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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

Zadatak diplomskog rada bio je:

» Ispitati antimikrobnu aktivnost smjese ekstrakta lista kupine i odabranih fenolnih
spojeva (vanilinska kiselina, katehin, rutin, apigenin i oleuropein) na najcesce
patogene mikroorganizme: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Enterococcus faecalis i Salmonella enteritidis.

» Antimikrobnu aktivnost ispitati metodom odredivanja minimalne inhibitorne
koncentracije (MIC) i metodom minimalne baktericidne koncentracije (MBC).

» Frakcionalni inhibitorni koncentracijski indeks (FICI faktor) iskoristiti za opis
interakcijskog ucinka ekstrakta lista kupine i fenolnog spoja u smjesi.

» Na osnovu dobivenih rezultata donijeti zaklju¢ke o zdruzenom antimikrobnom

uc¢inku ekstrakta lista kupine i odabranih fenolnih spojeva.



SAZETAK

Sve je veca zabrinutost potrosaca oko sigurnosti hrane zbog povecanja broja oboljenja
uzrokovanih patogenim mikroorganizmima. Brojna znanstvena istrazivanja ukazuju na
mogucnost koriStenja nusproizvoda za obogacivanje drugih proizvoda ili kao zamjena
za sintetska antimikrobna sredstva. Antioksidativno i antimikrobno djelovanje
bobicastog voca je ve¢ potvrdeno, a navedeni ucinci se uglavnom pripisuju njihovom
fenolnom sastavu, odnosno spojevima poput flavonoida i antocijana, a poznato je da
listovi kupine isto imaju zanimljiv kemijski profil kao i snaznu biolosku aktivnost. U
ovom radu proucavano je antimikrobno djelovanje ekstrakta lista kupine u kombinaciji s
odabranim fenolnim spojevima (vanilinska kiselina, katehin, rutin, apigenin i
oleuropein) na patogene mikroorganizme: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Enterococcus faecalis i Salmonella
enteritidis. Analiza je provedena koristenjem dviju razli¢itih metoda: metodom
odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije (engl. Minimum inhibitory
concentracion, MIC) i metodom odredivanja minimalne baktericidne koncentracije
(engl. Minimum bactericidal concentration, MBC). Interakcijski antimikrobni ucinak
izmedu ekstrakta i spoja u smjesi odreden je izracunavanjem frakcijskog inhibitornog
koncentracijskog indeksa (eng. Fractional Inhibitory Concentration Index, FICI). Niske
MIC vrijednosti (0,63 mg/mL) i dobro baktericidno djelovanje (MBC 1,25 mg/mL)
potvrdeno je za ekstrakt lista kupine prema S. aureus, dok su vrijednosti MIC za ostale
ispitivane bakterije bile 5 mg/mL. Sve binarne smjese ekstrakta lis¢a kupine i odabranih
fenolnih spojeva pokazale su vrlo dobru antimikrobnu aktivnost i uglavnom su
ukazivale na aditivno djelovanje sastojaka smjese. Samo je smjesa ekstrakta lista kupine
I oleuropeina pokazala sinergisticki uc¢inak prema L. monocytogenes (MIC=1,25+0,31
mg/L, te FICI 0,5).

Kljuéne rije¢i: ekstrakt lista kupine, antimikrobna aktivnost, fenoli, patogeni
mikroorganizmi, MIC, MBC, FICI



SUMMARY

Due to the increasing number of diseases caused by pathogenic microorganisms,
consumers are becoming increasingly concerned about food safety. Numerous scientific
studies point to the possibility of using by-products to fortify foods or their use as
substitutes for synthetic antimicrobials. The antioxidant and antimicrobial effects of
berries have been already confirmed and are primarily related to their phenolic content,
mainly compounds such as flavonoids and anthocyanins, blackberry leaves have
interesting chemical profile and strong biological activity. In this work, the
antimicrobial activity of blackberry leaf extract in combination with selected phenolic
compounds (vanillic acid, catechin, rutin, apigenin and oleuropein) against foodborne
pathogens: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis and Salmonella enteitidis was studied. Analysis
was performed using two different methods: minimum inhibitory concentration (MIC)
and minimum bactericidal concentration (MBC). The interaction between extract and
compounds in terms of antibacterial activity was determined by calculating the
fractional inhibitory concentration index (FICI). The low MIC (0.63 mg/mL) and good
bactericidal activity (MBC 1.25 mg/mL) were confirmed for the blackberry leaf extract
against S. aureus, while the MIC values for the other tested bacteria were 5 mg/mL. All
binary mixtures of blackberry leaf extract and selected phenolic compounds showed
very good antimicrobial activity and mostly indicated additive activity. Only mixture of
blackberry leaf extract and oleuropein had a synergistic effect against L. monocytogenes
(MIC=1.25+0.31 mg/L, and FICI 0.5).

