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Sadrzaj: Cilj ovog rada bio je da se ispita antimikrobna aktivnost cinamaldehida i karvakrola pri razlicitim koncentracijama
na grupu od 12 odabranih patogenih mikroorganizama i mikroorganizama uzrocnika kvara hrane. Cinamaldehid i karvakrol razredeni
su u nizu lipofilnih i hidrofilnih rastvora do koncentracija od 0,5%, 1%, 2% i 3%. Suspenzije ispitivanih mikroorganizama razrede-
ne su do turbidometrijske konstante 1 McFarland jedinice i povrsinski, u kolicini od 0,1 mL, zasejane na triptozni soja agar. Nakon
apsorpcije inokuluma, na sredinu ploce postavljeni su nanofibrilarni celulozni diskovi na koje je pipetirano po 32 uL odgovarajuce
koncentracije cinamaldehida, odnosno karvakrola. Nakon inkubiranja, pri odgovarajuc¢im temperaturama, izmereni su poluprecnici
zona inhibicije rasta svakog od ispitivanih mikroorganizama. Rezultati ispitivanja pokazali su da cinamaldehid poseduje znatno jacu
antibakterijsku aktivnost prema fekalnim kontaminentima iz familije Enterobacteriacae (Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7,
Proteus mirabilis, Salmonella Typhimurium) kao i prema Enterococcus faecalis u odnosu na karvakrol. U pogledu klasicnih uzrocni-
ka kvara hrane, kod Clostridium perfringens cinamaldehid je takode ispoljio jacu antibakterijsku aktivnost u odnosu na karvakrol, i
to pri nizim koncentracijama (1%), medutim kada su u pitanju Brochothrix thermosphacta i Lactobacillus sakei, nije bilo statisticki
znacajne razlike u jacini inhibicije cinamaldehidom i karvakrolom. Prednost cinamaldehida ogleda se i u jacoj inhibiciji rasta Listeria
monocytogenes, dok karvakrol znatno jace inhibira rast Staphylococcus aureus u odnosu na cinamaldehid. Nijedna od ispitivanih
supstanci nije inhibirala rast kvasca Saccharomyces cerevisiae. Ovi rezultati pruZaju pocetnu osnovu za eksperimentalno primenu
prirodnih antimikrobnih aditiva u aktivnim pakovanjima hrane.

Kljucne reci: antimikrobno pakovanje, cinamaldehid, karvakrol.

Uvod

Kontaminacija hrane patogenim mikroorga-
nizmima i mikroorganizmima — uzro¢nicima kva-
ra hrane predstavlja jedno od strateskih pitanja za
javno zdravlje, kako za subjekte u poslovanju hra-
jama hrane smatraju se meso (crvena mesa i pile-
¢e meso) 1 proizvodi od mesa, riba, jaja, pojedini
proizvodi od mleka (sirevi), itd. Patogeni mikror-
ganizmi i uzro¢nici kvara, najcesée detektovani u
hrani, ukljucuju Listeria monocytogenes, Esche-
richia coli (i enterohemoragi¢ne serotipove kao
0157), Salmonella vrste, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Campylobacter vrste, Clostridi-
um perfringens, Aspergillus niger, Saccharomyces
cerevisiae, kao 1 bakterije mle¢ne kiseline. Rast i
prezivljavanje ovih mikroorganizama u hrani zavi-
si od unutra$njih faktora hrane, kao $to su pH vred-

nost, aktivnost vode i koncentracija kiseonika — u
slucajevima kada je hrana upakovana u zastitnu
atmosferu gasova, kao i od spoljnih faktora pove-
zanih sa uslovima ¢uvanja hrane: temperature ¢u-
vanja, relativne vlaznosti vazduha i vremena cuva-
nja (Radeti¢ i dr., 2007). Kao mere prevencije rasta
patogene flore i uzro¢nika kvara, u preradi hrane,
koriste se razli¢iti procesi, a najceSc¢e termicki tre-
tman, salamurenje, dimljenje i susenje.

