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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

e [spitati antimikrobnu aktivnost biljnih ekstrakata (lavande, mati¢njaka, mravinca i
ruzmarina) na odabrane patogene uzro¢nike kvarenja hrane G (+): Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecelis, Listeria monocytogenese i G (-): Salmonella enterica,
Escherichia coli.

e Antimikrobnu aktivnost odrediti metodom odredivanja minimalne inhibitorne
koncentracije (MIC) i metodom difuzije u jazicama.

e Na osnovu dobivenih rezultat donijeti zaklju¢ke o antimikrobnoj aktivnosti ispitanih

biljnih ekstrakata.



SAZETAK

Patogeni uzrocnici kvarenja hrane predstavljaju veliki zdravstveni problem Sirom svijeta
Sto je posljednjih godina eskaliralo na nevidenu razinu. Prema tome, potraznja za
sigurnom i kvalitetnom hranom je sve vec¢a. Koristenje sintetskih konzervansa je Cesto,
ali je njihova sigurnost jo$ uvijek upitna, Sto je potaknulo znanstvenike da traze prirodne
konzervanse.

U ovom radu ispitana su antimikrobna svojstava odabranih ljekovitih biljaka protiv
ruzmarin, mravinac i mati¢njak) kako bi se odredilo njihovo antibakterijsko djelovanje
prema tri Gram pozitivne (G (+)) (Staphylococcus aureus, Enterococcus feacalis, Listeria
monocytogenes) i dvije Gram negativne (G (-)) bakterijske vrste (Salmonella enterica,
Escherichia coli). Biljni ekstrakti su pripremljeni koriStenjem ultrazvucne kupelji (2 h,
60 °C, biljni materijal: voda = 15: 100). Antibakterijsko djelovanje odredeno je
koristenjem metode odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) 1 metodom
difuzije u jazicama (engl. Well diffusion method).

Rezultati testiranja antimikrobne aktivnosti pokazali su bolju aktivnost biljnih ekstrakata
prema G (+) vrstama i najuc¢inkovitiji ekstrakti, s najnizim MIC vrijednostima (u rasponu
od 217 do 707 mg GAE/L) bili su ekstrakti ruzmarina 1 mravinca, dok je najslabiji
antimikrobni u¢inak zapazen kod mati¢njaka (> 5551,2 mg GAE/L). Suprotno tome,
mati¢njak 1 mravinac pokazali su ve¢u zonu inhibicije (30 mm) prema G (+) vrstama,
koriStenjem metode difuzije u jazicama. Kod obje metode svi testirani biljni ekstrakti
pokazali su slabiju aktivnost, odnosno visoke MIC vrijednosti, te malu ili nikakvu zonu

inhibicije prema G (-) bakterijama.

Kljuéne rijeci: biljni ekstrakti, MIC, zona inhibicije, fenoli



SUMMMARY

Food-borne pathogens are causing major public health problems worldwide what in
recent years have escalated to unprecedented levels. Accordingly, demand for safe and
high-quality food has increased. The use of synthetic preservatives is well known but still
questionable due to their safety, what encouraged scientists to search for natural
preservatives.

The present research was conducted in order to study the antimicrobial properties of
selected medicinal plants against commonly food borne pathogens. Four plant species
(lavender, rosemary, oregano and lemon balm) were investigated to evaluate their
antibacterial activity against three Gram positive (G (+)) (Staphylococcus aureus,
Enterococcus feacalis, Listeria monocytogenes) and two Gram negative (G (-)) bacterial
strains (Sal/monella enterica, Escherichia coli). Plant extracts have been prepared using
ultrasound bath (2 h, 60 °C, plant material: water ratio = 15:100). The antibacterial
activity was quantified using well diffusion and broth microdilution methods by detection
of the inhibition zone and minimal inhibitory concentrations (MICs), respectively.

The analyses of antibacterial activities showed better activity of plant extracts against G
(+) species and the most effective, with the lowest MIC values (range from 217 to 707
mg GAE/L), were rosemary and oregano, while the weakest antibacterial activity was
observed for lemon balm (> 5551.2 mg GAE/L). On contrary, lemon balm and oregano
showed larger inhibition zone (30 mm) using well diffusion method against G (+) species.
Using both methods all tested plant extracts showed weaker activity, higher MIC values

and no or smaller inhibition zone against G (-) bacteria.

Keywords: plant extracts, MIC, zone inhibition, phenolics
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UvOD

Poznato je da kontaminacija hrane moze biti fizicka, kemijska ili mikrobioloska.
Zbog svog sastava hrana predstavlja pogodan medij za rast mikroorganizama, te je samim
time podlozna kvarenju. U cilju proizvodnje sigurne hrane, ¢esto se uz postojec¢e metode
procesiranja hrane koriste razli¢iti dodaci kako bi se smanjio broj ili u potpunosti
eliminirali patogeni mikroorganizmi u hrani.

