢nih i lako isparljivih jedinjenja male
molekulske mase, koje se rastvaraju u lipidima i organskim rastvaracima [18, 20,
21, 22, 23, 5, 17]. SintetiSu se u razliCitim organima biljaka kao $to su korenje,
stabla, listovi, kora, cvetovi, semenke, plodovi i dr., a skupljaju se u sekretornim
¢elijama, Supljinama, kanalima i ¢elijama epiderma odakle se ekstrahuju [18, 20,
22,23, 5, 17]. Etarska ulja izmedu ostalog imaju ulogu da stite biljku od invazije
mikroorganizama kao i od mehanickih povreda [25].

Postoji vise metoda za ekstrakciju etarskih ulja, ali najcesc¢e koriScen je
destilacija na pari. Takode u istu svrhu moze se koristiti i ekstrakcija te¢nim ugljen
dioksidom na niskim temperaturama i pod visokim pritiskom [20]. Ova metoda je
skuplja, ali etarska ulja dobijena na ovaj nacin ispoljavju jacu antimikrobnu
aktivnost 1 imaju izrazenije organolepticke osobine [18]. Osobine etarskih ulja
variraju zavisnosti od podneblja, sastava zemljiSta, organa biljke iz koje se
ekstrahuju ali i faze ciklusa u kojoj se biljka nalazi. Najjac¢u antimikrobnu aktivnost
ispoljavaju etarska ulja koja su ekstrakovana iz biljaka tokom ili neposredno nakon
cvetanja [18, 20, 17].

Etarska ulja sadrze razli¢it broj komponenti (od svega nekeoliko do stotinu
i viSe), Sto se moze odrediti gasno-hromatografskom analizom. Koncentracija
zastupljenih jedinjenja je razli¢ita a glavne komponente, kojima se najCesce
pripisuje uloga u antibakterijskim osobinama ulja, zastupljena su u ulju u
znacajnijem procentu, dok se neka jedinjenja mogu na¢i samo u tragovima.
Istrazivanja sprovedena na zalfiji, timjanu i origanu su pokazala da upravo manje
zastupljene komponente imaju kriti¢nu ulogu u antibakterijskoj aktivnosti etarskih
ulja pomenutih biljaka. Ova pojava se pripisuje sinergistickom delovanju
komponenti ovih ulja, zbog Cega etarska ulja u punom sastavu imaju jace izraZene
antimikrobne osobine nego njihove pojedinacne, glavne komponente [18, 20, 26].

Aktivne komponente etarskih ulja, na osnovu hemijske strukture, mogu se
podeliti na terpene, terpenoide, fenilpropene i ,ostale“ komponente [25, 19].
Terpeni se sintetiSu u citoplazmi iz acetil-Co A [25]. Glavnu klasu terpene Cine
monoterpeni (CoH,¢) 1 seskviterpeni (C,sH,4), a u manjim koncentracijama cesto se
nalaze 1 hemiterpeni (CsHg), diterpeni (CyoHs,), tripenteni (CsoHy) 1 dr. [20, 5, 25,
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17, 27, 29]. Primenjene u vidu zasebnih komponenti, neke vrste terpena kao $to su
monoterpeni, pokazuju slabu ili nikakvu antibakterijsku aktivnost [25].

Terpenoidi su terpeni koji su podlegli enzimskim modifikacijama i sadrze
kiseonik, a polozaj npr. metil grupe je ili promenjen ili je nema [28]. Terpenoidi se
dele na alkohole, estre, aldehide, ketone, etre, fenole i epokside. Za razliku od
terpena, ova jedinjenja cesto poseduju veoma jaka antibakterijska svojstva.
Antimikrobna aktivnost terpenoida pripisuje se njihovoj funkcionalnoj grupi,
hidroksil grupi ili fenolnim komponentama [20, 25, 27, 29, 30].

