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Nanoemulsje roslinnych olejkow eterycznych
oraz ich zastosowanie w utrwalaniu Zywnosci

STRESZCZENIE

Przedstawiono aktualny stan wiedzy o kierunkach i mozliwosciach stosowania roslin-
nych olejkdw eterycznych w utrwalaniu zywnosci. Zwrdcono uwage na mechanizm
oddziatywania sktadnikow olejkéw eterycznych na mikroorganizmy patogenne oraz
wskazano czynniki decydujace o ich skutecznosci. W celu jej doskonalenia opisano
procedury stosowane w przygotowaniu nanoemulsji olejow eterycznych. Podano przy-
ktady metod ich otrzymywania oraz zastosowania w utrwalaniu zywnosci.

Stowa kluczowe: roslinne olejki eteryczne, nanoemulsje, utrwalanie zywnosci.

Wstep

Z dostgpnych informacji wiadomo, ze corocznie wzrasta liczba zachorowan wywotanych
zakazeniami mikrobiologicznymi zywnosci!. Dotyczy to zaréwno ludnosci w krajach
uprzemystowionych, jak i rozwijajacych si¢, sa one czgsto przyczyna znacznej liczby
zgondéw w krajach stabo rozwinigtych?. Ogdlna liczba bakteryjnych zatru¢ pokarmowych
w Polsce w roku 2015 wyniosta 9493. Najwigcej zachorowan bakteryjnych nadal wywo-
fanych jest odzwierzgcymi pateczkami jelitowymi Salmonella. W 2015 r. odnotowano
8656 przypadkow salmonelloz, w tym 8425 przebiegalo pod postacia zakazenia pokarmo-
wego. W zakresie zakazen wywotanych przez paleczki z rodzaju Yersinia obserwowany

' D.G. Newell i in., Food-borne diseases — The challenges of 20 years ago still persist while new
ones continue to emerge, ,,Int. J. Food Microbiol.” 2010, nr 139, s. 3—-15.

2 K. Trojanowska, Mikroorganizmy niepozgdane w Zywnosci i skutki ich oddzialywania [w:]
Mikroorganizmy w Zywnosci i Zywieniu, red. J. Gawecki, Z. Libudzisz, Wydawnictwo AR w Poznaniu,
Poznan 2006.
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byt spadek (z 215 przypadkéw w 2014 r. do 187 w 2015 r.), natomiast stabilizacji ulegta

liczba zatru¢ pokarmowych wywotywanych przez bakterie z rodzaju Campylobacter (652

w2014 1., 657 w2015 1.)3.

Mikrobiologiczne zatrucia pokarmowe spowodowane sa spozyciem swoistych bakterii
lub ich toksyn. Wystepuja one gtdwnie w surowcach zwierzecych. W migsie zwierzat czg-
sto obecne sg takie patogeny jak: Campylobacter jejuni, Escherichia coli O157:H7 (wysteg-
puja gtownie w wolowinie), Salomonella spp. i1 Listeria monocytogenes. Znaczace ryzyko
zatru¢ zwigzane jest rowniez ze spozyciem produktéw przechowywanych w warunkach
chtodniczych*.

Tradycyjne metody utrwalania zywnos$ci oparte gldwnie na procesach cieplnych pozwala-
ja zapewni¢ mikrobiologiczne bezpieczenstwo zywnosci czesto za ceng niekorzystnego od-
dziatywania na wtasciwos$ci zywieniowe i organoleptyczne. Miedzy innymi dlatego ostatnio
zwraca si¢ uwage na poszukiwanie i opracowanie nowych procedur oraz technik umozliwia-
jacych zmniejszenie zagrozen mikrobiologicznych z uwzglednieniem zaréwno bezpieczen-
stwa, jak i jako$ci utrwalanych produktéw. Przyklady postepu dotycza metod nietermicznych
oraz mozliwosci ich laczenia ze stosowaniem dodatkéw z naturalnych sktadnikow aktyw-
nych antymikrobiologicznie, co sprzyja’:

* poprawie efektéw letalnych proceséw nietermicznych,

* zmniejszeniu niekorzystnego oddzialywania ciepta na jako$¢ utrwalanych produktow,
np. poprzez skrocenie czasu niezbednego do uzyskania wymaganego stopnia inaktywacji
mikroorganizméw,

* utrzymaniu fizykochemicznych wlasciwosci utrwalanych produktéw,

* zminimalizowaniu niekorzystnego oddziatywania na ich wartos¢ zywieniowa.

