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Pregledni znanstveni rad
Eteri¢na ulja - inhibitori rasta gljiva

i sinteze mikotoksina

Sazetak

Prirodne antimikrobne tvari u oc¢ima potrosaca postaju sve poZeljnije jer su manje toksicne, stoga je trenut-
no vrlo popularno istraZivanje etericnih ulja kao zamjene za kemijske fungicide. Etericna ulja ili pojedini
njihovi sastojci posjeduju, izmedu ostalih, antifungalna i antimikotoksikogena svojstva. Ova osobina je
posebice izraZzena kod etericnih ulja fenolne strukture, a stanicna membrana je glavno mjesto njihovog
djelovanja. Njihova djelotvornost ovisiti ¢e o abiotskim i biotskim interakcijama u okolisu.

Kljucne rijeci: etericna ulja, gljive, mikotoksini

Uvod

Zbog sve vece svijesti potrosaca o toksi¢nim, karcinogenim, rezidualnim i fitotoksi¢nim
uc¢incima kemijskih fungicida povecala se potreba za pronalaskom zadovoljavajucih alterna-
tivnih (prirodnih) sredstava kako bi se drzalo pod kontrolom fitopatogene gljive koje nanose
Stete usjevima koji se koriste za ljudsku prehranu (Gould, 1996; Bankole, 1997; Skandamis i sur.,
2001). Danasnja istrazivanja diljem svijeta posvecéena su pronalazenju sigurnijih pesticida koji,
osim $to ¢e biti sigurniji za ljude, nece uzrokovati toksikoloske promjene okolisa (Bathis i sur.,
2008). Eteri¢na ulja prikladna su zamjena za kemijske fungicide jer se lako dobivaju (ekstrahira-
ju), ekoloski su prihvatljiva, biorazgradiva su, lako se kataboliziraju u okolisu (Zygadlo i Grosso,
1995) i ne zaostaju u tlu i vodama (Misra i Pavlostathis, 1997; Isman, 2006).

Eteri¢na ulja su aromatske uljaste hlapljive tekucine, sekundarni metaboliti, dobiveni iz
biljnog materijala: cvijeca, pupa, sjemena, lis¢a, grana, kore, stabljike, drveta, plodova i korijena
(Burt, 2004). Eteri¢na ulja posjeduju antibakterijska (Paster i sur., 1990; Hammer i sur., 1999; El-
gayyarisur., 2001; Al-Bayati, 2008), antiviralna (Duschatzky i sur., 2005), antifungalna (Moleyar i
sur., 1986; Akgdl i sur., 1988; Arras i sur., 2001; Elgayyar i sur., 2001; Daferera i sur., 2003), antitok-
sikogena (Juglal i sur., 2002; Marin i sur., 2003; Selvi i sur., 2003; Velluti i sur., 2003), antiparazitna
(Pandey i sur., 2000) i insekticidna svojstva (Konstantopoulou i sur., 1992). Eteri¢na ulja kao
antimikrobna sredstva oznacavaju dvije glavne karakteristike: prva je njihovo prirodno podri-
jetlo $to podrazumijeva vecu sigurnost za ljude i okolis, drugo, patogenima je tesko razviti ot-
pornost prema mjesavini uljnih komponenti s razli¢itim mehanizmima antimikrobne aktivnosti
(Daferera i sur., 2003).

Antifungalna i antimikotoksikogena ucinkovitost eteri¢nih ulja

Antifungalnu ucinkovitost nekih komponenti eteri¢nih ulja u pokusu in vitro u bujonu i na
agaru, ispitali su Moleyar i sur. (1986). U tekucoj kulturi Aspergillus niger, Fusarium oxysporium
i Penicillium digitatum inhibitornim su se pokazali nezasiceni aldehidi (citral, cimetni aldehid
i citronelal), zatim geraniol i nezasi¢eni alkoholi, pri minimalnoj inhibitornoj koncentraciji
od 100 ppm. Drugaciji rezultati dobiveni su u pokusu na krutoj podlozi kada gore navedene
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komponente nisu inhibirale rast ovih plijesni, ali su bile aktivne u inhibiciji Rhizopus stolonifer
i Mucor sp. Istrazivaci su zakljucili kako je inhibicija fungalnog rasta na ¢vrstoj hranjivoj pod-
lozi, za razliku od tekuce, rezultat kombiniranog ucinka hlapljivih komponenti eteri¢nih ulja
na povrsini agara i sastojaka ulja otopljenih/dispergiranih u podlozi. Akgul i sur. (1988) ispitali
su ucinak deset turskih zacina (sjeme crnog kumina, plod korijandra, plod kumina, plod ko-
pra, list lovora, list origana, list persina, list metvice, list slatkog bosiljka, sjeme bijele gorusice)
kao i djelotvornost eteri¢nog ulja origana, timola i karvakrola u sprje¢avanju rasta plijesni
zagadivaca hrane rodova Aspergillus, Mucor, Penicillium i Geotrichum na hranjivim podlogama.
Eteri¢no ulje origana, zatim timol i karvakrol u koncentraciji od 0,025 % (w/v) i 0,05 % (w/v)
pokazala su kompletnu inhibiciju rasta testiranih plijesni. Slicne rezultate su dobili Paster i sur.
(1990) koji su s eteri¢nim uljem origana i majcine dusice inhibirali rast roda Aspergillus pri 400,
600 i 700 ppm. Elgayyar i sur. (2001), su ispitali antimikrobnu aktivnost eteri¢nih ulja na sap-
rofitne plijesni te su zakljucili kako je eteri¢no ulje origana najucinkovitije i kompletno inhibira
rast ispitivanih fungi imperfecti (Aspergillus niger, Geotrichum i Rhodotorul). Autori napominju
kako se daljnjim istrazivanjima trebaju utvrditi organolepticke i kemijske promjene nastale
primjenom eteri¢nih ulja te njihovu djelotvornost u realnom sustavu.