Iako je primjena aditiva u proizvodnji hrane uobicajena, danas se sve cesce
postavlja pitanje o sigurnosti primjene pojedinih vrsta aditiva kao i o njihovom djelovanju
na ljudsko zdravlje. Upravo iz tog razloga su se razvile brojne studije i znanstvena
istrazivanja o mogucnosti zamjene pojedinih sintetskih aditiva prirodnim.

Pri tome, posebna paznja posvecuje se biljkama kao glavnim izvorima fenolnih
spojeva, osobito polifenola kojima su dokazana brojna antioksidacijska svojstva i
pozitivan ucinak na ljudsko zdravlje. Osim antioksidacijskog kapaciteta, ovoj grupi
spojeva dokazano je i antimikrobna aktivnost $to ih ¢ini jo$ kvalitetnijim izborom kao
aditiva jer time mogu imati znaCajan ucinak na oCuvanje hrane i produljenje njene
trajnosti.

Zbog dokazanih pozitivnih svojstava biljnih ekstrakata, cilj ovog rada bio je
ispitati antimikrobnu aktivnost Cetiri biljna ekstrakta: lavande, mati¢njaka, mravinca i
ruzmarina na najceS¢e Gram pozitivne i Gram negativne patogene uzroc¢nike kvarenja
hrane (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecelis, Listeria monocytogenese,
Salmonella enterica 1 Escherichia coli). Antimikrobni u¢inak testiranih biljnih ekstrakata
odreden je primjenom metode odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije i

metodom difuzije u jazicama.



1. OPCIDIO

1.1.  Fenoli u biljkama

Fenolni spojevi predstavljaju najraznovrsnije i najrasprostranjenije sekundarne
biljne metabolite, koji u svojoj strukturi sadrze aromatski prsten, s jednom ili vise

hidroksilnih skupina (-OH) (1).

OH

Slika 1. Osnovna kemijska struktura fenola (2)

Raznolikost 1 rasprostranjenost fenola u biljkama doveli su do razli¢itih nac¢ina
kategorizacije ovih spojeva. Prema kemijskoj strukturi, fenolne spojeve dijelimo na:
fenolne kiseline, flavonoide, polifenolne amide i ostale polifenole. Najvazniji izvori
fenolnih spojeva su razli¢ite vrste pica (Cajevi, crno vino, pivo, kava i dr.), cokolada, voce

1 povrée, ljekovito bilje itd (1).

1.1.1. Flavonoidi

Flavonoidi spadaju u grupu polifenola, koji su Siroko rasprostranjeni u biljnim
organizmima. Izolirano ih je preko 4000, a odgovorni su za Sarenilo voca, povréa i
cvijeéa, te imaju ulogu u zastiti biljaka od UV zracenja, kod pigmentacije, stimulacije
fiksacije dusika (apigenin i luteolin sluze kao signalne molekule u interakcijama s

bakterijama) 1 zastite od Stetnika (3).



Flavonoidi kao sekundarni metaboliti nemaju direktnog utjecaja na rast i razvoj
biljaka, ali mogu inhibirati slobodne radikale pa se smatraju moénim antioksidansima.
Osim antioksidativnog, flavonoidima je dokazano antikancerogeno, antitoksicno, te

antibakterijsko, djelovanje (5).

OH

HO O

OH O

Slika 2. Osnovna struktura flavonoida (6)

Obzirom na razlike u osnovnoj strukturi molekule, flavonoidi se mogu podijeliti

u nekoliko podskupina pa razlikujemo antocijane, flavone, flavanole i flavanoni (3).

Tablica 1. Glavni predstavnici flavonoida (3)

Skupine Najces¢i predstavnici (izvori)

Flavoni Apigenin, luteolin (persin, timijan, celer)

Flavanoli Katehini (jabuke, breskve, tresSnje, crveno vino, kokos)
Antocijani Cijanidin, pelargonidin (tamno obojeno voce)
Flavanoni Hesperitin, naringenin (citrusi, jabuke)

1.1.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su velika grupa fenolnih spojeva koji se mogu naci u razli¢itim
vrstama voca, povr€a, zitarica i razli¢itim biljkama, te u razli¢itim dijelovima biljaka
(korijen, stabljika, liS¢e, sjemenke). Prema osnovnoj strukturi dijele se na derivate

hidroksibenzojeve (Cs-Ch) 1 derivate hidroksicimetne kiseline (Ce-C3) (7).



Osnovna razlika izmedu ove dvije skupine spojeva je u polozaju karboksilne
grupe u odnosu na aromatsku jezgru, dok se ostale razlike temelje na stupnju
hidroksilacije 1/ili metoksilacije aromatskog prstena (7).