W doborze naturalnych dodatkéw spelniajacych wyzej wymienione wymagania zwraca
si¢ uwage na roslinne olejki eteryczne, zawierajace zwiazki o aktywnos$ci antymikrobiolo-
gicznej wobec bakterii patogennych i tzw. mikroflory resztkowej, pozostajacej np. w mleku
po pasteryzacji. Stosowanie olejkow eterycznych jako dodatkéw utrwalajacych daje szanse
produkcji zywnosci bez udziatu konserwantdéw syntetycznych. Niestety upowszechnienie ich
bezposredniego stosowania jest utrudnione ze wzgledu na stabg rozpuszczalnos¢ olejkdéw
w wodzie i koniecznos¢ stosowania duzych dawek, co niekorzystnie oddziatuje na wiasci-
wosci sensoryczne utrwalanych produktow.

Efektywnos$¢ stosowania olejkow eterycznych w utrwalaniu zywnosci zalezy miedzy in-
nymi od zrédta ich pochodzenia, sktadu chemicznego i stopnia zdyspergowania®. Skutecz-
nos$¢ antymikrobiologicznego oddzialywania sktadnikéw olejkéw zalezy takze od rodzaju
i gatunku drobnoustrojow patogennych. Na przyktad bardziej oporne szczepy spotyka si¢
w$rod baterii Gram(—), co zwigzane jest z budowg $ciany komdrkowej, bardziej hydrofilnej

3 Raport z cyklu Stan sanitarny kraju w roku 2015, Gtoéwny Inspektorat Sanitarny, www.gis.gov.pl,
dostep: 4.04.2017 r.

4 K. Trojanowska, op. cit.

5 R. Severino i in., Antibacterial and physical effects of modified chitosan based-coating containing
nanoemulsion of mandarin essential oil and three non-thermal treatments against Listeria innocua in
green beans, ,,Int. J. Food Microbiol.” 2014, nr 191, s. 82—88.

¢ L. Salvia-Trujillo i in., Physicochemical characterization and antimicrobial activity of food-
grade emulsions and nanoemulsions incorporating essential oils, ,,JFood Hydrocolloid.” 2015, nr 43,
s. 547-556.; G. Venkadesaperumal i in., Anti-quorum sensing activity of spice oil nanoemulsions against
food borne pathogens, ,,LWT — Food Sci. Technol.” 2016, nr 66, s. 225-231.
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niz bakterii Gram(+), u ktérych $ciany komdrkowe zawierajg sktadniki lipofilne, sprzyjajace
penetracji skfadnikéw olejkow do wnetrza komorek”.

Celem opracowania jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy o antymikrobiologicz-
nych sktadnikach olejkdw eterycznych, o procedurach ich pozyskiwania oraz doskonaleniu
wiasciwosci, ze szczegdlnym uwzglednieniem metod nanotechnologicznych.

Charakterystyka skladu oraz wlasciwosci olejkow eterycznych

Olejki eteryczne sa produktem ekstrakcji z roslin aromatyzujacych, takich jak ziota lub przy-
prawy. Sa one mieszaning nielotnych i lotnych sktadnikéw syntetyzowanych przez wyzej
wymienione ro$liny jako metabolity wtorne®. Zawarto$¢ olejkow w wigkszo$ci znanych
ro$lin, tzw. przyprawowych, miesci sie w graniach 1-2%°. Sa one powszechnie stosowa-
ne w produkcji zywnosci, farmaceutykdéw i kosmetykdéw. O ich atrakcyjnosci aplikacyjnej
decydujg wiasciwosci aromatyzujace, antymikrobiologiczne i antyutleniajgce '°. Aktywno$¢
antymikrobiologiczna olejkéw zalezy od sktadu chemicznego, w tym gldwnie od zawartosci
fenoli, terpendw i aldehydow. Przyktady ich obecnosci w olejkach pozyskanych z niektorych
znanych ziotl i przypraw przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Sktad wybranych olejkow eterycznych (Chosen essential oils composition)

Zrédlo olejku Skladniki
Gozdziki eugenol, octan eugenilu
Tymianek tymol, p-cymen (4-izopropyltoluen)
Geranium citronell, geraniol
Majeranek 4-terpineol, cis tuyan-4-ol
Szatwia kanfor, 1,8-cineol, eukaliptol, kamfen, octan sabinolu
Migta mentol
Oregano sabinen, tlenek karafilenu, B-kariofilen

Zrédto: opracowanie whasne na podstawie Salvia-Trujillo i in., op. cit.