Ipak uprkos uvrezenom misljenju da su fenolne komponente nosioci
antibakterijske aktivnosti, razultati skorasnjih studija sprovedenim na etarskim
uljima origana, karanfili¢a, cimeta, belog luka, korijandera, ruzmarina, Zzalfije,
liminove trave, zimzelena i drugih biljaka su pokazala da ne-fenolne komponente
ovih ulja takode ispoljavaju antibakterijsku aktivnost na Gram pozitivne i Gram
negativne bakterije [22, 30].

Fenilpropani su organska jedinjenja koja su manje zastupljena u etarskim
uljima. U fenilpropene spadaju eugenol, izoeugenol, metil eugenol, vanilin, safrole,
cinamaldehid, cinamil alkohol, metil cinamat, estragol, i dr. [20, 25, 27].

Pored pomenutih, etarska ulja sadrze veliki broj razli¢itih jedinjenja, koja
nastaju kao proizvod degradacije nezasicenih masnih kiselina, laktona, terpena,
glikozida. U ostala jedinjenja spadaju i komponente koje sadrze sulfur i nitrogen, a
njihovi predstavnisi su alicin i alil izotiocianat (AITC) [28, 20, 25].

ODREDIVANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI 1
MEHANIZAM DELOVANJA ETARSKIH ULJA

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) po stavu veline autora
predstavlja meru antimikrobne aktivnosti etarskih ulja i neophodno ju je odrediti
pre aplikacije ulja u meso ili neku drugu hranu. Pored MIC vazno je odrediti i
minimalnu baktericidnu konecntraciju (MBC). [18, 23, 17]. Antimikrobna
aktivnost etarskih ulja odreduje se metodom difuzije, dilucije ili bioautografickom
metodom. Metod difuzije se koristi najceS¢e za odredivanje postojanja
antimikrobne aktivnosti etarskih ulja, dok se agar diluciona metoda koristi za
odredivanje jacine antimikrobnog delovanja [18]. Test za odredivanje minimalne
inhibitorne koncentracije nije standardizovan, ali NCCLS metoda za testiranje
antibiotika je modifikovana i prilagodena testiranju etarskih ulja [31, 18]. Ipak na
ishod testa utiCu razliciti faktori poput metode koja se koristi za ekstrakciju etarskih
ulja (u smislu hemijskog sastava dobijenog ulja), koli¢ine inokuluma, faze rasta
bakterije, podloge koja se koristi kao i pH vrednosti, vremena i temperature
inkubacije. Kao posledica varijacije ovih faktora u literaturi se nalaze razlicite
inhibitorne koncentracije, zbog Cega se preporucuje da istrazivaci pre pocetka
eksperimenta sami odrede minimalne inhibitorne koncentracije [18, 17].
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Rezultati mnogobrojnih ogleda sprovedenih u cilju odredivanja
antibakterijskog dejstva etarskih ulja zakljuCeno je da Gram pozitivne bakterije
osetljivije na dejstvo etarskih ulja nego Gram negativne bakterije u koje spada i
Salmonella spp. [ 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,40,18].

Manja osetljivost Gram negativnih bakterija se objasnjava razlikom u gradi
Celijskog zida koji ograniCava difuziju hidrofobnih jedinjenja kroz
lipopolisaharidni omotac [18].