Na fenolne kiseline otpada gotovo 1/3 od ukupnih fenola u prehrambenim
proizvodima. Uglavnom se nalaze u obliku glikozida, estera i etera, dok su samo male
koli¢ine prisutne u slobodnom obliku. Fenolne kiseline imaju utjecaj na boju, miris,

nutritivnu vrijednosti 1 antioksidativne osobine hrane (4).

Tablica 2. Glavni derivati benzojeve i cimetne kiseline (7)

Fenolna kiselina

p-hidroksibenzojeva

Protokatehinska

]
>
= Vanilinska
g )
2 = Galna

D
s £ .
= Ruzmarinska
.
D
R Gentisinska

Siriginska

2 p-kumarinska
~—
[} R
£ ¢ | Kafeinska
S =
- D .
s & Ferulinska
2
S
8 Sinapinska

1.1.3. Stilbeni

Stilbene ubrajamo u skupinu neflavonoida, a strukturno ova skupina fenola sadrzi
dva benzenska prstena medusobno povezana molekulom etanola ili etilena (slika 3).
Stilbeni su u biljkama ucinkovita obrana od gljivica, ali i to djelovanje im je aktivno i u

ljudskom organizmu. Stilbeni takoder posjeduju snazna antioksidacijska svojstva (1).



Slika 3. Struktura stilbena (8)

Najznacajniji stilben je resveratrol kojeg nalazimo u nekim vrstama ljekovitog
bilja, grozdu, kikirikiju, soji. i dr. Osim resveratrola u ovu grupu fenola ubrajaju se i
derivati kao §to su astringin (zastupljen u drvenastim biljkama), izoropotin te piceid (1).
U posljednje vrijeme osim dokazanog jakog antikancerogenog i antioksidativnog
ucinka resveratrola, istrazuje se i njegovo djelovanje na ljudsko zdravlje, ponajvise na

kardiovaskularni i imunoloski sustav (1).

1.2.  Ljekovite biljke

1.2.1. Lavanda

Lavanda (lat. Lavandula) pripada rodu biljaka iz porodice Lamiaceae. Autohtona
je napodrucju Mediterana i Indije, ali danas se uzgaja u cijelom svijetu te raste pod raznim

klimatskim uvjetima. Raste u grmovima visine od 45 do 80 cm, a promjera oko 1 m (10).

Slika 4. Lavanda (11)
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Od davnina su lavandu stari Grei koristili kao lijek i to za ublazavanje smetnji pri
disanju te kao prirodni laksativ. Za vrijeme Prvog i Drugog svjetskog rata lavanda je
koriStena kao sredstvo protiv bolova i1 kao zastita od infekcija. Danas se pak lavanda
koristi kod uklanjanja parazita iz crijeva i kod niza drugih poremecaja u crijevnoj flori,
djeluje kao analgetik, sedativ i antiseptik. Osim $to se koristi u razli¢itim kozmeti¢kim

pripravcima, lavanda se upotrebljava i kao zacin i to najéesce ribi i raznim umacima (10).

1.2.2. Mati¢njak

Mati¢njak (lat. Melissa) je vrsta trajnice iz porodice Lamiaceae koja raste u visinu
1 do 150 cm, a miris joj je jak i podsjeca na limun i metvicu. Ova biljka je autohtona u

juznoj Europi i na Mediteranu (10).

Slika 5. Matic¢njak (12)

Listovi mati¢njaka sadrze 4-7% derivata hidroksicimetne kiseline, prije svega
ruzmarinske kiseline, ali i klorogensku kiselinu, te kafeinsku. Listovi su bogati i etericnim
uljem kojeg ima od 0,05 do 0,3%, a kod uzgojnih vrsta ta koli¢ina moZe biti 1 do 0,8%

(10).



Zbog svojih antibakterijskih, antivirusnih i protuupalni svojstava mati¢njak se
cesto koristi kao lijek. NajceS¢a primjena maticnjaka je u obliku Caja ili se pak koristi
njegovo etericno ulje. Pripravci mati¢njaka pomazu kod migrena, anksioznosti, probavnih
smetnji, a koriste se 1 kao lijek kod niza infekcija. Sli¢no kao i lavanda, i mati¢njak se

Cesto koristi kao zacin (10).

1.2.3. Mravinac

Mravinac (lat. Origanum) je takoder biljka iz porodice Lamiaceae. Raste u

mediteranskom podneblju 1 moze narasti do visine od 60 cm (9).

Ova biljka posjeduje jaka antibakterijska svojstva i pomaze kod tegoba probavnog
sustava, infekcije zeludca, upale mokra¢nog mjehura, kod razli¢itih bakterijskih infekcija.
Obi¢ni mravinac ima i insekticidni u¢inak na mrave i moljce. Koristi se u obliku ¢aja,

etericnog ulja ili susene biljke, a poznata je i njegova kao zacin (9).