Znane sa przyklady potwierdzajace wlasciwosci antymikrobiologiczne olejkow. Olejek
z Origanum vulgare (oregano) dziata bakteriobdjczo wzgledem bakterii Salmonella Typhimu-
rium, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli i Yersinia entrocolitica

7" A.A. Almadiya i in., Chemical composition and antibacterial activity of essential oils and major
fractions of four Achillea species and their nanoemulsions against foodborne bacteria, ,,LWT — Food
Sci. Technol.” 2016, nr 69, s. 529-537.

8 L. Salvia-Trujillo i in., op. cit.; O.K. Topuz i in., Physical and antimicrobial properties of anise oil
loaded nanoemulsions on the survival of foodborne pathogens, ,,Food Chem.” 2016, nr 203, s. 117-223.

 R. Amarowicz i in., Antioxidant activity and free radical-scavenging capacity of ethanolic extracts
of thyme, oregano, and marjoram, ,,Eur. J. Lipid Sci. Technol.” 2009, nr 111, s. 1111-1117.; O. Kosa-
kowska iin., Ocena sktadu chemicznego olejku eterycznego dziko rosngcych populacji lebiodki pospolitej
(Origanum vulgare L.), ,,Polish J. Agron.” 2013, nr 15, s. 60—64.

10 R, Amarowicz i in., op. cit.
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oraz grzybow Saccharomyces cerevisiae, Rhizopus oryzae i Aspergilllus niger'!. Olejek
eteryczny z Rosmarinus officinalis (rozmaryn) jest aktywny w stosunku do bakterii z ro-
dzajow Shigella, Salmonella oraz Escherichia'>. Waznym monoterpenem, ktéry moze by¢
wykorzystany jako substancja przeciwbakteryjna, wydaje si¢ by¢ karwon, ktory wykazuje
efektywne dziatanie wobec Listeria monocytogenes, Enterococcus faecium, a takze E. coli*.
Olejki eteryczne pochodzace z oregano i tymianku (odpowiednio OEO i TEO) zastosowano
do przedtuzenia wymaganej jakosci migsa jagnigcego pakowanego w modyfikowanej atmo-
sferze (MAP, z ang. modified atmosphere packaging; MP1: 60% CO,/40% N,; MP2: 80%
C0,/20% N,) w czasie przechowywania w temperaturze 4°C. Najlepsze rezultaty osiaggnigto
przy dodatku 0,1% TEO i w warunkach MP2. Umozliwito to 3-krotne wydtuzenie trwatosci
migsa w pordwnaniu do préby kontrolnej, przy jednoczesnym braku zmian barwy i zapachu
migsa. Odnotowano rowniez zmniejszenie liczby drobnoustrojow z 4,6 log jtk - g™ do 2,8
log jtk - ¢! w 9. dniu przechowywania ',

Wykazano, ze izomer tymolu (karwakrol), wystepujacy w znacznych ilosciach w olejkach
eterycznych oregano i tymianku, wykazuje dzialanie antybakteryjne wobec bakterii Salmonella
w miesie i produktach miesnych '3, satacie '® czy owocach pomidoréw .

Olejki eteryczne cechuje rowniez dziatanie przeciwgrzybicze. Olejek z rozmarynu jest inhi-
bitorem wzrostu grzybow plesniowych, takich jak Aspergillus niger i Aspergillus flavus, przy
czym grzyby nitkowate sg znacznie mniej wrazliwe niz grzyby drozdzoidalne. Olejek ten ha-
muje réwniez rozwoj drozdzy z rodzaju Candida, np. C. tropicalis, C. albicans czy C. krusei'®.
Olejek otrzymywany z szatwii dziata na szerokie spektrum grzybow, miedzy innymi na drob-
noustroje nalezace do rodzajow Candida, Saccharomyces, Fusarium i Aspergillus. Ziele orega-
no natomiast zawiera do 3% olejku eterycznego, ktorego zwiazki aktywne dziataja hamujaco
na wzrost grzybow Saccharomyces cerevisiae, Rhizopus oryzae i Aspergilllus niger'.