Keywords: blackberry leaf extract, antimicrobial activity, phenolics, foodborne
pathogens, MIC, MBC, FICI
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uvoD

Bobicasto voce (aronija, borovnica, brusnica, kupina, malina, ribizl) predstavlja bogat
izvor vrijednih nutrijenata i farmakoloski aktivnih tvari. Svaka bobiCasta vrsta je
iznimno bogata hranjivim tvarima, vitaminima, mineralima, prehrambenim vlaknima te
drugim bioloski vaznim spojevima, od kojih se posebno isticu fenolni spojevi, kao §to
su fenolne kiseline i flavonoidi. Obzirom na izrazito bogat sastav bobicastog voca,
dokazani su i njegovi pozitivni ucinci na imunoloSki sustav, kroz antioksidativno,

antimikrobno, protuupalno, antimutageno i antikancerogeno djelovanje.

Kupina (Rubus fruticosus L.) je biljka koja pripada porodici ruza (Rosaceae) i spada u
kozmopolitske biljke, odnosno u biljke koje uspijevaju na svim kontinentima. Smatra se
da potjece iz Armenije, medutim danas je rasprostranjena po cijelom svijetu. Upotreba

ploda i lista kupine u tradicionalnoj medicini je takoder poznata od davnina.

U Kini se kupina tradicionalno koristila za lijecenje infekcija urinarnog sustava te
bolesti bubrega, a stari Grci su je upotrebljavali za lijecenje bolesti kostiju. U narodnoj
medicini je posebno istaknuta upotreba listova kupine, koji su se koristili kao lijek
protiv dijareje, hemoroida, upale crijeva, anemije, za zarastanje rana, kao antiseptik i

dezinfekcijsko sredstvo.

Novije znanstvene studije ukazuju na moguénost iskoriStenja razli¢itih nusproizvoda
prehrambene industrije kao antimikrobnih i antioksidacijskih sredstava, pa tako i list
kupine postaje sve ¢eS¢e predmet brojnih istrazivanja. List kupine predstavlja dobar

izvor tanina, flavonoida, triterpena, organskih kiselina, vitamina C te minerala.

Zbog navedenih svojstava lista kupine, cilj ovog rada bio je ispitati antimikrobnu
aktivnost smjese ekstrakta lista kupine i fenolnih spojeva (vanilinska kiselina, katehin,
rutin, apigenin i oleuropein) na odabrane patogene mikroorganizme (Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Listeria. monocytog, Escherichia coli, Enterococcus faecalis i

Salmonella enteritidis).



1. OPCI DIO

1.1. Kupina

1.1.1. Porodica Rosaceae

Kupina (Rubus fruticosus L.) je biljka koja pripada porodici ruza (Rosaceae). To je
jedna od najraznovrsnijih i najrasprostranjenijih biljnih porodica, koju ¢ini 2950 biljnih
vrsta podijeljenih u 91 rod. Rod Rubus je najbrojniji rod ove porodice, a njegov naziv
potjeCe od latinske rijeci ruber (crven)obzirom da su plodovi vise vrsta unutar ovog

roda crvene boje (1).

1.1.2. Botani¢ko podrijetlo kupine

Kao §to je ranije spomenuto, vjeruje se da kupina potjece iz Armenije.Postoji oko 300
razli¢itih sorti kupina, a najznacajnije su: Wilsonova rana, Smoothstem, Black Satin,
Thorenfree, Thornless Evergreen, Thornless Logan, Ebony King, Eldorado, Bailey,

Himalaya, Darow i Boysen (2,3).

Ministarstvo poljoprivrede Sjedinjenih Drzava (United States Department of
Agriculture, USDA) navodi sljedecu botanicku klasifikaciju kupine (4):

Carstvo: Plantae (biljke)

Podcarstvo: Tracheobionta (cijevnjace ili vaskularne biljke)
Nadkoljeno: Spermatophyta (sjemenjace)
Koljeno:Magnoliophyta (cvjetnice)

Razred: Magnoliopsida (dvosupnice)

Podrazred: Rosidae

Red: Rosales

Porodica: Rosaceae(porodica ruza)

Rod: Rubus L.

Vrsta: Rubus fruticosus L. (kupina)

YV V.V V VYV V VYV V V



1.1.3. Morfologija kupine

Kupina je poluleze¢a do gotovo uspravna visegodiSnja listopadna biljka koja moze
narasti i do 3 m. Stabljika kupine je drvenasti grm, zapleten, moze biti bodljikav ili
imati dlacice po sebi. Listovi kupine su prstasto slozeni od pet listi¢a koji rastu iz
osnovne lisne drske. Na licu su tamno-zeleni i glatki, a na naliju svijetlo-zeleni
prekriveni dla¢icama. Cvijet kupine sastoji se od pet blijedo-rozih latica promjera 2-3
cm. Nakon opadanja latica iz cvijeta se razvija plod, odnosno nabrana bobica. Plod je u
pocetku sitan i zelene boje, a poslije postaje sve veci i mijenja boju preko crvene do
konacne crne, ovisno o prirodnim pigmentima prisutnim u samom plodu. Unutar ploda
nalaze se sitne okrugle sjemenke, svijetlo do tamno-smede boje. Sjemenke su uglavnom

nepravilnog oblika s malim jamicama, a promjer im je 2-3 mm (2,5).