Slika 6. Mravinac (13)



1.2.4. RuZmarin

RuZzmarin (lat. Rosmarinus) je grmolika zimzelena biljka iz porodice Lamiaceae.
Grm ruzmarina obicno je visok 1-3 m. Ova biljka potjece sa podrucja Mediterana, a danas

se prosirila diljem Europe, a uzgaja se u SAD-u i Meksiku (9).

Poznato je da listovi ruzmarina i njegovo etericno ulje imaju ljekovito djelovanje.
Poznata djelovanja ruzmarina su antimikrobno djelovanje i suzbijanje Sirenja patogenih
mikroorganizma u hrani, ublazavanje probavnih tegoba i bolova, poticanje cirkulacije i
toka krvi prema mozgu, poboljSavanje koncentracije i lijeCenje glavobolje, ublazavanje
tegoba kod alergije 1 stresa. Koristimo ga 1 kao zafin u mnogim jelima te za ¢uvanje

namirnica (9).

Slika 7. Ruzmarin (14)

1.3. Antimikrobna aktivnost biljnih ekstrakata

Poznato je da niz biljaka i biljnih pripravaka ima znacajan antimikrobni u¢inak za
koji su zasluzni polifenoli, sekundarni biljni metaboliti. Osim ovog djelovanja neki od
njih pokazuju Siroki spektar ostalih bioloskih ucinaka ukljucujuéi protuupalna i

antikancerogena svojstva (15).



Obzirom da se antimikrobna aktivnost biljaka i biljnih pripravaka pripisuje
viSestrukim mehanizmima, potencijal bakterija da razviju otpornost na antimikrobne tvari
je relativno manji u usporedbi s antibioticima. Antimikrobni ucinak biljnih ekstrakata
definira se kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIC), odnosno kao najniza
koncentracija ispitivane tvari koja ¢e sprijeciti vidljivi rast mikroorganizama (15).

Sekundarni biljni metaboliti mogu utjecati na stanicu mikroorganizma na nekoliko
nacina: izazivajuci poremecaj membranske funkcije i strukture, prekid sinteze i funkcije
DNA / RNA, imajuéi utjecaj na metabolizam, izazivaju¢i indukciju koagulacije

citoplazmatskih sastojaka i ometaju¢i normalnu funkciju stanice (17).

1.4. Patogeni uzrocnici u hrani

Hrana je bilo koja tvar koju Covjek ili zivotinja jede ili pije, a biljka apsorbira u
cilju odrzanja zivota i rasta. Za ¢ovjeka hrana ima vaznu ulogu u osiguravanju energije
za normalan rad organizma, izgradnji tkiva i organa, te regulaciji aktivnosti organizma
(rad srca, odrzavanje tjelesne temperature, kontrakcija misica, zgruSavanje krvi...). Glavni
sastojci hrane su bjelancevine, ugljikohidrati i masti. Obzirom da hrana sadrzi sve
nutrijente potrebne za rast mikroorganizama, ona je sama medij podlozan kontaminaciji
1 kvarenju, a najznacajniji uzrocnici kvarenja hrane su bakterije i gljivice (3).

Biljke 1 zacini koji sadrze etericna ulja pokazali su se korisnim u borbi s
patogenima (S. aureus, E. coli, L. monocytogenas, B. cereus i Salmonella) u hrani (16).

Uz veliki broj biljaka, koje pokazuju antimikrobna svojstva, za uklanjanje ili
smanjenje patogenih mikroorganizama, koriste se i brojni antimikrobni pripravci biljnog
podrijetla dobiveni razli¢itim metodama iz aromatskih i hlapljivih uljnih tekuéina iz
cvjetova, pupova, sjemenki, liS¢a, kore, voca 1 korijena biljaka (16).

Jestive 1 medicinske biljke te zacini kao $to su mravinac, ruzmarin, bosiljak,
dumbir, luk, kurkuma i kadulja se uspjeSno koriste sami ili u kombinaciji s drugim
za¢inima kao antimikrobne tvari u hrani. Koriste se izravno ili neizravno kako bi se
produljio rok trajanja hrane ili kao antimikrobno sredstvo protiv raznih Gram pozitivnih
1 Gram negativnih bakterija. Njihova uc¢inkovitost ovisi o pH vrijednosti, temperaturi,
koli¢ini dostupnog kisika, koncentraciji esencijalnih ulja i ostalih aktivnih komponenata

(16).



Na osnovi bojanja po Gramu bakterije mozZemo podijeliti na Gram pozitivne (G
(+)) 1 Gram negativne(G (-)) bakterije. G (+) bakterije pri bojanju daju tamnoplavu boju,
1 zadrzavaju je nakon tretiranja jodom 1 postupka ispiranja s alkoholom, imaju deblju
stani¢nu stjenku koja se sastoji od peptidoglikana i drugih polimera. Dok su G (-) bakterije
bezbojne, ali kasnijim bojenjem s kontrastnom bojom, boje se u crveno, stjenke su im
tanje, sadrze lipoproteine i lipopolisaharide i odvojene su od stanice periplazmatskim
prostorom (18).