Uz antifungalnu djelotvornost zacinskih ulja Juglal i sur. (2002) su ispitali i antimikotoksiko-
genu ucinkovitost. Ulje klin¢i¢a (eugenol) djelovalo je najinhibitornije na fungalni rast Aspergil-
lus parasiticus i Fusarium verticillioides, a slijede ga cimet (cimetni aldehid), origano (timol i kar-
vakrol) i ulje muskatnog orascic¢a (miristin), dok ulja nima i eukaliptusa (cineol) nisu pokazala
znacajan inhibitoran ucinak na fungalni rast. U istom istrazivanju ulje klin¢ica suprimira proiz-
vodnju aflatoksina B, B, G,, G, pri 0,5 ppm, dok 2 ppm ovog ulja smanjuje sintezu fumonizina
B, za 78 % u tekucoj hranjivoj podlozi. Ista skupina autora je takoder zakljucila kako antifungal-
na aktivnost ispitivanih aromatskih organskih tvari moze biti vezana uz njihove aktivne kom-
ponente koje imaju cikli¢cku strukturu s postranim lancima osim eukaliptusa i nima koji su se
pokazali antifungalno neucinkovitima. Velluti i sur. (2003) su ispitali inhibitorni u¢inak eteri¢nih
ulja cimeta, klincica, limunske trave, origana i palmarose na rast Fusarium proliferatum i proz-
vodnju fumonizina B, na sterilnom zrnu kukuruza. Zakljucili su kako a , temperatura i koncen-
tracija eteri¢nih ulja ima znacajan ucinak na rast F. proliferatum, ali nisu ustanovili znacajne raz-
like izmedu ucinka cimeta, origana, palmarose i limunske trave na tri razli¢ita izolata iste vrste.
Razliciti izolati su imali drugaciji odgovor na a , temperaturu i koncentraciju eteri¢nih ulja. Svih
pet ispitivanih eteri¢nih ulja je pokazalo inhibitorni u¢inak na rast F. proliferatum na 20 i 30 °C i
pria, 0,995, dok su kod a, 0,950 samo cimet, klinci¢ i origano bili ucinkoviti u inhibiciji rasta F.
proliferatum na 20 °Ci nijedan od njih na 30 °C. Smanjenju produkcije fumonizina B, pridonijeli
su cimet, origano i palmarosa pri a, 0,995 i obje temperature, dok su klin¢i¢ i limunska trava
imali dobar ucinak na 30 °C. Koristene su dvije koncentracije od 500 i 1000 ppm eteri¢nog ulja,
ali pokazalo se da nema znacajne razlike u njihovoj djelotvornosti. Autori su zakljucili kako
cimet i origano mogu biti ucinkoviti u kontroli rasta i produkciji fumonizina B, na kukuruzu
u predzetvenim uvjetima. Ista skupina autora (Marin i sur. 2003) je prosirila svoja istrazivanja
biosinteze fumonizina B, na nesteriliziranom kontaminiranom zrnu kukuruzu koje je inokuli-
rano cistim kulturama F. verticillioides i F. proliferatum uz primjenu eteri¢nih ulja cimeta (82,3 %
eugenola), klin¢ica (88,2 % eugenola), limunske trave (52 % geranola, 28 % nerala), origana (70
% karvakrola, 16,7 % p-cimen) i palmarose (87,6 % geraniola), pri dva aktiviteta vode (0,995 i
0,950) i dvije temperature (20 i 30 °C), u koncentraciji od 500 ppm. Najbolji u¢inak su pokazali
cimet, limunska trava i palmarosa na ve¢em aktivitetu vode (a,) pri 20 i 30 °C za F. verticillioides.