Slika 1. Kupina(Rubus fruticosus L.) (1)



1.1.4. Kemijski sastav kupine

Kupina je bogat izvor ugljikohidrata, vitamina, minerala, fenolnih spojeva i
prehrambenih vlakana. Kemijski sastav plodova kupine ovisi o sorti, podneblju,
agrotehnickim mjerama, stupnju zrelosti te 0 samom nacinu berbe, transporta i cuvanja

plodova (1).

Tablica 1. Kemijski sastav kupine izrazen na 100 g ploda (2)

KOMPONENTA HRANJIVA VRIJEDNOST
Energija 43 kcal
Voda 88,20 g
Ugljikohidrati 9,61¢
Masti 0,499
Proteini 1,39¢
Vlakna 5309
Kolesterol 0,00 mg
Folati 25,00 pg
Piridoksin 0,03 mg
Niacin 0,65 mg
Pantotenska kiselina 0,28 mg
Tiamin 0,02 mg
Vitamin C 21,00 mg
Vitamin A 11,00 pg
Vitamin K 19,80 pg
Vitamin E 1,17 mg
Kalij 162,00 mg
Kalcij 29,00 mg
Natrij 1,00 mg
Magnezij 20,00 mg
Bakar 0,17 mg
Zeljezo 0,62 mg
Cink 0,53 mg
Mangan 0,65 mg
Selen 0,40 mg
a-karoten 0,00 mg
fS-karoten 0,13 mg
Lutein - zeaksantin 0,12 mg




U tablici 1 prikazan je kemijski sastav kupine izrazen na 100 g ploda. Najvec¢i udio u
plodu zauzima voda i to cak 88%. U tablici je vidljivo da kupina ima malu energetsku

vrijednost, nizak udio masti, a bogata je i proteinima (2).

1.1.4.1. Glavne kemijske komponente

Ugljikohidrati i organske kiseline su najznaajnije komponente koje sudjeluju u
stvaranju okusa kupine. Od ugljikohidrata u plodu kupine isti¢u se glukoza, fruktoza i
saharoza, a ponekad u malim koli¢inama sorbitol. Sorbitol je Secerni alkohol i
uglavnom potjeCe od nezrelih plodova ili zbog enzimske obrade kupina jer nije
pronaden u zrelim plodovima. Opor okus kupini daju organske kiseline, od kojih se
isticu askorbinska kiselina (vitamin C), limunska, izocitri¢na, jabu¢na, fumarna i
jantarna kiselina. Famiani i Walker (6) pratili su promjene primarnih metabolita kupine
tijekom zrenja i dokazano je da se povecava udio suhe tvari, a smanjuje titracijska

kiselost.

Kupina je bogat izvor vitamina 1 minerala. Od vitamina isticu se vitamin C 1 K. Sadrzi
takoder vitamine B skupine, kao Sto su folati (vitamin B9), piridoksin (vitamin B6),
niacin (vitamin B3), pantotenska kiselina (vitamin B5) i tiamin (vitamin B1).
Najzastupljeniji mineral u kupini je kalij, a slijede ga kalcij, natrij, magnezij, bakar,

zeljezo, cink, mangan i selen (6).

Od ostalih tvari u kupini isticu se karotenoidi, proteini, prehrambena vlakna i spojevi
arome. Najznacajniji karotenoidi u kupini su lutein, p-karoten, zeaksantin i pg-
kriptoksantin (6).

Aroma predstavlja kombiniranu percepciju mirisa i okusa, gdje su za okus odgovorne
nehlapljive tvari, a za miris hlapljive. Utvrdeno je da su glavni aromatski spojevi kupine
furani, odnosno furfural 1 njegovi derivati. Medu furfuralima je najzastupljeniji 5-
hidroksimetilfurfural (79,7 do 96,1%). Drugi vazni spojevi koji sudjeluju u formiraju
arome kupine su 3,5-dihidroksi-6-metil-2,3-dihidropiran-4-on (5,7-9,8%), 3,4-
dimetoksialilbenzen, heptan-2-ol (43,06%), p-cimen-8-ol (3,72%), heptan-2-on (3,32
%), heksan-1-ol (3,05%), 4-terpineol (2,38%), pulegon (2,05%) i oktan-1-ol (1,83%)
(3,6).



1.1.4.2. Fenolni spojevi u kupini

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti biljaka te predstavljaju jednu od najbrojnijih i
najprisutnijih skupina spojeva, tj. fitokemikalija. Imaju razlic¢ite uloge u biljci, kao $to
su na primjer mehaniCka potpora, zastita od Stetnog UV zracenja, privlacenje
oprasivaca, zastita od prekomjernog gubitka vode, sudjeluju u razli¢itim obrambenim
reakcijama i sl. (7). Podjela fenola na osnovi kemijske strukture aglikona je na fenolne
kiseline, flavonoide, polifenolne amide i ostale polifenole. Flavonoidi se dijele na
flavonole, flavanole i ostale flavonoide, gdje spadaju flavoni, antocijani i flavanoni
(3,8).