Matan i in.? przetestowali olejek cynamonowy i gozdzikowy jako potencjalny srodek kon-
trolujacy mikroflore produktéw pakowanych w modyfikowanej atmosferze. Autorzy wykaza-

I C. Busatta i in., Evaluation of Origanum vulgare essential oil as antimicrobial agent in sausage,
,,Braz. J. Microbiol.” 2007, nr 38, s. 610-616.

12 B. Bozin i in., Antimicrobial and antioxidant properties of rosemary and sage (Rosmarinus
officinalis L. and Salvia officinalis L., Lamiaceae) essential oils, ,,J. Agric. Food Chem.” 2007, nr 55,
s. 7879-7885.

13 C.C.C.R. de Carvalho, M. M. R. da Fonseca, Carvone: why and how should one bother to produce
this terpene, ,,Food Chem.” 2006, nr 95, s. 413-422.

141, Karabagias, A. Badeka, M.G. Kontominas, Shelf life extension of lamb meat using thyme
or oregano essential oils and modified atmosphere packaging, ,,Meat Sci.” 2011, nr 88, s. 109—-116.

15°S.A. Burt i in., Inhibition of Salmonella enterica serotype Enteritidis on agar and raw chicken
by carvacrol vapor, ,Int. J. Food Microbiol.” 2007, nr 119, s. 346—350.

16 G.T. Gunduz, S.A. Gonul, M. Karapinar, Efficacy of oregano oil in the inactivation of Salmonella
Typhimurium on lettuce, ,,Food Control” 2010, nr 21, s. 513-517.

17 G.T. Gunduz, S.A. Gonul, M. Karapinar, Efficacy of sumac and oregano in the inactivation of Sal-
monella Typhimurium on tomatoes, ,,Int. J. Food Microbiol.” 2010, nr 141, s, 39-44.

18 K.A. Hammer, C.F. Carson, T.V. Riley, 4ntifungal activity of the components of Melaleuca
alternifolia (tea tree) oil, ,,J. Appl. Microbiol.” 2003, nr 95, s. 853—860.

19'1. Generali¢ Mekinié i in., In vitro antioxidant and antibacterial activity of Lamiaceae phenolic
extracts: a correlation study, ,,Food Technol. Biotechnol.” 2014, nr 52 (1), s. 119-127.

20 N. Matan i in., Antimicrobial activity of cinnamon and clove oils under modified atmosphere
conditions, ,Int. J. Food Microbiol.” 2006, nr 107, s. 180—185.
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li, ze wraz ze wzrostem zawartosci CO, (40%) 1 obnizeniem udziatu O, (<0,05%) w mody-
fikowanej atmosferze zwigkszeniu ulega hamujace dziatanie wymienionych olejkéw wobec
mikroorganizméw. W tych warunkach wzrost S. aureus zostat opdzniony o 41 dni, M. plum-
beus o0 40 dni, P. halophilus o 38 dni, P. roqueforti, C. lipolyticus, D. hansenii, Z. rouxii i P.
membranaefaciens o 30 dni, a A. flavus o 18 dni.

Korzystne wyniki mozna uzyska¢, wprowadzajac do opakowania (opakowanie aktywne) od-
powiednio wkomponowane olejki eteryczne. Problem jednak stanowi wlasciwe dobranie dawki
olejku lub ekstraktu celem uzyskania satysfakcjonujacych cech funkcjonalnych (dziatanie anty-
oksydacyjne, przeciwdrobnoustrojowe) przy jednoczesnym zachowaniu wymaganych wiasciwo-
$ci fizycznych materiatu opakowaniowego (rozciagliwosé, barierowo$¢, wlasciwosci optyczne)
i akceptacji konsumentow?!. Hosseini i in.?? w badaniach stwierdzili, ze dodatek olejku z oregano
do polimerowej matrycy folii zelatynowo-chitozanowej wptywal na zmniejszenie jej wytrzyma-
tosci na rozciaganie (TS, z ang. fensile strength). Odmienne wnioski przedstawili Ojagh i inni?3,
ktérzy po wprowadzeniu do folii z chitozanu olejku cynamonowego odnotowali wzrost wartosci
parametru TS. Wiaczenie hydrofobowego olejku eterycznego do hydrofilowej matrycy polimero-
wej wplywa natomiast na poprawe barierowosci foli wzgledem pary wodnej?*,

Jak wykazano, podstawowa wada olejkéw eterycznych jako dodatkéw antymikrobiolo-
gicznych jest ich staba rozpuszczalnos¢ w fazie wodnej matrycy zywnosciowej, w ktorej
obecne sg glownie organizmy patogenne?®. W celu uzyskania satysfakcjonujacej skuteczno-
$ci ich oddziatywania stosowane sa wzglednie duze dawki, co nie zawsze jest akceptowalne
przez konsumentdw. Jedng z mozliwosci doskonalenia wlasciwosci olejkdéw jest ich dysper-
gowanie do postaci nanoemulsji.