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F. proliferatum reducira sintezu fumonizina B, uporabom cimeta, limunske trave i palmarose pri
20 °C, ali redukcija nije statisticki znacajna. Autori su zakljucili kako kompetitivna mikoflora igra
bitnu ulogu u nastanku fumonizina B,, a djelotvornost eteri¢nih ulja na supstratu kao $to su
Zitarice je manja u odnosu na sinteticke medije. Velluti i sur. (2004) su u istrazivanja obuhvatili
F. verticillioides koji je inokuliran na sterilnom zrnu kukuruza, te su ispitali uc¢inak eteri¢nih ulja
cimeta, klin¢ica, limunske trave, origana i palmarose na rast i produkciju fumonizina B, pri dva
aktiviteta vode (0,995 i 0,95), dvije temperature (20 i 30 °C) i dvije koncentracije od 500 i 1000
ppm. Sva ispitana eteri¢na ulja su pokazala inhibitorni u¢inak koji je ovisio 0 a , a u¢inak im je
bio bolji pri nizem a i nizoj temperaturi. Najdjelotvorniji u inhibiciji rasta F. verticillioides pri a,
0,995 imali su origano i limunska trava, dok su pri a , 0,95 origano i klini¢ bili u¢inkoviti samo
pri vecoj koncentraciji eteri¢nog ulja. Biosinteza fumonizina B, bila je inhibirana samo pri 30 °C
ia, 0,995 ito od strane svih ispitivanih eteri¢nih ulja podjednako u koncentraciji od 1000 ppm.
U ovom istrazivanju autori su primijetili i pojacanu sintezu toksina pri odredenim okolisnim uv-
jetima: pri20°C,a 0,95ia 0,995 kod tretiranja kukuruza s eteri¢nim uljem origana te kod tre-
tiranja kukuruza cimetom, klinc¢i¢em, palmarosom na 30 °Cia  0,95. Sli¢ne rezultate dobili su
i Lopez i sur. (2004) koji su s Origanum vulgare (origano) inhibirali micelijski rast F. verticillioides
i sintezu fumonizina B, Ova aromati¢na biljka ima visok sadrzaj alkoholnih i fenolnih sastojaka
(terpineol i timol 42,3 % od ukupnog sadrzaja ulja), a smatra se da eteri¢na ulja s oksigeni-
ranim sastojcima imaju vecu antifungalnu aktivnost u usporedbi s ugljikovodi¢nima (Lopez
i sur., 2004). Ucinak eteri¢nih ulja cimeta, klinci¢a, origana, palmarose i limunske trave na rast
Fusarium graminearum i proizvodnju zearalenona i deoksinivalenola pri dva aktiviteta vode
(0,995 0,95), dvije temperature (20 i 30 °C) i koncentraciji od 500 ppm na nesteriliziranom zrnu
kukuruza ispitali su Marin i sur. (2004). Pri nizoj temperaturi nije utvrdena znacajna inhibicija
sinteze deoksinivalenola. Visa temeperaturaia 0,95 uz etericna ulja cimeta, klin¢i¢a i limunske
trave inhibira akumulaciju deoksinivalenola, dok je origano i palmarosa stimuliraju. Potpuna
inhibicija deoksinivalenola je utvrdena pri 30 °Cia  0,995. Opcenito, ucinak eteri¢nih ulja bio je
slab $to se moze pripisati utjecaju kompetitivnhe mikoflore. Najboljim se pokazalo eteri¢no ulje
klin¢i¢a u simultanoj inhibiciji zearalenona i deoksinivalenola.