Kupina sadrzi od 77 do 820 mg fenolnih spojeva na 100 g voca (1), od kojih su
najzastupljeniji antocijani (28-366 mg na 100 g ploda), odgovorni za tamno-plavu do
crnu boju kupine (6). U prirodi se uvijek javljaju u obliku glikozida ¢ijom hidrolizom
nastaje antocijanidin (aglikon) i Se¢erna komponenta. Postoje vrste koje sadrze manji
udio antocijana od navedenog i plodovi su im bijele do Zute boje, a to su npr. Snowbank
(Rubus allegheniensis) ili Clark Gold (Rubus trivalis) (6).

Kupine uglavnom sadrZe ne-acilirane antocijane, a najznacajniji su cijanidin-glukozid,
cijanidin-rutinozid,  cijanidin-ksilozid,  cijanidin-malonilglukozid i  cijanidin-
dioksalilglukozid. Najzastupljeniji je cijanidin-glukozid kojeg kupine sadrze u

koncentraciji 44 do 95%, ovisno o sorti i genotipu (6).

Fenolni monomeri pronadeni u plodu kupine uklju¢uju fenolne kiseline:
hidroksibenzojeve kiseline (elaginska kiselina, galna kiselina) i hidroksicimetne kiseline
(esteri p-kumarinske kiseline, kava kiselina i njeni esteri, poput neoklorogenske

kiseline, ferulinska kiselina i njeni esteri) (6).

Fenolne kiseline su najvaZznija skupina neflavonoida u vocéu 1 povréu. One sadrze
fenolni prsten supstituiran jednom karboksilnom grupom i jednom ili vise hidroksilnih
(OH) grupa. Na slici 2 prikazane su dvije vazne vrste fenolnih kiselina:
hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline, koje su izvedene iz nefenolnih molekula
benzojeve, odnosno cimetne kiseline (9,10). Hidroksibenzojeve kiseline (kostur C6-C1)
se rijetko nalaze u slobodnom obliku, uglavnhom su povezane s organskim kiselinama

(vinska, maleinska) ili sa strukturnim komponentama biljke (celuloza, protein ili lignin).



U derivate hidroksibenzojeve kiseline spadaju hidroksibenzojevi aldehidi, kao Sto je
vanilin (izveden iz vanilinske kiseline).Vanilinska kiselina je monohidroksibenzojeva

kiselina, koja na tre¢em atomu ugljika sadrzi metoksi skupinu, a na cetvrtom OH

skupinu (11).

oH HO

O

Slika 2. Struktura hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline (12)

Flavonoidi ¢ine gotovo dvije trec¢ine ukupnih fenolnih spojeva u vocu i povréu. To su
spojevi male molekulske mase, koji se sastoje od 15 atoma ugljika rasporedenih u
obliku difenolpropanskog kostura (C6-C3-C6) (13). Pored antocijana kupina sadrzi i

flavanole, flavonoli i flavan-3-oli (1,14).

Kupina sadrzi 10,20-16,02 mg flavonola na 100 g voca (3). Flavonoli su skupina
flavonoida koji imaju tri C atoma supstiruiranai to na polozajima 4-karbonil, 3-
hidroksilna grupa, 2,3-dvostruka veza (15). Najces¢i flavonoli su kempferol, kvercetin i
miricetin (16). Smatraju se jednim od najboljih antioksidanasa jer hidroksilna skupina
na poloZaju 3 povecava stabilnost flavonoidnog radikala nastalog nakon Sto je spoj
djelovao kao Avatac radikala (8). Flavonoli se najve¢im dijelom akumuliraju u pokozici

plodova kupine (1).

Flavan-3-oli su najslozenija skupina flavonoida jer dolaze u Sirokom rasponu od
jednostavnih monomera pa preko oligomera do polimernih proantocijanidina koji su
poznati i kao kondenzirani tanini (16). Sadrze zasi¢enu vezu izmedu dva asimetri¢na
ugljikova atoma, odnosno C2-C3. Glavni monomerni spojevi iz ove skupine su (+)-

katehin, (-)-epikatehin, (+)-galokatehin, (-)-epigalokatehin (12). Ova podskupina



fenolnih spojeva zastupljena je obi¢no u sjemenkama bobicastog voca, a U sjemenkama

kupine koncentracija epikatehina je i do Cetiri puta veéa nego li u ostatku ploda (1).

Kupina sadrzi i zna¢ajnu koli¢inu tanina koji se mogu hidrolizirati, tj. elagitanina.Tanini
koji se mogu hidrolizirati su heterogeni polimeri koji sadrze fenolne kiseline, osobito
galnu Kiselinu i jednostavne Secere. Kupina sadrzi oko 108 mg elagitanina na 100 g
ploda i oko 20 mg konjugata elaginske kiseline na 100 g ploda. Slobodna elaginska
Kiselina predstavlja oko 37 % ukupnih konjugata elaginske kiseline u kupini. Medu
elagitaninima u kupini, prevladavaju sanguin H-6 i lambertianin C (3).U ustima ovi
spojevi daju ostar, trpak osjecaj jer vezu proteine sline i u nezrelim biljnim plodovima je
njihov udio jako visok. Biljni tanini sluze biljkama kao zastita jer odbijaju zivotinje.
Takoder im sluze kao obrana od mikroorganizama jer sprjecavaju propadanje biljke

uslijed djelovanja bakterija i gljiva (17).