Poslednjih nekoliko godina, zahvaljujuci prome-
nama u zivotnom standardu, razvoju novih tehnolo-
gija i dostupnosti informacijama, evoluirali su svest i
navike potrosaca, pa se danas iskazuje veci interes za
hranu koja je bezbedna, sveza, ali pri tom i minimalno
obradena. Nove navike primorale su proizvodace da
razvijaju nove metode za produzenje odrzivosti hrane.
Krajem 90-ih godina 20. veka proizvodaci su se in-
tenzivno okrenuli konceptu aktivnog pakovanja hra-
ne (Velebit i Petrovi¢, 2012). Ova tehnika prvobitno
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je bila usmerena na spreCavanje naknadne kontami-
nacije proizvoda i redukcije mikroorganizama uzroc-
nika kvara dodavanjem sintetickih antimikrobnih adi-
tiva (benzojeva kiselina, EDTA, triklozan, imazalil,
i dr.). Medutim, veoma brzo na povrsinu su isplivali
negativni aspekti ovog koncepta: potrosaci su pokaza-
li sumnjic¢avost i/ili odbojnost prema proizvodima tre-
tiranim sintetickim aditivima usled straha od spored-
nih efekata ovih supstanci na zdravlje ljudi; tretiranje
proizvoda ovim aditivima nije bilo ekonomski oprav-
dano budu¢i da se hrana kontaminira sa spoljne stra-
ne 1 kona¢no, neki od kori§¢enih antimikrobnih aditi-
va menjali su organolepti¢ka svojstva hrane.
Uvidevsi negativne aspekte kori§¢enja sintetic-
kih antimikrobnih agenasa, proizvodaci su se okre-
nuli prirodnim antimikrobnim jedinjenjima. Kao
najjeftinija i najefikasnija jedinjenja sa antimikrob-
nim delovanjem pokazala su se esencijalna ulja bi-
ljaka i/ili njihove aktivne komponente. Prirodni
izvor ovih supstanci su bosiljak, maj¢ina dusica, ci-
met, origano, ruzmarin i karanfili¢. Esencijalna ulja
dobijena iz ovih biljaka su isparljiva i poseduju jak
miris, a po hemijskoj strukturi meSavine su terpe-
noida, aldehida, ketona, estera, kiselina i alkohola.
Kao sekundarni metaboliti biljaka u ovim uljima na-
laze se prirodna antimikrobna jedinjenja, kao $to su
eugenol, karvakrol, cinamaldehid, metil-klavikol, li-
naool itd. Mehanizam antimikrobnog delovanja za-
snovan je na prisustvu hidrofilnih grupa, najcesce
—OH grupe vezane za fenolni prsten i/ili lipofilno-
sti. Zahvaljujuci hemijskoj strukturi, esencijalna ulja
uniStavaju mikroorganizme ostecenjem citoplazmat-
ske membrane, koagulacijom intraplazmatskog sa-
drzaja, inhibicijom sinteze proteina, kao i kocenjem
i inhibicijom jonskog transporta Sto za posledicu
ima difuziju intraplazmatskog sadrzaja u intercelu-
larni prostor, odnosno spoljnu sredinu.
Cinamaldehid je aktivna komponenta koja se
nalazi u esencijalnom ulju ekstrahovanom iz cimeta
(Cynnamomum verum). Prvi put izolovali su ga Du-
mas 1 Peliglot iz esecijalnog ulja cimeta 1834. godi-
ne, a vestacki ga je sintetisao Chiozza 1854. godine
(Anonymous, 1898). Po hemijskoj strukturi je 3-fe-
nilprop-2-enal, dakle poseduje fenolnu grupu zaka-
¢enu za nezasi¢eni aldehid, pa je strukturno sli¢an
akroleinu. U industriji hrane koristi se kao pobolj-
Sivac ukusa (9 mg/kg — 5 g/kg) za konditorske proi-
zvode i pi¢a. Duzi niz godina cinamaldehid se kori-
sti kao aktivna supstanca u preparatima za suzbijanje
ili redukciju halitoze (pojava neprijatnog zadaha iz
usne duplje), buduéi da inhibitorno deluje na anae-
robne streptokoke koje naseljavaju dorzalnu stranu
jezika. Gutierrez i dr. (2009) opisali su antimikrobni
uticaj 1-4% rastvora cinamaldehida na odabrane pa-
togene mikroorganizme i ustanovili da potpuno in-