Mechanizm antymikrobiologicznej aktywnosci skladnikéw olejkéow eterycznych

Specyficzny mechanizm antymikrobiologicznej aktywnosci sktadnikéw olejkow jest mato
poznany oraz interpretowany w rozny sposob. Gléwne znacznie przypisuje si¢ lipofilnym
wiasciwosciom olejkdw, sprzyjajacym ich akumulacji w btonach komoérkowych, a nastep-
nie zmianom w profilu kwasoéw thuszczowych poprzez zmniejszenie udziatu kwasdéw nie-
nasyconych na rzecz nasyconych?®. Toksyczne dziatanie olejkdw eterycznych wzgledem

21 L. Atarés, A. Chiralt, Essential oils as additives in biodegradable films and coatings for active
food packaging, ,,Trends Food Sci. Tech.” 2016, nr 48, s. 51-62.

22 S.F. Hosseini, Bio-based composite edible films containing Origanum vulgare L. essential oil,
,Ind. Crop Prod.” 2015, nr 67, s. 403—413.

2 S.M. Ojagh i in., Development and evaluation of a novel biodegradable film made from chitosan
and cinnamon essential oil with low affinity toward water, ,,Food Chem.” 2010, nr 122, s. 161-166.

2+'S.M. Ojagh i in., op, cit.; C. Pires i in., Hake proteins edible films incorporated with essential
oils: physical, mechanical, antioxidant and antibacterial properties, ,,Food Hydrocolloid.” 2013, nr 30,
s. 224-231.

25 V. Ghosh, A. Mukherjee, N. Chandrasekaran, Eugenol-loaded antimicrobial nanoemulsion pre-
serves fruit juice against, microbial spoilage, ,,Colloids Surf. B Biointerfaces.” 2014, nr 114, s. 392—397.

26 R. Di Pasqua i in., Membrane toxicity of antimicrobial compounds from essential oils, ,,J. Agric.
Food Chem.” 2007, nr 55, s. 4863—4870; F. Bakkali i in., Biological effect of essentials oils — a review,
,,Food Chem. Toxicol.” 2008, nr 46, s. 446—475; F. Donsi i in., Design of nanoemulsion-based delivery
systems of natural antimicrobials: effect of the emulsifier, ,,J. Biotechnol.” 2012, nr 159, s. 342—-350.
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komérek eukariotycznych objawia si¢ réwniez koagulacja cytoplazmy, depolaryzacja btony
mitochondrialnej, zaburzeniem funkcjonowania kanatéw jonowych i niewydolnoscia bioe-
nergetyczng. Z badan Ultee i in.?” wynika, ze czasteczka karwakrolu, zwigzku fenolowego
obecnego w oregano, wnika w strukture btony cytoplazmatycznej komorek, niszczac ja i do-
prowadzajac do wymiany grup hydroksylowych na inne. Wykazano réwniez, ze karwakrol
w komorkach E. coli oddziatuje na btony cytoplazmatyczne i powoduje zmniejszenie liczby
czasteczek wewnatrzkomorkowego ATP, przy jednoczesnym zwigkszeniu liczby czasteczek
zewnatrzkomorkowego ATP. W badaniach Landry i in.?® potwierdzono skuteczne dziata-
nie bakteriobdjcze nanoemulsji z udzialem karwakrolu wobec Salmonella enterica subspe-
cies enterica serovar Enteritidis (ATCC BAA-1045) oraz wobec Escherichia coli O157:H7
(ATCC 42895), ktorymi zakazone byly brokuly i marchew. Ich przemywanie roztworem
z nanoemulsja karwakrolu (4000—6000 ppm) przez 60 minut doprowadzito do skutecznej
inaktywacji wspomnianych patogenow.