1.1.5. Kemijski sastav lista kupine

Lis¢e je nusprodukt uzgoja bobi¢astog voca i Cesto se tretira kao otpad. lako ne postoji
puno informacija o kemijskom sastavu lista kupine, dokazano je da na sadrzaj fenola u

listu kupine utjecu prvenstveno okolisni ¢imbenici (18).

Paczkowska-Walendowska i sur. (19) su dokazali prisutnost sljede¢ih fenolnih spojeva

u ekstraktu lista kupine:

» fenolne kiseline (kava kiselina, elaginska kiselina, galna kiselina te siringinska
kiselina)
» flavonoli (kvercetin, kempferol i njihovi glikozidi kao §to su rutin, izokvercetin i
hiperozid)
» flavan-3-oli (katehin i epikatehin).
Osim navedenih fenolnih spojeva, list kupine sadrzi tanine, organske kiseline, vitamin C
te minerale, kao §to su Kalij, kalcij, bakar, magnezij i fosfor, te u manjoj mjeri zeljezo,

mangan i cink (20,21).

Kava kiselina je jedna od najzastupljenijih fenolnih kiselina u voéu s dokazanim

snaznim antioksidativnim i antimikrobnim djelovanjem (22).



Elaginska kiselina je hidroliticki produkt elagitanina, koji se prirodno nalazi u mnogim
biljnim vrstama (23). Elagitanini su fenolni spojevi topljivi u vodi, velike su molekulske
mase i prisutni u biljnim vakuolama. Njihovom hidrolizom nastaje
heksahidroksidifenska kiselina, koja se spontano pretvara u elaginsku Kiselinu (24).
Elaginska kiselina otkrivena u ekstraktu lista kupine pokazuje antioksidativna,
antimutagena, protuupalna i kardioprotektivna svojstva (19).

Na slici 3 je prikazana struktura rutina. To je kemijski flavonolni glikozid koji se
uglavnom sintetizira u viSim biljkama te ih Stiti od Stetnog ultraljubicastog zracenja i od
raznih patogena. Sastoji se od osnovnog fenolnog dijela povezanog s molekulom Secera,
koji smanjuje njegovu bioloSku aktivnost, ali ¢ini molekulu topljivom u polarnoj

komponenti. Najvise se nakuplja u gornjim dijelovima lista kupine (25).

Cr
|
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Slika 3. Struktura rutina (26) Slika 4. Struktura hiperozida (27)

Hiperozid je glikozid koji kao aglikon sadrzi kvercetin. Njegovo antioksidativno
djelovanje mozZe biti povezano s hidroksilnim skupinama na prstenovima A i B te

glikozidno povezanim prstenom C, $to je prikazano na slici 4 (27).

Katehin i epikatehin, flavan-3-oli, su dva vaZzna antioksidansa, a u kupini su

najzastupljeniji u lisnim pupoljcima i mladim listovima (19).



1.1.5.1. Ljekovita svojstva lista kupine

Od davnina je poznato da list kupine, zbog svog kemijskog sastava, pozitivno djeluje na
ljudsko zdravlje. Stari Grci i Rimljani koristili su ga u lijeCenju mnogih bolesti.
Antioksidativno, antimikrobno, protuupalno i antikancerogeno djelovanje su samo od
nekih bioloskih ucinaka, koji se pripisuju flavonodima i drugim fenolnim spojevima u
kupini. Vec¢ina farmakoloskih ucinaka lista kupine moze se povezati upravo s fenolnim
spojevima, koji pomazu u uklanjanju slobodnih radikala odgovornih za razlicite klinicke

i metabolicke bolesti (19).

Tanini su adstrigensi, odnosno oni djeluju stezajuce pa se koriste protiv dijareja, upala
desni, paradentoze, gastritisa te kao oblozi u lije¢enju hemoroida. Medutim, treba
naglasiti da tanini u ve¢im koli¢inama i tijekom duzeg vremenskog perioda oStecuju
jetru i ometaju resorpciju kalcija i Zeljeza (21). Caj od lista kupine je toliko u¢inkovit da
ga je Njemacka komisija uvrstila u svoj registar kao tretman u lijeCenju proljeva.
Flavonoidi i fenolni spojevi opéenito poboljsavaju imunoloski sustav te je dokazano da
¢aj od lista kupine, ukoliko se konzumira mjesec dana prije poroda, kod trudnica

olaksava porod (20).

List kupine takoder djeluje hipoglikemijski, odnosno povecava lucenje inzulina pa se

moze koristiti i za lijeCenje dijabetesa (20).