hibiSe rast Penicillium commune, Candida albicans,
Debaromyces hansenii, Zygosaccharomyces rouxii,
Aspergillus flavus, Penicillium roqueforti, kao 1 Es-
cherichia coli, Yersinia enterocolitica, Pseudomo-
nas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereu 1 Enterococcus faecalis. Lopez i dr. (2007) su
dokazali da impregniranjem polipropilenskih i poli-
etilenskih zastitnih filmova rastvorima cinamaldehi-
da razli¢ite koncentracije dolazi do potpune elimi-
nacije Listeria monocytogenes, Salmonella enterica
i Candida albicans u upakovanoj hrani. Rodriquez-
Lafuente i dr. (2010) pokazali su da pakovanje kris-
ki hleba parafinskim filmovima impregniranim sa
3—6% cinamaldehidom dovodi do potpune inhibicije
rasta gljivice Alternaria alternata.

Karvakrol je aktivna komponenta koji se na-
lazi u esencijalnom ulju ekstrahovanom iz origana
(Origanum vulgare) 1 majcine dusice (Thymus vul-
garis). Po hemijskoj strukturi je 5-izopropil-2-metil-
fenol. Antimikrobno dejstvo karvakrola relativno je
dobro opisano u naucnoj literaturi. Tako su Lin i dr.
(2004) ustanovili da ovo jedinjenje dobro inhibira
rast Listeria monocytogenes, dok su Friedman i dr.
(2004) izvestili da je inhibitorni efekat karvakrola
na rast Salmonella enterica jaci nego efekat na rast
Escherichia coli. Becerril i dr. (2007) implementi-
rali su karvakrol u zastitni film 1 ispitivali uticaj na
rast koagulaza pozitivnih stafilokoka i Escherichia
coli. Pri tome su dokazali da karvakrol za 90 minu-
ta uniStava Escherichia coli, odnosno za 104 minu-
ta Staphylococcus aureus. Bagamboula i dr. (2004)
dokazali su da ispiranje salate kontaminirane vrstom
Shigella sonnei sa 1% rastvorom karvakrola dovo-
di do smanjenja populacije bakterija ispod limita de-
tekcije. Rodriquez-Lafuente i dr. (2010) ispitivali su
uticaj karvakrola na rast Alternaria alternata i do-
kazali da ovo jedinjenje u potpunosti inhibira rast
ove vrste gljivice. Osim efikasne inhibicije rasta pa-
togenih mikrooorganizama, karvakrol inhibiSe i rast
mikroorganizama — uzro¢nika kvara, §to su pokaza-
li Tepe i dr. 2004. godine (inhibicija rasta Clostridi-
um perfringens, Bacillus cereus, Pseudomonas ae-
ruginosa itd.).

Metode za dobijanje preliminarnih informacija
0 jacini antimikrobnog dejstva aktivnih komponenti
ukljucuju agar difuziju, dilucionu metodu (rastvara-
nje u bujonu ili agaru) kao i kori§¢enje mikroatmos-
fere (Davidson i Zivanovic, 2003). Agar difuzija
koristi se dugi niz godina kao metoda najmanje zah-
tevna za izvodenje, ali loSa strana ove metode je $to
je samo kvalitativna. Naime, veéina aktivnih sup-
stanci rastvorljiva je isklju¢ivo u hidrofobnim ra-
stvara¢ima, $to za posledicu ima slabo difundovanje
u agar pri niskim radnim koncentracijama i formira-
nje nejasne zone inhibicije.
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Cilj ovog rada bio je da se ispita antimikrobno
dejstvo cinamaldehida i karvakrola na grupu mikro-
organizama odabranih tako da predstavljaju karak-
teristi¢nu patogenu floru, odnosno uzrocnike kvara.