Mechanizm antymikrobiologicznej aktywnosci limonenu, sktadnika olejkéw eterycznych,
polega na jego destrukcyjnym dziataniu na btony cytoplazmatyczne komdrek bakterii, hamo-
waniu aktywnosci enzymdéw oddechowych i rozpraszaniu sit oddziatywania protonow .

W interpretacji mechanizmu bakteriobdjczej aktywnosci olejkdw eterycznych znane sa
dwie teorie. Jedna z nich sugeruje, ze sktadniki olejkéw wnikaja do wnetrza scian komoérko-
wych bakterii, gdzie s3 uwalniane i dzialaja od jej wewnetrznej strony. W drugiej zwraca si¢
uwage na znaczenie ich stalego stezenia w fazie wodnej komorek przez dtuzszy okres czasu.
Jest to szczegdlnie wazne z uwagi na stabg rozpuszczalno$é olejkéw w wodzie, co limituje
0go6lng zawartos¢ sktadnikow antymikrobiologicznych oraz skuteczno$¢ ich bakteriobojcze-
go oddziatywania. Ponadto zaklada si¢, ze czg$¢ tych skladnikéw moze by¢ wykorzystana
przez drobnoustroje lub degradowana .

W charakterystyce mechanizmu oddziatywania olejkow eterycznych nalezy réwniez
uwzgledni¢ ich tendencj¢ do wigzania si¢ z hydrofilowymi sktadnikami Zzywnosci, co moze
wyraznie pogorszy¢ ich bakteriobdjcza aktywnos$é?!'. W celu wyeliminowania tych nieko-
rzystnych uwarunkowan antymikrobiologicznego dzialania olejkéw eterycznych w zywno-
$ci proponuje si¢ ich mikrokapsutkowanie, co poprawia ich rozpuszczalnos¢ i dyspergowa-
nie w $rodowisku wodnym, eliminuje mozliwos¢ ich wigzania ze sktadnikami zywnosci oraz
poprawia kontakt z komorkami bakterii. Znaczace sg przyktady skutecznego mikrokapsul-
kowania olejkéw eterycznych lub ich sktadnikéw w biatkach i polisacharydach. Otrzymane
emulsje wykazuja korzystne wlasciwosci antymikrobiologiczne zwigzane z hydrofobowos-
cig i fadunkiem zdyspergowanych kropel olejkow 32,

27 A. Ultee, M. H.J. Bennik, R. Moezelaar, The phenolic hydroxyl group of carvacrol is essential for ac-
tion against the food-borne pathogen Bacillus cereus, ,,Appl. Environ. Microb.” 2002, nr 68,s. 1561-1568.

2 K.S. Landry i in., Effectiveness of a spontaneous carvacrol nanoemulsion against Salmonella
enterica Enteritidis and Escherichia coli O157:H7 on contaminated broccoli and radish seeds, ,,Food
Microbiol.” 2015, nr 51, s. 10-17.

2 J. Sikkema, J.A.M. Debont, B. Poolman, Interactions of cyclic hydrocarbons with biological-
membranes, ,,J. Biol. Chem.” 1994, nr 269, s. 8022—-8028.

30 F. Donsi i in., op. cit.

31 R. Amarowicz i in., op. cit.

32 B. Shah, P.M. Davidson, Q. Zhong, Nanodispersed eugenol has improved antimicrobial activity
against Escherichia coli O157:H7 and Listeria monocytogenes in bovine milk, ,,Int. J. Food Microbiol.”
2013, nr 161, s. 53-59.
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W dazeniu do poprawy aktywnosci antymikrobiologicznej olejkow eterycznych stosuje
si¢ je w postaci nanoemulsji.