S obzirom na to da se etarska ulja sastoje od velikog broja hemijskih
komponenata i njihovo antibakterijsko dejstvo je zasnovano na viSe razliCitih
mehanizama. Razli¢ite komponente etarskih ulja samostalno ili sinergisticki deluju
na razlicite strukture bakterijske ¢elije. Zbog svoje hidrofobne prirode etarska ulja
intereaguju sa lipidnom membranom bakterijske celije i povecavaju njenu
permeabilnost. Permeabilnost ¢elijske membrane nastaje kao rezultat promene
membranskog potencijala, kolapsa protonske pumpe, izlaska jona iz ¢elije §to za
posledicu ima lizu i ¢elijsku smrt. Smatra se da je ovaj mehanizam najodgovorniji
za oStecenje bakterijske celije [18, 20, 23, 5, 17]. Za oStecenje Celijske membrane
odgovorna su fenolna jedinjenja koja sadrze hidroksilnu grupu, kao §to su karvakol,
timol i eugenol, zbog kojih etarska ulja i deluju antibakterijski na bakterije
prenosive hranom. Komponente etarskih ulja ne deluju samo na lipide membrane,
ve¢ 1 na proteine kao §to je enzim ATP-aza. Rezultati istrazivanja su pokazali da
etarska ulja mogu delovati i na druge enzime koji su ukljuceni u regulaciju energije
ili odgovorne za sintezu strukturnih komponenti celije [18, 5]. Elektonska
mikroskopija predstavlja metod izbora za posmatranje fizickih efekta etarskih ulja
na mikroorganizme [18].

KONTROLA SALMONELLA SPP. U MESU
KORISCENJEM ETARSKIH ULJA

U razli¢itim ogledima ispitivan je antimikrobni uticaj etarskih ulja na
patogene bakterije ukljuCujuéi 1 Salmonella spp., kao i njihova potencijalna
aplikacija u meso i proizvode od mesa, u cilju stvaranja bezbednijeg proizvoda i
smanjenja incidencije novih oboljenja izazvanih ovim bakterijama.

Zbog veoma izraZzenog antimikrobnog dejstva, Govaris i sar. [42] su
ispitivali uticaj etarskog ulja origana, na S. enteritidis u mlevenom ovéijem mesu
na temperaturama od 4° C i 10° C, kao i dejstvo etarskog ulja origana i nisina u
istim uslovima. Rezultati su pokazali da etarsko ulje origana aplikovano u 0.6%
kao i 0.9%. koncentraciji pokazuje antimikrobnu aktivnost na obe temperature, s
tim §to je primenjeno u koncentraciji od 0.9% bilo potentnije. Nisin dodat u dozi od
500 i 1000 IU/g nije pokazao antimikrobni efekat ali u kombinaciji sa etarskim
uljem origana u obe koncentracije pokazuje sinergisticki efekat i ima baktericidno
dejstvo na S. enteritidis.
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Antibakterijska aktivnost etarskog ulja origana na S. enteritidis ispitivana
je i ranije u ogledima na filetima bakalara i tradicionalnom Grckom apetajzeru od
usoljene ikre [43, 44, 25]. Na salati od ikre vrSena su i istrazivanja u kojima je
dokazan sinergisticki efekat NaCl i etarskog ulja mente (Mentha piperita) na S.
enteritidis [44, 12].

Hayouni i sar. [12] proucavali su dejstvo etarskog ulja zalfije (Salvia
officinalis) i peruanskog bibera (Schinus molle) na S. anatum 1 S. enteritidis u
koncentracijama od 0.02, 0.06, 0.1, 1, 1.5, 2 i 3%, u mlevenom govedem mesu,
skladiStenom na temperaturi od 4° C do 7° C tokom 15 dana. U koncentracijama
od 0.02, 0.06 i 0.1% etarsko ulje zalfije je ispoljilo bakteriostatski efekat na obe
bakterije, dok je ulje peruanskog bibera ispoljilo isti efekat i u koncentraciji od 1%.
U visim koncentracijama (1.5, 2 1 3% za etarko ulje S. officinalis; 2 i 3% za etarsko
ulje S. molle) etarska ulja su ispoljila baktericidni efekat na obe bakterije, a S.
enteritidis je pokazala vecu osetljivost od S. anatum.