Antimikrobna aktivnost opisanih eteri¢nih ulja i njihovih komponenti najvjerojatnije se
temelji na prisutnosti aromatske jezgre i fenolne OH grupe, koja je reaktivna i formira vodik-
ove veze na aktivnim mjestima enzima (Vellutii sur,, 2004a). Nadalje, antifungalna ucinkovitost
eteri¢nih ulja ovisi o vrsti gljive, ali i abiotskim uvjetima okolisa. Takoder bitan je i utjecaj bi-
otskih interakcija. Istrazivanja Marin i sur. (1998) pokazala su kako prisutnost Aspergillus ni-
ger, Aspergillu ochraceus i Aspergillus flavus stimulira sintezu fumonizina, dok je u prisutnosti
Penicillium implicatum zabiljezeno smanjenje njegove sinteze. Inhibicija sinteze fumonizina
primijecena je i u prisutnosti . gramineraum pri 15 °C, dok je pri 25 °C ona bila stimulirana (Vel-
luti i sur., 2000b).

Mehanizam djelovanja eteri¢nih ulja

Inhibitorni uc¢inak aromati¢nih tvari najcesce je povezan s hidrofobnoscu, koja je direktno
korelirana s log® (particijski koeficijent tj. raspodjela lipofilne komponente izmedu oktanola i
vode) i njihovom raspodjelom u citoplazmatskoj membrani (Lanciotti i sur,, 2003). Najhidro-
fobnije komponente opcenito su najtoksi¢nije i stanicna membrana je ¢esto glavno mjesto
njihove toksi¢ne djelatnosti (Sikkema i sur., 1995). Umetanje lipofilnih spojeva u membranu uz-
rokuje promjene njenih fizikalno-kemijskih osobina, narusava integritet membrane i povecava
pasivni protok protona kroz membranu (Ben Arfa i sur., 2005). Ovaj ucinak je posebno prisutan
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u tvarima koje imaju log® vedi od 3 (npr: karvakrol 3,52; timol 3,30; eugenol 2,73) (Ben Arfai sur.,,
2005; Nostro i sur., 2007). Utvrden je i fungicidan ucinak timola i karvakrola na fungalnu stanicu
stvaranjem lezija na citoplazmatskoj membrani (Pina-Vaz i sur., 2004; Pinto i sur., 2006). Trans-
misijskom elektronskom mikrografijom utvrdeno je kako nize koncentracije timola (1 pgL™)
uzrokuju dezorganizaciju stani¢nih organela fungalnih konidija i hifa, dok vece koncentracije
(8 ugL") dovode do gubitka strukture i organizacije stanice (Svircev i sur., 2007). Karvakrol se
zahvaljujudi svojoj hidrofobnosti moZe akumulirati u stani¢noj membrani. Njegova sposobnost
stvaranja vodikovih veza kao i sposobnost otpustanja protona moze inducirati konformaci-
jske promjene membrane $to dovodi do stani¢ne smrti (Ben Arfa i sur., 2005). Eugenol djeluje
na fungalnu stanicu tako sto inhibira germinaciju konidija i formiranje apresorija, te uzrokuje
ostecenje konidijalnih membrana i otjecanje citoplazmatskog sadrzaja (Herath i sur., 2008).
Citral je prirodna mjesavina geraniala i nerala, geometrijskih izomera, koji posjeduje snazno
fungistatsko i fungicidno djelovanje (Garcia i sur., 2008). Opcenito, inhibitorni ucinak citrala
i slicnih komponenti kao $to su citronelal i a-pinen na stanicu plijesni uklju¢uje granulaciju
citoplazme, puknuce citoplazmatske membrane i inaktivaciju i/ili inhibiciju sinteze intracelu-
larnih i ekstracelularnih enzima (Garcia i sur., 2008). Nezasiceni aldehidi strukturno sli¢ni citralu:
heksenal, decenal, pentenal, takoder posjeduju antifungalnu aktivnost (Moleyar i sur., 1986).
Autori smatraju da CHO grupa nezasi¢enih aldehida konjugirana dvostrukom vezom moze biti
mjesto antifungalne aktivnosti. Ovakve molekule su snazni elektrofili, $to bi moglo znaciti da
povecanje elektrofilnosti povecava i antifungalnu aktivnost (Moleyar i sur., 1986).

Eteri¢na ulja kao prirodni fungicidi bi mogla biti ucinkovita u inhibiciji rasta gljiva i sin-
teze mikotoksina u predzetvenim uvjetima (Velluti i sur. 2004b). Takoder, mogu se koristiti u
skladistima i silosima kao antifungalni i antimikotoksikogeni agensi.

Hrvatsko zakonodavstvo prema Pravilniku o aromama preuzima odredbe odluke europske
komisije od 23. veljace 1999. godine kojom se uvodi registar aromati¢nih tvari koje se koriste
u ili na hrani (Narodne novine Republike Hrvatske br. 86/2010). Prema ovoj odluci registrirani
su brojni sastojci eteri¢nih ulja (timol, eugenol, karvakrol, citral, heksenal, pentanal, decenal)
kao poboljsivaci okusa u hrani (Official Journal of the European Communities No 217/1999;
32/2002).

Zakljucak

Antifungalna i antimikotoksikogena svojstva eteri¢nih ulja i njihovih pojedinih sastojaka
omogucava njihovo koristenje u proizvodima i sirovinama namijenjenima za humanu i ani-
malnu prehranu. Medutim, poZeljna su daljnja istrazivanja koja bi utvrdila sigurnost i kvalitetu
proizvoda koji ih sadrze.
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Survaying scientific study
Essential oils - inhibitors of fungal growth and mycotoxin synthesis

Summary

Naturally occurring antimicrobals are becoming more and more desirable mainly because they are less
toxic for humans. Therefore, researches that are trying to substitute fungicides with essential oils are
very popular. Essential oils or their components show antifungal and antimycotoxinogenic properties.
Antifungal activity was especially observed in essential oils rich in phenolic compounds while the cell
membrane is the main site of their action. The effectiveness of essential oils depends on abiotic and biotic
environmental conditions.
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