Metody otrzymywania oraz wlasciwosci nanoemulsji

Obecnie wiadomo, ze nanoemulsje (olej w wodzie) sa dobrym no$nikiem zwigzkéw antymi-
krobiologicznych w zywnosci. Ich korzystne wtasciwosci zwigzane sg z minimalizowaniem
$rednicy kropel emulsji. Sprzyja to ich migracji oraz przytaczaniu do $cian komdrek bakterii
1 destabilizowaniu obecnej w nich frakcji lipidowej, a nastepnie taczeniu si¢ ze sktadnikami
wewnatrzkomoérkowymi. Nanoemulsje otrzymuje si¢ z zastosowaniem metod nisko- lub wy-
sokoenergetycznych33. W metodach niskoenergetycznych emulsje sg tworzone spontanicz-
nie, np. poprzez umieszczenie wszystkich sktadnikéw (olej, woda, surfaktant lub kosurfak-
tant). Wielkos¢ powstajacych kropel jest zalezna gtéwnie od takich czynnikoéw jak sktad
emulsji oraz temperatura. Do wysokoenergetycznych metod zalicza si¢ homogenizacje
wysokoci$nieniowg (okoto 100 MPa), mikrofluidyzacj¢ lub dziatanie ultradzwigkdéw. Od-
dziatywanie wymienionych warunkdw sprzyja minimalizacji wielkosci kropel. W zaleznosci
od stosowanej techniki mie$ci si¢ ona w graniach 60—600 nm3*,

Potwierdzeniem tych mozliwosci jest procedura opisana przez Almadiya i in.* Polegata
ona na faczeniu olejku z woda w stosunku 1:100, intensywnym mieszaniu (2400 rpm przez
5 min) z dodatkiem Tween 20 w ilosci 0,5%, a nastepnie poddaniu dziatania wysokich cis-
nief (okoto 300 MPa). Srednica kropel w otrzymanej nanoemulsji wynosita 65,8—144 nm,
a uktad byt stabilny przez ponad 30 dni w warunkach chtodniczych.

Mikrofluidyzacje zastosowali w swoich badaniach Salvia-Trujillo i in.3¢ We wstepnym
etapie doswiadczenia otrzymano emulsj¢ tzw. podstawowa. W tym celu do wody (70°C)
dodano alginian sodu oraz olejek eteryczny w ilosci 1%. Catos¢ mieszano (3400 rpm przez
2 min), a nast¢gpnie otrzymana emulsj¢ poddano 3-krotnej mikrofluidyzacji przy cisnieniu
150 MPa. Wielko$¢ kropel w otrzymanej nanoemulsji wyniosta 60—600 nm. O stopniu roz-
drobnienia i dystrybucji olejku w nanoemulsji, jak wykazali autorzy, decydowaty nie tylko
warunki jej otrzymywania, ale takze wlasciwosci fizyczne olejku rzutujace np. na jej lepkosé.

Procedure ultradzwigkowa w przygotowaniu nanoemulsji przydatnej jako nosnik euge-
nolu, zwigzku o aktywnosci antymikrobiologicznej, ktéry wystgpuje miedzy innymi w ba-
zylii, zastosowali Ghosh i in.?”. W przygotowaniu nanoemulsji zastosowano olej sezamowy,
niejonowy surfaktant (Tween 20/Tween 80) 1 wode. Stezenie oleju bylo state i wyniosto 6%.
Procedura obejmowata dwa etapy. W pierwszym uzyskano tzw. emulsj¢ podstawowa, mie-
szajac olej z surfaktantem i dodajac wode. Nastepnie otrzymang emulsje traktowano ultra-
dzwigkami o czestotliwosci 20 kHz. Eugenol dodawano do fazy organicznej zawierajacej
olej sezamowy i Tween 80. Wykazano, ze wielkos¢ tworzonych kropel miescita si¢ w gra-
nicach 13—191 nm i byta zalezna od proporcji olej—surfaktant, ste¢zenia dodawanego euge-
nolu, od rodzaju surfaktantu i czasu emulgowania. Unieruchomiony w nanoemulsji eugenol

33 V. Ghosh, A. Mukherjee, N. Chandrasekaran, op. cit.
34 Tbidem.

35 A.A. Almadiya i in., op, cit.

36 L. Salvia-Trujillo i in., op. cit.

37V. Ghosh, A. Mukherjee, N. Chandrasekaran, op. cit.
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zastosowano w utrwalaniu soku pomaranczowego zakazonego bakteriami Staphylococcus
aureus. Skutecznos$¢ antybakteryjnego dziatania eugenolu przy jego stezeniu w soku na po-
ziomie 0,3% byla porownywalna z efektem dziatania benzoesanu sodu przy tym samym
stezeniu. Wykazano réwniez, ze zalezala ona od czasu dziatania (6—72 h) oraz w niewielkim
stopniu od temperatury (4°C lub 25°C).