Rezultati ogleda, u kom su Rattanachaikunsopun i Phumkhachorn [46]
ispitivali dejstvo viSe vrsta etarskih ulja, su pokazali da najjaci antimikrobni efekat
na S. enteritidis ima etarko ulje bosiljka (Ocimum basilicum). Ono je u
koncentraciji od 50, 100 i 150 ppm dodato u mesavinu mlevenog svinjskog mesa
(62,5%), prokuvanih i iseckanih svinjskih kozica (27,5%), soli (2.5%), Secera
(2,5%) 1 mlevenog przenog pirinca (10%) i skladisteno na 4° C, tokom pet dana. U
kontrolnom uzorku u koji nije dodavano etarsko ulje bosiljka broj bakterija je bio 5
log CFU/g nakon pet dana, u uzorku u kom je dodata koncentracija od 50 ppm
nakon tre¢eg dana skladistenja se smanjio na 2 log CFU/g, dok je nakon dodavanja
vecih koncentracija broj bakterija bio manji od 1 log CFU /g.

Pored ogleda u kojima su dodavana etarska ulja, sprovodeni su i ogledi u
kojima je ispitivano dejstvo pojedinacnih komponenti etarskih ulja na Salmonella
spp. u mesu. Tako je dokazano da karvakol moze da spreci Sirenje Salmonella u
mesu [47, 5], kao i da citral moze da redukuje nivo CFU Salmonella typhimurium
[48, 5].

Prilikom aplikacije etarskih ulja u meso i proizvode od mesa treba voditi
racuna o njihovoj interakciji sa komponentama hrane. Masti i proteini umanjuju
antibakterijsko dejstvo etarskih ulja. Smatra se da ugljeni hidrati nemaju znacajan
uticaj, dok voda, i so u viSim koncentracijama mogu potpomoc¢i antibakterijsko
dejstvo [18, 5]. U zavisnosti od koncentracije u kojoj se koriste, etarska ulja mogu
imati i neke negativne efekte na senzorne osobine proizvoda. Da bi se negativni
efekti na organolepticke osobine sveli na minimum, etarska ulja se mogu aplikovati
u vidu nanokapsula. Nanoenkapsulacijom se povecava fizicka stabilnost etarskih
ulja, omogucava se njihovo kontrolisano oslobadanje i sprecava interakcija sa
sastojcima hrane [47, 25]. U istu svrhu etarska ulja se mogu aplikovati i kao
sastavne komponente antibakterijskih pakovanja [5, 25, 50].
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POTENCIJALNA OPASNOSTI UPOTREBE ETARSKIH ULJA PO
LJUDSKO ZDRAVLJE I LEGALNI ASPEKTI NJIHOVOG KORISCENJA

Pored brojnih prednosti koje pruza, upotreba etarskih ulja moze imati i
negativne posledice [18, 20, 17]. Zavisno od koris¢ene koncentracije, sastavne
komponente nekih etarkih ulja kao §to su eugenol, mentol i timol, mogu izazvati
iritaciju mukoznih membrana, dok cinamaldehid, karvakol, karvon i timol u in
vitro ogledima pokazuju umerene toksicne efekte na celijskom nivou [18]. Neke
komponente etarskih ulja ukoliko se Cesto koriste mogu izazvati alergijski
kontaktni dermatitis [18, 20, 17]. Iako generalno nemaju kancerogene osobine neka
etarska ulja nakon metabolicke aktivacije mogu delovati kao sekundarni
kancerogeni. Pojedina etarska ulja mogu izazvati sekreciju estrogena i dovesti do
nastanka estrogen-zavisnih kancera, a kancer moZze nastati i pod dejstvom
fotosenzitivnih molekula poput flavina, cianina i porfirina, koji se takode mogu
naci u uljima [51, 20, 17].

Zbog moguce genotoksicnosti i nekih drugih, potencijalno nezeljenih
dejstva, upotreba etarskih ulja kao aditiva u ishrani regulisana je zakonima i
propisima. Za veliki broj komponenti etarskih ulja, kao §to su karvakol, karvon,
cinamaldehid, citral, eugenol, limonin, mentol i timol, smatra se da ne predstavljaju
rizik po ljudsko zdravlje, i registrovani su od strane Evropske Komisije. U Sjedinjenim
Americkim drzavama FDA (Food and Drug Administration) je klasifikovala ove
supstanse kao GRAS (generally recognised as safe) ili kao odobrene aditive pri tom se
uglavnom oslanjajuéi na listu aditiva odobrenih od EU. Ipak estragol, koji je zabranjen
za upotrebu u Evropskoj uniji, dozvoljen je za upotrebu u Sjedinjenim Americkim
drzavama i nalazi se na EAFUS listi [18, 20, 17].