Odabrani patogeni mikroorganizmi u ovom istrazivanju su: E.coli. S.enterica,

S.aureus, L.monocytogenes, E.faecalis.

1.4.1. Gram pozitivne (G (+)) bakterije

Staphylococcus aureus su G (+), fakultativni, anaerobni koki koji su kataliticki
pozitivni, Sto je karakteristika koja ih razlikuje od ostalih znacajnih G (+) koka kao §to su
Streptococcus, Enterococcus 1 Lactococcus. Nalazi se u sustavu normalne flore diSnih
organa i koZe, iznimno je patogen i Cesto se dobiva kroz infekciju (zlatni stafilokok) i
jako je otporan na antibiotike. Najces¢i je kontaminant hrane Zivotinjskog porijekla, a u
ljudski organizam moze doci preko otvorenih rana ili opekotina. Za covjeka su najopasniji
enterotoksini koja ova bakterija proizvodi, a koji mogu uzrokovati bolest ili ¢ak smrt (17,
18).

Listeria monocytogenes je takoder fakultativno anaerobna G (+) bakterija. Ona
katalizira pozitivno, a oksidira negativno. Optimalna temperatura rasta joj je izmedu 30-
35 °C. Mozemo je izolirati iz silaze ili druge vegetacije, u tlu, kanalizaciji 1 u svjezoj vodi.
U hrani ovu bakteriju mozemo pronac¢i u mlijeku 1 mlijecnim proizvodima, mesu i
morskim plodovima. Od trovanja uzrokovanim ovom bakterijom najéesée obolijevaju
mala djeca, trudnice te starije osobe sa oslabljenim imunitetom (18).

Enterococcus faecalis je fakultativno anaerobna G (+) bakterija kojoj je optimalna
temperatura rasta izmedu 10-45 °C. Prenosi se s osobe na osobu zbog losih higijenskih
uvjeta. Nalazi se u flori probavnog sustava i sluznice, a ako je nademo u drugim
dijelovima tijela uzrokuje ozbiljne infekcije. U hrani je najceS¢e prisutna zbog

nehigijenskog postupanja s namirnicama (18).
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a) b) )

Slika 8. Koristene G (+) bakterije na hranjivim podlogama: a) Staphylococcus aureus

(vlastita fotografija), b) Enterococcus faecalis i ¢) Listeria monocytogenes (20,21)

1.4.2. Gram negativne (G (-)) bakterije

Salmonella je Gram negativna bakterija koja je fakultativho anaerobna sa
optimalnom temperaturom rasta od 37 °C. Nalazi se u gastrointestionalnom sustavu
zarazenih ljudi 1 zivotinja. Stanice Salmonellesu toplinski osjetljive tako da do
kontaminacije dolazi uslijed konzumiranja sirove i slabo termicki obradene hrane (17,

19).

a) b)

Slika 9. Koristene G(-) bakterije na hranjivim podlogama: a) Escherichia coli (vlastita

fotografija) i b) Salmonella (22)
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Escherichia coli je, kao 1 Salmonella, G (-) fakultativno anaerobna bakterija.
Nalazi se u malim koli¢inama u ljudskom organizmu, dok u ve¢im koli¢inama uzrokuje
razvoj bolesti. Najveci je uzro¢nik kvarenja mlijeka 1 mlije¢nih proizvoda, kao i voca 1

povréa (17, 18).
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Materijal

U eksperimentalnom dijelu ovog rada koriSteni su vodeni ekstrakti biljaka:
lavanda (Lavandula), mati¢njak (Melissa officinalis), mravinac (Origanum vulgare),
ruzmarin (Rosmarinus officinalis).

Biljni ekstrakti pripravljeni su kao dio prethodnog istrazivanja na nacin da se
ekstrakcija provodila u ultrazvuénoj kupelji tijekom 2 sata pri temperaturi 60 °C. Omjer

biljnog materijala i ekstrakcijskog otapala (destilirana voda) bio je 15:100 (g : mL).

2.2. Reagensi koriSteni za odredivanje antimikrobne aktivnosti

° Fosfatni pufer (Phosphate Buffered Saline, PBS): 1 tableta (Biolife, Italija) otopi
se u 100 mL destilirane vode, nakon ¢ega se otopina sterilizira 10 minuta u autoklavu
(121 °C; 1,2 bara).

° Mueller-Hinton bujon (MHB): U staklenu bocu od 1 L izvaze se 10,5 g MHB
(Biolife, Italija) kojem se doda 500 mL destilirane vode. Sadrzaj se dobro promijesa, a
zatim se staklenka stavi u mikrovalnu pe¢nicu tijekom 2 minute kako bi se sadrzaj bolje
otopio. Pripravljena otopina se potom sterilizira (autoklav, 20 minuta).