2007. godine u Velikoj Britaniji je provedeno istraZzivanje u kojem je dokazano da
ekstrakt lista kupine djeluje inhibicijski na enzim Matrix metalloproteinase (MMPSs),

koji je odgovoran za reakcije kolagena koze kojima nastaju bore (20).
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Biljni materijal i odabrani fenolni spojevi

U eksperimentalnom dijelu rada koriSteni su listovi kupine (Rubus fruticosus L.)
prikupljeni na podru¢ju Dalmacije u 2021. godini. Ekstrakcija je izvrSena KoriStenjem
mikrovalova u uredaju Ethos X (Milestone, Italija) u trajanju od 5 min 600 W (50 g
uzorka i 250 mL 50%-tnog etanola). Po zavrsetku ekstrakcije uzorak je filtriran preko
naboranog filtar papira, potom liofiliziran i do trenutka analize skladi$ten na sobnoj
temperaturi. Neposredno prije analize 40 mg liofiliziranog ekstrakta otopljeno je u 1 mL
4%-tnog DMSO i tako pripremljen ekstrakt je koriSten u daljnjim analizama i

pripremama binarnih smjesa.

Tablica 2. Odabrani fenolni spojevi

SKUPINA SPOJ IME PO IUPACU

Derivat benzojeve Vanilinska kiselina  4-hidroksi-3-metoksi benzojeva kiselina

kiseline

Flavan-3-oli Katehin 2R,3S)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,4-dihidro-
3,5,7-kromantriol

Flavonoli Rutin kvercetin-3-O-rutinozid

Flavoni Apigenin 5,7-dihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-1-
benzopiran-4-on

Monoterpeni Oleuropein Methyl (2S,3E,4S)-4-{2-[2-(3,4-

Dihydroxyphenyl)ethoxy]-2-oxoethyl}-3-
ethylidene-2-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylloxy}-2H-pyran-5-carboxylate

U tablici 2 prikazani su koristeni fenolni spojevi, njihovo ime po IUPAC nomenklaturi
te fenolna podskupina kojoj pripadaju. Fenolni spojevi su pripravljeni u razli¢itim
koncentracijama: vanilinska kiselina, katehin i rutin pri koncentraciji 10 mg/mL,
apigenin 4,09 mg/mL te oleuropein 11,06 mg/mL. Binarne smjese su pripremljena

mijeSanjem 2 mL ekstrakta lista kupine i 2 mL otopine fenolnog spoja.
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2.2. Reagensi i uredaji

Sve koristene kemikalije bile su odgovarajuce analiticke Cistoée, a proizvodaci su im
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, Njemacka), Fluka (Buchs, Svicarska), Kemika
(Zagreb, Hrvatska), Merck (Darmstadt, Njemacka) i Gram-Mol (Zagreb, Hrvatska).

2.3. Bakterijske kulture

Za odredivanje antimikrobne aktivnosti smjese ekstrakta lista kupine i1 odabranih
fenolnih spojeva koristeni su bakterijski sojevi ATCC (engl. American Type Culture
Collection): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Bacillus cereus ATCC 14579, Enterococcus faecelis ATCC 29219, Salmonella
enteritidis ATCC 13076 i Escherichia coli ATCC 25922. Bakterijske kulture su
prenesene s dubokog hranjivog agara na hranjivi agari inkubirane u aerobnim uvjetima

pri 37 °C. Ovako uzgojeni sojevi cuvani su u hladnjaku pri +4 °C.

2.4. Metode odredivanja antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna aktivnost ekstrakta lista kupine i odabranih fenolnih spojeva te njihovih

smjesa odredena je MIC i MBC metodama.

Otopine, pribor i posude, koje je koristeno prilikom izvedbe eksperimentalnog dijela
prethodno je sterilizirano, a svi postupci provedeni u ovom istrazivanju uradeni su

takoder pri sterilnim uvjetima.

2.4.1. Priprema i kontrola inokuluma

Prije pocetka pokusa svaka od navedenih bakterijskih kultura je revitalizirana na
hranjivom Mueller-Hinton agaru (MHA) i nakon toga se Kkoristila za pripremu

inokuluma. Ezom se uzela jedna kolonija kulture s krute podloge (MHA) i prenijela u 3-
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5 mL MHB-a, kako bi se pripravila prekono¢na kultura (37°C/14-16 h). Nakon
inkubacije, otpipetiralo se 3 mL kulture u 27 mL MHB-a te se smjesa stavila na
inkubaciju na 37°C tijekom 1-1,5 h (ovisno o vrsti bakterije), uz mijesanje (110 rpms).
Denzitometrom se o¢itala gustoca bakterija te se ha osnovu umjerenih krivulja napravio
izratun za pripravu zeljene koncentracije radnog inokuluma. Od suspenzije se
otpipetira0 odredeni volumen kulture u novu sterilnu posudicu s MHB i ovako
pripravljen inokulum imao je koncentraciju bakterijskih stanica od 1x10° CFU/mL
(engl. Colony Forming Units) i Kkoristio se u daljnjim postupcima testiranja

antimikrobnog djelovanja.