Alternatywng propozycja stosowania eugenolu jest jego unieruchomienie w nanokap-
sutkach z koniugatu biatek serwatkowych oraz maltodekstryn3®. Koniugaty produkowano
na drodze reakcji Maillarda w procesie suszenia mieszaniny wyzej wymienionych biatek
i sacharydow. Otrzymane koniugaty zastosowano do przygotowania emulsji eugenolu roz-
puszczonej w heksanie. Otrzymang emulsje suszono metodg rozpylowa w celu usunigcia
heksanu i uzyskania mikroczasteczek o doskonalym zdyspergowaniu oleju, utatwiajacym
dostepnos¢ sktadnikéw antymikrobiologicznych w fazie wodnej utrwalanej zywnosci. Ak-
tywnos¢ antymikrobiologiczng nanodyspergowanego eugenolu sprawdzono wobec bakterii
E. coli oraz L. monocytogenes, namnazanych w mleku pelnym, 2-procentowym i odttusz-
czonym oraz dla poréwnania w podlozu z hydrolizatu sojowego. Wykazano, ze aktywnos¢
antymikrobiologiczna kapsutkowanego eugenolu wobec testowanych bakterii byla rézna
i zalezata od zawartosci thuszczu w mleku. Im wyzsza jego zawartos¢, tym mniejsza skutecz-
no$¢ antymikrobiologiczna eugenolu.

Podsumowanie

Niepokojaco wzrasta liczba zachorowan spowodowanych zakazeniami mikrobiologicznymi
zywnosci oraz antybiotykooporno$¢ niektdrych patogenow. Wedlug raportu Europejskiego
Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) maleje liczba zatrué wywotanych pateczkami
z rodzaju Salmonella, natomiast odnotowuje si¢ trend wzrostowy dla kampylobakterioz oraz
zakazen werotoksycznymi pateczkami E. coli. W 2014 r. bakterie z rodzaju Campylobacter
byty przyczyna ponad 2,5-krotnie wigkszej liczby zakazen jelitowych niz bakterie Salmonel-
la (236 851 przypadkow wobec 88715)3°. Dodatkowo obserwuje sie niebezpieczng tenden-
cj¢ dotyczaca pojawiania si¢ przypadkdéw zatrué pokarmowych wywotanych nowymi, sil-
nie patogennymi szczepami bakterii, ktore stanowiag wyzwanie dla wspdtczesnego systemu
bezpieczenstwa zywnosci. Wymienione zjawiska uzasadniaja potrzebe doskonalenia metod
utrwalania zywnosci.

Postep w tym zakresie dotyczy miedzy innymi upowszechniania metod nietermicz-
nych, np. pulsacyjnego pola elektrycznego, presuryzacji. W celu zminimalizowania stoso-
wania chemicznych konserwantdw zwraca si¢ uwage na stosowanie naturalnych dodatkéw
o aktywnosci antymikrobiologicznej, np. roslinnych olejkéw eterycznych. W opracowaniu
opisano mechanizm ich oddzialywania na komoérki drobnoustrojéw. Wskazano, ze ich ak-
tywnos$¢ bakteriobojcza zalezy gltéwnie od stopnia zdyspergowania w $rodowisku. Jedna

38 B. Shah, P.M. Davidson, Q. Zhong, Encapsulation of eugenol using Maillard-type conjugates
to form transparent and heat stable nanoscale dispersions, ,,LWT — Food Sci. Technol.” 2012, nr 49,
s. 139-148.

39 EFSA (European Food Safety Authority) and ECDC (European Centre for Disease Prevention and
Control), The European Union summary report on trends and sources of zoonoses, zoonotic agents and
food-borne outbreaks in 2014, ,EFSA J.” 2015, nr 12, s. 4329.
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z mozliwosci doskonalenia tej wlasciwosci jest stosowanie procedur nanotechnologicznych.
W pracy przedstawiono metody otrzymywania nanoemulsji olejkéw eterycznych, opisano
ich wlasciwosci oraz podano przyktady zastosowania w utrwalaniu Zzywnosci.
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SUMMARY
Natalia Kordala, Wtodzimierz Bednarski

Plant essential oils nanoemulsions and their application
in food preservation

The article describes the current state of knowledge on directions and possibilities
of the use of plant essential oils in food preservation. Attention is drawn to the mechanism
of action of essential oils components on pathogenic microorganisms and indication
of the factors in determining their effectiveness. An overview of the procedures used
in the preparation of essential oils nanoemulsions is provided. The examples of methods
for their preparation and use in food preservation are also presented.
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