° Mueller-Hinton agar (MHA): 19 g MHA (Biolife, Italija) otopi se u 500 mL
destilirane vode. Otopina se stavi 2 minute u mikrovalnu peénicu nakon ¢ega se sterilizira
(autoklav, 20 minuta). Tekuéi agar ohladen na temperaturu oko 44 °C se odmah poslije
sterilizacije razlije u sterilne petrijeve posude (otprilike po 15 mL). Nakon hladenja,
petrijeve posude s agarom se do koriStenja cuvaju u hladnjaku pri +4 °C.

° Otopina jodonitrotetrazolium klorida (INT) c=2 mg/mL: 0,04 g reagensa se otopi
u 20 mL sterilne destilirane vode. Pripravljena otopina reagensa se zastiti folijom od

svjetla 1 do koriStenja cuva u hladnjaku pri +4 °C.
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2.3. Bakterijske kulture

Bakterijski sojevi koriSteni u ovom radu su: Staphylococcus aureus 25923,
Enterococcus faecelis 29219, Listeria monocytogenes DG 3269, Salmonella enterica i
Escherichia coli 25922. Svi sojevi su ATCC (engl. American Type Culture Collection),
osim L. monocytogenes koja je klini¢ki izolat preuzet iz Klinickog bolni¢kog centra Split.
Bakterijske kulture su preuzete s dubokog hranjivog agara i uzgojene na krvnom agaru
koji sadrzi 5% ovcje krvi u aerobnim uvjetima pri 37 °C. Ovako uzgojeni sojevi ¢uvani
su u hladnjaku pri +4 °C.

Prije pocetka eksperimenta svaka bakterijska kultura je revitalizirana na nacin da
je ezom prenesena s krvnog agara na hranjivi MHA agar 1 inkubirana 20-24 h pri 35 °C.
Ovako pripravljena kultura koristila se za pripremu inokuluma na nacin da se ezom
prenese bakterijska kolonija u MHB agar i uz pomo¢ Densitomata namjesti turbiditet
suspenzije od 0,5 McFarlenda, $to odgovara gustoéi od 107-10® kolonija (engl. Colony
Forming Units, CFU) po 1 mL. Od ove suspenzije se potom otpipetira 2 mL bakterijske
kulture u novu sterilnu posudicu s 38 mL MHB-a. Ovako pripravljen inokulum ima
koncentraciju bakterijskih stanica 10°-107 CFU/mL i koristi se u daljnjim postupcima
testiranja antimikrobne aktivnosti.

Za potvrdu kontrole inokuluma koristi se metoda po Kochu, kojom se pripravom
serije decimalnih razrijedena i njihovim nakapavanjem na hranjivi agar broje porasle
bakterije nakon inkubacije i tako potvrduje broj jedinica koje formiraju kolonije (CFU)
po 1 mL uzorka (23, 27).

Slika 10. Izgled kontrole inokuluma (vlastita fotografija)
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2.4. Metode odredivanja antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna aktivnost biljnih ekstrakata odredena je MIC metodom odnosno
metodom odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije i metodom difuzije u
jazicama.

Otopine, pribor 1 posude koriSteno za odredivanje antimikrobnih svojstava
prethodno je sterilizirano. Svi postupci provedeni u ovom radu uradeni su pri sterilnim

uvjetima.

2.4.1. Metoda odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)

MIC vrijednost predstavlja najnizu koncentraciju antimikrobnog agensa koja
potpuno inhibira rast mikroorganizama. Prilikom izvodenja mikrodilucijske metode
koriste se sterilne mikrotitarske plo¢ice s 96 otvora. Testirani uzorci (prethodno
odgovarajuce razrijedeni u MHB) serijski se razrjeduju u MHB duz mikrotitarske ploCice
1 to tako da se 50 pL uzorka prenese u svaki sljedeci otvor na plocici koji sadrzi 50 pL.
MHB te izmijeSa i tako sve do kraja mikrotitarske ploc¢ice. Ovakvim nacinom
razrjedivanja, poCetna koncentracija testiranog uzorka se razrijedi duz plocice tako da je
svaka sljede¢a koncentracija upola niza od prethodne. Kona¢ni volumen u svakom otvoru
nakon razrjedivanja je jednak i iznosi 50 pL.