Materijal i metode

U ovom radu koris¢eni su aktivnhe komponen-
te cinamaldehid (>93%, Sigma Aldrich, Nemacka) i
karvakrol (> 99,8%, Sigma Aldrich, Nemacka). Sva-
ka supstanca rastvorena je u 0,3% dimetilsulfoksi-
du (Sigma Aldrich, Nemacka), a zatim su u 9% eta-
nolu napravljena sledeca razredenja cinamaldehida,
odnosno karvakrola: 0,5%, 1%, 2% 1 3% (w/w). Sle-
pu probu predstavljao je 9% etanol bez dodataka ak-
tivnih komponenti. Pripremljeni rastvori ¢uvani su u
sudovima od tamnog stakla pri temperaturi od 1°C
do pocetka ogleda.

Kao eksperimentalni model koris¢eno je 12 so-
jeva slede¢ih mikroorganizama: Brochothrix ther-
mosphacta (ATCC 11509), Clostridium perfringens
(ATCC 13124) Escherichia coli (ATCC 11303), Es-
cherichia coli O157:H7 (ATCC 35150), Enterococcus
Jaecalis (ATCC 19433), Listeria monocytogenes 4b
(ATCC 19115), Lactobacillus sakei (ATCC 15521),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus mi-
rabilis (ATCC 25933), Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763) 1 Sal-
monella enterica subsp. enterica serovar Typhimuri-
um (ATCC 14028). ,,Stock™ kulture svakog mikro-
organizma Cuvane su u krioampulama (Microbank,
USA) pri temperaturi od —30°C. Za potrebe ogleda,
kulture su ozivljene i to tako da je po 100 pL sadr-
zaja krioampule ili 2 inokulatorne perlice (,,beads®),
asepticno pipetirano u 10 mL triptoznog soja bujona
sa 0,6% ekstrakta kvasca (TSBYE, Oxoid, UK). Kul-
ture su inkubirane pri odgovaraju¢im temperaturama
tokom 18-24 ¢asa, odnosno 48 ¢asova (Lactobacillus
sakei). Kao rastvor za razredenja suspenzije mikro-
organizama kori$¢ena je puferovana peptonska voda
(BPW, Merck, Nemacka). Suspenzije mikroorgani-
zama turbidometrijski su normalizovane na 1 McFar-
land jedinicu, tako da je prosecan broj mikroorgani-
zama po jedinici zapremine inokuluma iznosio oko
3x10%8 CFU/mL. Po 0,1 mL pripremljenog inokuluma
svakog mikroorganizma povrsinski je (koriS¢enjem
etalera) zasejano na triptozni soja agar (TSA, Oxoid,
UK) u Petrijevim plo¢ama pre¢nika 90 mm.

Nakon apsorpcije inokuluma u agar, pri sob-
noj temperaturi u trajanju od 15 minuta, u sredinu
svakog agara asepti¢no je apliciran po jedan nano-
fibrilarni celulozni disk (Celluforce, USA) pre¢nika
9 mm u koji je pipetirano po 32 uL odgovarajuéeg
razredenja cinamaldehida, odnosno karvakrola. TSA

ploc¢e, potom, su inkubirane tokom 24/48 ¢asova pri
odgovaraju¢im temperaturama. Eksperiment je po-
novljen tri puta.

Nakon inkubiranja, izmeren je poluprecnik
zone inhibicije rasta mikroorganizama za svaku sup-
stancu odredenog razredenja koriS¢enjem digitalnog
Vernijerovog merila (Mitutoyo, Tokio, Japan).

Za obradu rezultata korisc¢en je statisticki pro-
gramski paket Minitab 16.2 (Minitab Inc, USA).