Kao potvrda koncentracije bakterijskih stanica u inokulumu koristila se metoda po
Kochu. Od inokuluma se pripravila serija decimalnih razrjedenja u destiliranoj vodi te
se po 20 pL nakapalo na hranjivu MHA podlogu te stavilo na inkubaciju na 37°C
tijekom 24 h. Nakon provedene inkubacije izbrojane su porasle kolonije na hranjivoj

podlozi te je izraCunat broj zivih stanica po mililitru uzorka (28).

broj kolonija X faktor razrje denja

CFU/mL =

volumen uzorka

2.4.2. Metoda odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIC metoda)

Test minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) provodi se koristenjem MHA, Kkoji je
najbolji medij za rutinske testove osjetljivosti jer se lako ponovno pripravi, odnosno
reproducira, ima nizak udio sulfonamida, trimetoprima i tetracikli¢nih inhibitora te daje

zadovoljavajuci rast veéine patogenih bakterija (29).

MIC je vrijednost definirana kao najmanja koncentracija antimikrobnog uzorka koji

inhibira vidljivi prirast testiranog mikroorganizma, a izrazava se u ug/mL ili

mg/L(30,31).

Za odredivanje MIC vrijednosti u ovom radu Koristila se metoda mikrodilucije, a
primjer mikrotitarske plocice s 96 jazica prikazan je na slici 5. Testirani uzorak
ekstrakta lista kupine serijski se razrijedio duz ploc¢ice na naéin da se 50ulL uzorka
prenijelo u sljede¢i otvor na plocici, u kojem je bilo 50uL MHB-a te izmijesalo.

Postupak se ponavljao do kraja plocice te je ovakvim nadinom razrjedivanja svaka
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sljedeca koncentracija, odnosno jazica, sadrzavala koncentraciju uzorka upola nizu od
one u prethodnoj jazici. Konac¢ni volumen u svakoj jazici nakon razrjedivanja bio je 50
pL. U svrhu kontrole rezultata na svakoj plo€ici pripremljena je slijepa proba (100uL
MHB), pozitivna kontrola (50 uL MHB + 50 pL bakterijske kulture) te negativne
kontrole za uzorak (50 uL MHB + 50 uL ekstakta lista kupine). Nakon toga, u sve
otvore plocice, osim u slijepu probu i negativne kontrole se dodalo 50 pL ispitivanih
kultura bakterija te izmijesSalo i inkubiralo 24 h pri 35 °C. Po dodatku INT reagensa se
promijenila boja u jazici, a usporedbom promjene boje pozitivne kontrole, slijepe probe

i negativne kontrole s obojenjima u jazicama odredila se MIC vrijednost.

Slika 5. Izgled mikrotitarske plo¢ice nakon dodatka INT-a (vlastita fotografija)
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2.4.3. Metoda odredivanja minimalne baktericidne koncentracije (MBC)

MBC, odnosno minimalna baktericidna koncentracija predstavlja najnizu koncentraciju
antimikrobnog sredstva potrebnu za ubijanje 99,9 % konacnog inokuluma nakon
inkubacije od 24 h pri standardnim uvjetima. MBC se moze odrediti nakon dilucije u

bujonu ili u agaru (30,32).

Na neselektivne agar plo¢ice nasijali su se uzorci iz mikrotitarske plocice za koje je
utvrdeno da predstavljaju MIC vrijednosti, te stavili na inkubaciju tijekom 24 h. Nakon
inkubacije se odredio broj prezivjelih stanica mikroorganizma (CFU/mL) te se na taj
nacin odredila MBC vrijednost za pojedini mikroorganizam. Primjeri agar plocica
nakon inkubacije prikazani su na slici 6. Na lijevom dijelu prve fotografije vidljive su
tockice, koje zapravo predstavljaju bakterijske kolonije, §to znaéi da testirana
koncentracija ekstrakta lista kupine u kombinaciji s vanilinskom kiselinom nije unistila
bakteriju E. faecalis (uzorak prenesen iz jazice koja je predstavljala MIC vrijednost), a
duplo visa koncentracija je u potpunosti unistila bakteriju (desni dio prve fotografije;
jazica u kojoj je koncentracija smjese bila ve¢a od MIC vrijednosti). Druga fotografija
prikazuje kombinaciju ekstrakta lista kupine s rutinom te je vidljivo da ova kombinacija
potpuno uniStava navedenu bakteriju (jazica s MIC vrijednosti 1 jazica u kojoj je

koncentracija smjese bila ve¢a od MIC vrijednosti).

Slika 6. Izgled agar ploCica nakon 24-satne inkubacije (vlastita fotografija)
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2.4.4. Antimikrobna interakcija odabranih mjeSavina ekstrakta i fenola