U svrhu kontrole rezultata na svakoj se plocici pripremi slijepa proba (100 uL
MHB), pozitivna kontrola (50 uL MHB + 50 pL bakterijske kulture) i negativne kontrole
za svaki uzorak i koristeno otapalo (50 uL MHB + 50 pL razrijedenog ekstrakta). Nakon
toga se u sve otvore mikrotitarske plocice, osim u slijepu probu i negativne kontrole, doda
po 50 pL ispitivanih kultura bakterija. Po dodatku bakterijskih kultura, suspenzije u
ploCicama se izmijeSaju i nakon 24-satne inkubacije (37 °C) u svaki se otvor mikrotitarske
plocice doda po 10 pL indikatora INT te se ploCice stave jo§ 30 minuta na inkubaciju (37
°C). Nakon inkubacije vizualno se o€itavaju rezultati tako da se promatra pojava crvenog
obojenja u otvorima na mikrotitarskoj plocici. MIC vrijednost je ona koncentracija
uzorka, tj. ekstrakta, prisutna u prvom nezamuc¢enom otvoru ploCice pazeci da pri istim

uvjetima pozitivna i negativna kontrola prikazuju odgovarajuci rezultat (23, 25).
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Slika 11.Izgled mikrotitarske plocice pri odredivanju MIC vrijednosti (vlastita
fotografija)

2.4.2. Metoda difuzije u jazicama

Cilj ove metode je odrediti inhibiciju rasta bakterija oko jazice (rupice) s
odredenom koncentracijom ekstrakata. Ova metoda se izvodi u petrijevim zdjelicama na
¢vrstoj hranjivoj MHA podlozi koja se inokulira bakterijskim kulturama. Nakon suSenja
tijekom 2-3 minute, u agaru se buse jazice (rupice) promjera 7-8 mm. Potom se u svaku
jazicu dodaje po 50 pL ispitivanog ekstrakta, nakon Cega se petrijeve zdjelice stave u
hladnjak na 1 h kako bi se omogucilo difuziju aktivnih komponenti ekstrakta u hranjivu
podlogu. Potom slijedi inkubacija u trajanju od 20-24 h pri 35 °C, a nakon provedene
inkubacije mjerenje zone inhibicije. Ukoliko je zona inhibicije bila > 12 mm smatra se da

biljni ekstrakt ima dobar inhibitorni u¢inak (25, 26).
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Slika 12.1zgled zone inhibicije primjenom metode difuzije u jazicama: a) S. aureus, b) E. coli

(vlastite fotografije)
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3. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je odrediti antimikrobnu aktivnost biljnih ekstrakata na
odabrane patogene uzroCnike kvarenja hrane metodom odredivanja minimalne

inhibitorne koncentracije i metodom difuzije u jazicama, te na osnovu dobivenih rezultat

donijeti zakljucke o antimikrobnoj aktivnosti ispitanih biljnih ekstrakata.

3.1. Rezultati odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)

Tablica 3. MIC vrijednosti biljnih ekstrakata u mg GAE/L za G (+) bakterije

S. aureus E. faecalis L. monocytogenes
Lavanda 1858.,4 929,2 696,9
Mati¢njak 5551,2 >5551,2 4626,0
Mravinac 707,3 1886,1 1886,1
Ruzmarin 2314,1 217,0 578.5

Tablica 4. MIC vrijednosti biljnih ekstrakata u mg GAE/L za G (-) bakterije

S. enterica E. coli
Lavanda 2787,6 1858.4
Matic¢njak >5551,2 > 5551,2
Mravinac 2829,2 1886,1
Ruzmarin >3471,2 3471,2

U tablicama 3 1 4 su prikazane srednje vrijednosti (n=3) rezultata MIC vrijednosti
biljnih ekstrakata prema G (+) i G (-) bakterijama iz kojih se moze vidjeti da su biljni
ekstrakti pokazali bolju antimikrobnu aktivnost prema G (+) bakterijskim vrstama u

usporedbi s G (-).
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Medu testiranim ekstraktima osobito se isti¢e ekstrakt ruzmarina koji je imao
najnizu MIC vrijednost prema G (+) bakterijama E. faecalis (MIC = 217,0 mg GAE/L) i
L. monocytogenes (MIC = 578,5 mg GAE/L), dok je najslabiji u€inak pokazao ekstrakt
mati¢njaka prema svim testiranim G (+) 1 G (-) bakterijama.

Iako u ovom radu nije odredivan udio fenola u biljnim ekstraktima, za usporedbu
MIC vrijednosti taj podatak je iznimno vaZzan. Ispitivanjima je utvrdeno da je najveci
sadrzaj fenola imao ekstrakt mati¢njaka (13878 mg GAE/L), potom je slijedio ekstrakt
ruzmarina (8678 mg GAE/L), mravinac (7073 mg GAE/L) dok je najmanji udio fenola
imao ekstrakt lavande (6969 mg GAE/L).