Da bi se novi aditivi registrovali, potrebno je da produ kroz toksikoloske i
metabolicke studije koje bi trebalo da osiguraju da ispitivane supstance ne
predstavljaju rizik po ljudsko zdravlje (Commission Decision of 23 February, 1999;
Commission Regulation (EC) No 1565/2000 of 18 July, 1565/ 2000; Commission
Regulation (EC) No. 622/2002 and Regulation (EC) No 2232/96) [18].

ZAKLJUCAK

Iako su antimikrobne osobine etarskih ulja poznate od davnina,
interesovanje za njihovu primenu u industriji hrane, pre svega mesa, javilo se tek
predhodnih godina. Etarska ulja i njihove sastavne komponente su se pokazali
korisnim u borbi sa Salmonella spp., ali i drugim patogenima izaziva¢ima bolesti
prenosivih hranom. Pored inhibitornog i baktericidnog dejstva na patogene
prenosive hranom, ona imaju antioksidativnu ulogu i inhibisu i rast bakterija kvara,
produzavajuci na taj nacin odrzivost mesa. Koris¢enje etarskih ulja, kao prirodnih
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konzervanasa i aditiva, moze predstavljati veliki pomak u cilju stvaranja
kvalitetnijeg, potroSaCima prihvatljivijeg i pre svega bezbednijeg proizvoda.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS ON
SALLMONELA SPP. IN MEAT AND MEAT PRODUCTS
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Jelena Ivanovi¢', Tatjana Markovi¢’, Radmila Markovi¢'
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Belgrade, Republic of Serbia.
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Belgrade, Republic of Serbia.

SUMMARY

The burden of diseases caused by food-borne pathogens remains one of the
main health, but also economic concern. In spite of improvement in production
techniques, hygiene and control measures made by food industry during recent
years, Salmonella spp. together with some others bacteria present a cause of
millions episodes of illness annually, from which some of these episodes results in
death. One of the most important causes for this outcome is the overuse of
antibiotic drugs in human and in veterinary medicine as well. This kind of practice
has led to phenomenon of bacterial resistance and need for new antimicrobial
agents. One of such possibilities is use of essential oils, oily, low molecular weight
liquid, rarely colored, which are lipid soluble and soluble in organic solvents. They
are obtained from plant material by different methods. Essential oils exhibit
antibacterial activity against many pathogens including Salmonella spp., but at
different degrees which is determined by type of essential oils and their
composition. The active compounds can be divided into four groups according to
their chemical structure: terpenes, terpenoids, phenylpropenes, and ‘“others.”
Chemical composition of essential oils is different and depends on type of climate,
soil composition, age and vegetative cycle stage of plant. Health issues associated
with meat are also caused by using of salt, which is why reducing salt intake
present new trend in meat industry, but at the same time result in problem of
spoilage microbiota grow. Essential oils inhibit spoilage microorganisms extend
meat shelf life and have antioxidant role, on which way their use improve quality
of meat products. But their application in meat and meat products, depending on
type of essential oil and used concentration may affect organoleptic properties of
products which are why researchers consistently experimenting with these
substances, working to develop new and better methods for the application of
essential oils, primarily to improve the production of antimicrobial packaging and
possibilities of nanoencapsulation of essential oils. Because of possible side effects,
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for essential oils to be register as new additives, it is necessary to conduct
toxicological and metabolic studies which should ensure that the test substances do
not present a risk to human health.

Key words: essential oil, antibacterial properties, Salmonella spp., meat.
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