Rezultati i diskusija

U tabeli 1 prikazani su rezultati merenja zona
inhibicije rasta mikroorganizama nastalih delova-
njem razli¢itih koncentracija cinamaldehida. Sle-
pa proba nije inhibirala rast nijednog ispitiva-
nog mikroorganizma. Najjaci inhibitorni efekat
cinamaldehid je ispoljio prema C. perfringens
(5,29-20,60 mm), E. faecalis (8,28-19,40 mm) i
L. sakei (4,80—11,10 mm), ¢ak i pri koncentracija-
ma od 0,5%. S. cerevisiae pokazao je apsolutnu re-
zistentnost na cinamaldehid pri svim ispitivanim
koncentracijama. Fekalni kontaminenti iz familije
Enterobacteriaceae (E. coli, E. coli O157:H7, P. mi-
rabilis 1 S. Typhimurium) takode su dobro inhibira-
ni, s tim da razlika u $irini inhibitorne zone E. coli
(0,00-5,40 mm) nije statisticki znacajna (P = 0,910)
u poredenju sa S. Typhimurium (0,86—6,93 mm), $to
nije u skladu sa rezultatima koje su dobili Lopez i dr.
(2007). Indikativno je da je soj enterohemoragi¢ne
E. coli (O157:H7) u poredenju sa sojem apatogene
E. coli imao statisticki znacajno vecu zonu inhibici-
je (p =0,037) za ceo opseg ispitivanih koncentracija.
Rast aerobnih pseudomonada (P. aeruginosa) kao i
B. thermosphacta nije bio inhibiran pri koncentraciji
cinamaldehida od 0,5%, ali je B. thermosphacta bio
statisticki znac€ajnije inhibiran (p = 0,0048) u odnosu
na P. aeruginosa pri koncentracijama izmedu 1-3%
(2,20-6,98 mm naspram 0,32—1,48 mm). U pogle-
du antimikrobnog dejstva cinamaldehida na L. mo-
nocytogenes i S. aureus, obe vrste mikroorganizama
bile su inhibirane, ali utvrdena je statisti¢ki znacaj-
nija inhibicija (p = 0,0248) na stafilokoke nego na L.
monocytogenes. Dobijeni rezultati su u skladu sa na-
lazom Wendakoona i Sakaguchija, 2001. i delimi¢no
sa nalazom Rodriguez-Lafuente i dr., 2010.

U tabeli 2. prikazani su rezultati merenja zona
inhibicije rasta mikroorganizama nastalih delova-
njem razlicitih koncentracija karvakrola. Najjaci in-
hibitorni efekat karvakrol je ispoljio prema S. aureus
(7,24-15,10 mm) i L. sakei (5,23-9,32 mm). S. cere-
visiae 1 P. aeruginosa pokazali su apsolutnu rezisten-
tnost na karvakrol pri svim ispitivanim koncentracija-
ma. E. faecalis 1 L. monocytogenes bili su rezistentni
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Tabela 1. Antimikrobna aktivnost cinamaldehida na rast ispitivanih mikroorganizama

Table 1. Antimicrobial activity of cinnamaldehyde on growth of test microorganisms

Ispitivani mikroorganizam/

Polupreénik zone inhibicije + SD, (mm)/

Radius of inhibitionzone = SD, (mm)

Test microorganism

0,5% 1% 2% 3%
B. thermosphacta ND 2,20+ 0,030 3,47+0,189 6,98 £ 0,042
C. perfringens 5,29 +0,117 5,59+0,213 17,07 £ 0,454 20,60 £ 0,488
E. coli ND 3,31+ 0,086 4,94 + 0,140 5,40 + 0,084
E. coli O157:H7 1,11 £ 0,095 4,77 £0,076 7,32 £0,261 8,55+ 0,190
E. faecalis 8,28 +£0,335 10,80 + 0,355 14,01 +£ 0,384 19,40 + 0,647
L. monocytogenes ND 1,51+0,122 4,00 + 0,926 4,94 + 1,280
L. sakei 4,80+ 0,181 6,47 £0,332 10,10 £ 0,196 11,10 £ 0,340
P, aeruginosa ND 0,32+0,015 1,01 £0,023 1,48 £ 0,021
P. mirabilis ND 0,93 + 0,092 4,24 + 0,246 6,13 +0,264
S. aureus 1,66 +0,198 4,05+0,172 6,32+ 0,200 6,95+ 0,067
S. cerevisiae ND ND ND ND
S. Typhimurium 0,86 + 0,097 1,54 £0,111 4,78 £ 0,219 6,93+0,214