Usporedbom udjela fenola i dobivenih MIC vrijednosti mozemo uociti da biljni
ekstrakti s ve¢im sadrzajem fenola nisu u pravilu pokazali najbolji antimikrobni uc¢inak.
Navedeno potvrduje ekstrakt mati¢njaka koji je prema G (+) 1 G (-) bakterijskim vrstama
pokazao najve¢e MIC vrijednost, odnosno najslabiju antimikrobnu aktivnost, iako je udio
fenola u tom ekstraktu bio najveéi. Antimikrobna aktivnost ekstrakta lavande prema
testiranim bakterijama bila je jako dobra, osobito prema G (+) gdje su MIC vrijednosti
bile u rasponu od 696,9-1858,4 mg GAE/L. Aktivnost ekstrakta lavande osobito se isti¢e
prema G (-) vrstama gdje se pokazao najbolji antimikrobni u¢inak iako su MIC vrijednosti
bile velike (1858,4-2787,6 mg GAE/L). Prema S. aureus najbolju aktivnost imao je
ekstrakt mravinca, dok je prema ostalim G (+) bakterijama njegov uc¢inak bio nesto slabiji.
Kod G (-) bakterija bolji u¢inak su biljni ekstrakti imali prema E. coli u usporedbi s S.

enterica, a najvisu MIC vrijednost pokazali su ekstrakti ruzmarina i mati¢njaka.

3.2. Rezultati odredivanja antimikrobne aktivnosti metodom difuzije u jaZicama

Rezultati antimikrobne aktivnosti odredene metodom difuzije u jazicama
prikazani su na slikama 13-15. Sli¢no kao i kod MIC metode, bolji antimikrobni u¢inak
pokazuju biljni ekstrakti prema G (+) bakterijskim vrstama u usporedbi s G (-).
Zanimljivo je istaknuti da niti jedan testirani biljni ekstrakti nije pokazao zonu inhibicije
prema G (+) E. faecalis 1 G (-) E. coli. lako su svi ekstrakti pokazali aktivnost prema S.

aureus, samo je ekstrakt mati¢njaka djelovao na L. monocytogenes i S. enterica.
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Najbolju antimikrobnu aktivnost, odnosno dobar inhibitorni ucinak (> 12)
pokazali su biljni ekstrakti prema bakteriji S. aureus. Najvecu zonu inhibicije imao je
ekstrakt mravinca koji je ujedno bio 1 najbolji u MIC metodi prema istoj bakteriji (slika
13). Mati¢njak koji je imao najvisSe MIC vrijednosti u ovoj metodi je pokazao iznimno
dobru antimikrobnu aktivnost (zona inhibicije = 29,7 mm) prema S. aureus, dok je

ekstrakt lavande bio najslabiji (zona inhibicije = 18 mm).

S. aureus

35 ’;’/
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zona inhibicije (mm)

Lavanda  Matiénjak Mravinac RuZmarin

Slika 13. Graficki prikaz zona inhibicije (mm) dobivenih metodom difuzije u jaZicama za S.

aureus
L. monocytogenes
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Slika 14. Graficki prikaz zona inhibicije (mm) dobivenih metodom difuzije u jazicama za L.

monocytogenes
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Rast bakterije L. monocytogenes inhibirali su ekstrakti mati¢njaka i mravinca, s
tim da se za ekstrakt mravinca ne moZze re¢i da pokazuje dobar inhibitorni u¢inak obzirom
da je zona inhibicije bila samo 8,3 mm (slika 14).

Na slici 15 prikazani su rezultati antimikrobne aktivnosti za G (-) bakteriju S.
enterica iz Cega se uocava da je samo mati¢njak pokazao zonu inhibicije od 10,3 mm.
Ukoliko se usporedi sadrzaj fenola u testiranim ekstraktima s antimikrobnim ucinkom,
moze se uociti da u ovom slucaju sadrzaj fenola ima utjecaj na antimikrobni ucinak, tj.

inhibicijski u¢inak ekstrakata, ali samo na pojedine bakterije.

Slika 15. Rezultati antimikrobne aktivnosti G (-) bakterije S. enterica metodom difuzije u

jazicama (vlastita fotografija)
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4. ZAKLJUCAK

e Rezultati antimikrobne aktivnosti pokazale su bolju antimikrobnu aktivnost biljnih

ekstrakata prema G (+) vrstama u usporedbi s G (-) koriStenjem obje metode.

e Najucinkovitiji ekstrakti, s najnizim MIC vrijednostima bili su ruzmarin i mravinac,

dok je najslabiji antimikrobni u¢inak zapazen kod mati¢njaka.
e Metodom difuzije u jazicama najbolju antimikrobnu aktivnost, odnosno dobar
inhibitorni u¢inak pokazali su biljni ekstrakti prema bakteriji S. aureus, a najvecu

zonu inhibicije imao je ekstrakt mravinca.

e Usporedbom sadrzaja fenola u testiranim ekstraktima s antimikrobnim ucinkom, ne

moze se donijeti opceniti zakljucak o utjecaju fenola na antimikrobni u¢inak.
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