Legenda/Legend: ND — nije detektovano/not detected
Tabela 2. Antimikrobna aktivnost karvakrola na rast ispitivanih mikroorganizama
Table 2. Antimicrobial activity of carvacrol on growth of test microorganisms
Poluprecnik zone inhibicije + SD, (mm)/

Ispitivani mikroorganizam/ Radius of inhibitionzone + SD, (mm)
Test microorganism

0,5% 1% 2% 3%
B. thermosphacta ND 3,19+ 0,253 6,42 + 0,423 7,56 + 0,409
C. perfringens ND 1,93 +£ 0,208 2,59+0,272 5,33 £ 0,603
E. coli ND 1,47 +£0,337 3,58 £0,301 4,36 +£ 0,335
E. coli O157:H7 ND ND 2,23 +£0,225 4,41 40,190
E. faecalis ND ND ND 2,09 +0,348
L. monocytogenes ND ND ND 1,00 £ 0,211
L. sakei 5,23 +0,135 5,75+ 0,186 7,20 £ 0,295 9,32+ 0,530
P. aeruginosa ND ND ND ND
P. mirabilis ND ND 1,21 £0,465 2,80 £ 0,543
S. aureus 7,24 + 0,333 8,23 £ 0,253 10,10 + 0,401 15,10 £ 0,775
S. cerevisiae ND ND ND ND
S. Typhimurium ND ND 1,56 + 0,397 3,380,411

Legenda/Legend: ND — nije detektovano/not detected
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na delovanje karvakrola u opsegu koncentracija od
0,5-2%, dok je zona inhibicije pri koncentraciji od
3% bila minimalna (2,09 mm, odnosno 1 mm). P. mi-
rabilis 1 S. Typhimurium bili su inhibirani delovanjem
2%, odnosno 3% karvakrola, pri ¢emu razlika u po-
lupre¢niku zona inhibicije nije imala statisticku zna-
¢ajnost (p = 0,412), a po apsolutnim vrednostima bile
su sli¢ne zonama inhibicije E. faecalis i L. monocyto-
genes (1,21-2,80 mm odnosno 1,56-3,38 mm). E.
coli 1 E. coli O157:H7 ispoljile su rezistentnost pre-
ma 0,5% karvakrolu, odnosno 1% karvakrolu (E. coli
0O157:H7), dok razlike u §irini zona pri 2% odnosno
3% karvakrolu nisu pokazale statisticku znacajnost (p
= 0,254). Tipi¢ni mikroorganizmi kvara B. thermos-
phacta i C. perfringens pokazali su osetljivost na kar-
vakrol tek pri koncentraciji od 1%. B. thermosphacta,
u celom ispitivanom opsegu koncentracija, imao je
vecée zone inhibicije u odnosu na C. perfringens (sta-
tisticki veoma znacajne, p = 0,0112). Dobijeni rezul-
tati sli¢ni su sa nalazom Lamberta i dr., 2001.

U ovom radu, uporednim ispitivanjem cina-
maldehida i karvakrola pri razli¢itim koncentracija-
ma (rezultati faktorske analize nisu prikazani), usta-
novljeno je da je cinamaldehid imao znatno jacu
antibakterijsku aktivnost prema patogenim mikro-
organizmima i uzro¢nicima kvara u hrani nego kar-
vakrol. Moguce objasnjenje ove pojave je hemijska
struktura cinamaldehida. Naime, karbonilna grupa
cinamaldehida vezuje se za proteine u citoplazmi i
u veoma kratkom roku ireverzibilno inhibira ¢elij-
ske enzime. Karvakrol, pak, parcijalno dezintegrise
citoplazmatsku membranu stvarajuéi pore u njima,
Sto uzrokuje konstantan transport jona iz citoplazme
u spoljnu sredinu, kome se bakterije opiru do mo-
menta dostizanja maksimuma jonskih pumpi. Dakle,
oSteCenja celija nastala delovanjem karvakrola su
reverzibilna do odredene granice, pa je i vijabilnost
¢elija, a time i njihova rezistentnost, duza. Poseb-
no povoljna okolnost je da je antibakterijski efekat
cinamaldehida dostignut pri nizim koncentracijama
(0,5-1%) Sto, sa aspekta primene u industriji mesa
(sastojak aktivnog pakovanja, itd.) predstavlja manji
rizik za difuziju u lipofilnu fazu mesa, a time i ma-
nji rizik za promenu senzorskih svojstava proizvoda.

lako cinamaldehid i karvakrol imaju GRAS
status (generally recognized as safe), prilikom apli-
kovanja ovih komponenti (zastitni filmovi, pobolj-
Sivaci ukusa, sastojci parfema, dijetetski proizvodi,
itd.) neophodno je voditi racuna o njihovoj toksi¢no-
sti. Cinamaldehid se komercijalno dobija iz cejlon-
skog cimeta (Cinnamomum zeilanicum) ili iz kine-
skog cimeta (Cinnamomum cassia). Kineski cimet
daleko je jeftiniji od cejlonskog, a razlikuju se i u
senzorskim svojstvima (kineski je kiseliji, cejlon-
ski ima floralnu notu). Sa aspekta toksi¢nosti, kine-

ski cimet u sebi sadrzi visoke doze kumarina (0,5%),
dok cejlonski sadrzi kumarin tek u tragovima. Uko-
liko se cimet povremeno unosi kao zacin, smatra se
da je bezbedan po zdravlje ljudi. Medutim, ukoli-
ko se unosi kao medicinski proizvod (prah cimeta
u obliku mikrokapsula za terapiju diabetes melitu-
sa tip 1), dokazano je da prekomernom i dugotraj-
nom upotrebom uzrokuje hepatocelularna ostecenja,
kao i1 narusavanje funkcije jetre sa moguénoséu na-
stanka hepatokarcinoma (Mereto i dr., 1994; JECFA,
2001). Pored ovih promena, opisano je i da cinamal-
dehid kao sastojak parfema pri koncentracijama od
8% uzrokuje alergijske promene na kozi u vidu eri-
tema i/ili urtikarija (Johansen i dr., 1996; Temesvari
idr, 2002). Smatra se da je prihvatljiva dnevna doza
za unos cimeta 0,063 g/kg telesne mase/danu.

Karvakrol se naj¢eS¢e dobija iz esencijalnih
ulja origana (Origanum vulgare), majorana (Origa-
num majorana) 1 timijana (Thymus vulgaris) koja
sadrze od 50-80% karvakrola. Podaci o toksi¢no-
sti karvakrola nisu konzistentni, zna se da je LDs
za pacove 810 mg/kg odnosno pretpostavlja se da je
LD50 za ljude izmedu 50 i 500 mg/kg. Zbog svoje
fenolne strukure, karvakrol je izrazito korozivan za
kozu i sluzokozu, produzeni kontakt sa kozom uzro-
kuje denaturaciju proteina, gangrenu, a potom i ne-
krozu. Nakon ingestije jedne kafene kaSike karva-
krola, u roku od 3-5 dana nastupaju hepatotoksi¢ne
promene sa razvojem ikterusa (Zutice). Izlaganje pa-
rama karvakrola dovodi do fotofobije, ali i koroziv-
nih ostecenja sluznice respiratornog trakta.

Zakljucak

Cinamaldehid poseduje niz prednosti kao anti-
bakterijska supstanca:

* ima izrazeno znatno jace antibakterijsko dej-
stvo na patogene mikrorganizme i uzro¢nike
kvara nego karvakrol,;

* inhibitorni efekat cinamaldehida na rast mi-
kroorganizama pojavljuje se pri nizim kon-
centracijama u odnosu na karvakrol;

= znatno manje je korozivan u odnosu na kar-
vakrol.

Prednost koris¢enja karvakrola ogleda se u znat-
no nizoj toksi¢nosti u odnosu na cinamaldehid. Obe
ispitivane antimikrobne aktivne komponente mogu
se smatrati efikasnim sredstvima za konzervisanje
hrane i pozeljnim prirodnim antimikrobnim agensi-
ma. Trebalo bi detaljno da se ispita eventualna mo-
guénost sinergistickog delovanja obe komponente,
ali neophodno je razviti realisticke modele pakovanja
hrane kako bi se prosirila dosadasnja saznanja.
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Study of antimicrobial activity of cinnamaldehyde and
carvacrol against foodborne microorganisms

Velebit Branko, Matekalo-Sverak Vesna, Petrovi¢ Zoran, Lakicevi¢ Brankica, Jankovic Vesna,

Lili¢ Slobodan, Vranié Danijela

Summ ary: Aim of the paper was to study antimicrobial activity of cinnamaldehyde and carvacrol at different concentra-
tions on the panel of 12 selected and characteristic food pathogens and spoilage microorganisms. Cinnamaldehyde and carvacrol
were diluted in a set of lipophilic and hydrophilic diluents down to concentrations of 0.5%, 1%, 2% and 3%, respectively. Suspen-
sions of the test microorganisms were diluted down to 1 McFarland turbidometric unit and 0.1 mL of prepared inoculum was surface
inoculated on tryptic soy agar. After absorption of inoculum, a nanofybrillic cellulose disc has been applied at the center of the each
Petri dish and 32 uL of respective dilution of cinnamaldehyde and carvacrol was pipetted. After subsequent incubation, radius of
inhibition zone for each tested microorganism had been measured. Results of the study indicated that the strongest inhibitory effect of
cinnamaldehyde occurred in C. perfringens (5.29-20.60 mm), E. faecalis (8.28—19.40 mm) and L. sakei (4.80—11.10 mm) even at the
lowest concentration (0.5%). S. cerevisiae proved to be absolutely resistant at all concentrations tested. Faecal Enterobacteriaceae
contaminants (E. coli, E. coli O157:H7, P. mirabilis and S. Typhimurium) have also been quite inhibited, while the difference of E. coli
inhibition zones (0,00-5.40 mm) compared to those of S. Typhimurium (0.86—6.93 mm) were not statistically significant (p = 0,910).
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Strain of enterohaemorrhagic E. coli (O157:H7) exhibited statistically significant wider zone of inhibition when being compared
with nonpathogenic E. coli (p = 0.037) at all concentrations tested. When it comes to spoilage-related microbiota, B. thermosphacta
and P. aeruginosa, there were no growth inhibition at 0.5% of cinnamaldehyde. However, at concentration range from 1% to 3%, B.
thermosphacta has been more strongly inhibited (p = 0.0048) than P. aeruginosa (2.20—6,98 mm versus 0.32—1.48 mm, respectively).
Regarding antimicrobial activity of cinnamaldehyde to L. monocytogenes and S. aureus, both microorganisms were inhibited, where as
S. aureus was statistically significantly inhibited than L. monocytogenes (p = 0.0248). The most potent inhibition on growth carvacrol
exhibited on S. aureus (7.24—15.10 mm) and L. sakei (5.23—-9.32 mmy). S. cerevisiae and P. aeruginosa were absolutely resistant to it. E.
Saecalis and L. monocytogenes were resistant at concentration range from 0.5%—2%, while the inhibition zone at 3% was minimal (2.09
mm and 1 mm, respectively). P. mirabilis and S. Typhimurium were inhibited at 2% and 3%, respectively and there was no statistically
significant difference in radius of inhibition zones (p = 0.412), while absolute values of inhibition radius were as similar as those of E.
faecalis and L. monocytogenes (1.21-2.80 mm and 1.56—3.38 mm, respectively). E. coli and E. coli O157:H7 were resistant at 0.5%
and 1% carvacrol, respectively, whereas there was no statistically significant difference in radius of inhibition zones which occurred at
2% and 3% (p = 0.254). Food-spoilage microbiota, B. thermosphacta and C. perfringens were sensitive to carvacrol starting at 1%. B.
thermosphacta had throught all concentrations tested, wider and statistically significant inhibition zones compared to C. perfringens
(p = 0.0112). These results establish starting point for experimental application of the natural antimicrobial additives in active food
packaging.
Key words: antimicrobial packaging, cinnamaldehyde, carvacrol.
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