U ovom dijelu istrazivanja proucavana je antimikrobna aktivnost ekstrakta lista kupine
u kombinaciji s odabranim fenolnim spojevima (vanilinska kiselina, katehin, rutin,
apigenin 1 oleuropein) protiv najces¢ih patogena koji se prenose hranom:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereusATCC 14579, Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis
ATCC 29212 te Salmonella enteritidis ATCC 13076. Interakcija izmedu spojeva u
smislu antibakterijskog djelovanja odredena je izraCunavanjem frakcijskog inhibitornog
koncentracijskog indeksa (FICI), koji je za svaku smjesu izraCunat prema sljedecoj

formuli:
FICA + FICg = FICI,

gdje je FICA = MIC spoja A u mjeSavini fenola / MIC samog spoja A, te FICg = MIC
spoja B u smjesi fenola / MIC samog spoja B. Sinergisticka interakcija definirana je
kada FICT iznosi 0,5 ili manje, a antagonisticka interakcija kada je FICI veci od 4. FICI
vrijednosti izmedu 0,5 i 1 tumacene su kao aditivna interakcije, a izmedu 1 i 4 kao

indiferentne interakcije.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Tablica 3. Rezultati minimalne inhibitorne koncentracije (MIC, mg/mL) i minimalne
baktericidne koncentracije (MBC, mg/mL) ekstrakta lista kupine i ¢istih fenolnih

spojeva za G(+) bakterije

S. aureus B. cereus L. monocytogenes
UZORAK MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Ekstrakt lista 0,63 1,25 5 >10 5 5
kupine
Vanilinska kiselina >1,25 / >1,25 / >1,25 /
Katehin >1,25 / 1,25 >1,25 0,63 >1,25
Rutin >1,25 / 1,25 >1,25 1,25 >1,25
Apigenin >0,51 / >0,51 / >0,51 /
Oleuropein >1,45 / >1,45 / >1,45 /

Tablica 4. Rezultati minimalne inhibitorne koncentracije (MIC, mg/mL) i minimalne
baktericidne koncentracije (MBC, mg/mL) ekstrakta lista kupine i €istih fenolnih
spojeva za G(-) bakterije

E. coli E. faecalis S. enteritidis
UZORAK MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Ekstrakt lista 5 >10 5 >10 5 >10
kupine
Vanilinska kiselina >1,25 / >1,25 / >1,25 /
Katehin 1,25 >1,25 1,25 >1,25 1,25 >1,25
Rutin 1,25 >1,25 1,25 >1,25 1,25 >1,25
Apigenin >0,51 / 0,51 >0,51 >0,51 /
Oleuropein >1,45 / >1,45 / >1,45 /
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U tablicama 3 i1 4 prikazane su MIC i MBC vrijednosti Cistih fenolnih spojeva i
ekstrakta lista kupine prema najée$¢im patogenim uzroénicima kvarenja hrane. Cisti
ekstrakt lista kupine, s MIC vrijednosti od 0,63 mg/mL, je pokazao najbolji
antimikrobni uc¢inak protiv bakterije S. aureus, dok su MIC vrijednosti prema ostalim

bakterijskim vrstama iznosile 5 ili >10 mg/mL.

Odabrani fenolni spojevi uglavnom pokazuju slicnu antimikrobnu aktivnost prema
testiranim bakterijama,s MIC vrijednostima od 1,45 mg/mL, uz iznimku apigenina koji
je pokazao najbolju aktivnost i najnize MIC vrijednosti (0,51 mg/mL) prema G (+) i G
(-) vrstama. Dobiveni rezultati nisu bili iznenadujuc¢i obzirom da postoji niz studija i
istrazivanja koji dokazuju dobro antibakterijsko djelovanje fenola na patogene bakterije.
Pretrazivanjem dostupne literature, izdvojena su neka istrazivanja antimikrobnog ucinka

koja ukljucuju odabrane fenolne spojeve.

Ibrahim i sur. (33) su ispitivanjem antimikrobne aktivnost kava kiseline i njenih
metabolita (vanilinska kiselina i katehol) metodom difuzije i metodom odredivanja MIC
vrijednosti ustanovili najvisu MIC vrijednost protiv S. aureusa za vanilinsku kiselinu (2
mg/mL), $to je priblizno jednako dobivenim rezultatima u ovom radu. Kalogeropoulos i
sur. (34) su potvrdili antibakterijsko djelovanje vanilinske kiseline protiv patogena koji
se prenose hranom poput bakterija S. aureus i E. coli, dok su Kuete i sur. (35) dokazali

antimikrobno djelovanje vanilinske kiseline prema B. cereus, E.coli i P. aeruginosa.

Bhattacharya i sur. (36) su dokazali da katehin ekstrahiran iz Kombuche (gazirani,
fermentirani napitak koji se dobije od zelenog ili crnog Caja, Secera 1 kombucha gljive)
ima antimikrobni ué¢inak protiv E. coli, s MIC vrijednosti od 6,25 mg/mL i MBC od
6,25 mg/mL. Ma i sur. (37) navode antimikrobni uc¢inak katehina prema E. coli i

Salmonella, s MIC vrijednostima 6-50 mg/mL.

Araruna i sur. (38) isticu rutin koji je u njihovoj studiji pokazao izuzetnu inhibiciju rasta
bakterije E. coli. U istrazivanju, koje su proveli Arima i sur. (39), rutin je sinergisticki
pojacao antibakterijsko djelovanje drugih flavonoida prema B. cereus i S. enteritidis.
Takoder navode kako je MIC vrijednost za kempferol bila zna¢ajno smanjena dodatkom

rutina smjesu.

Dong i sur. (40) su u svom istrazivanju istaknuli antimikrobnu aktivnost apigenina, koji

je inhibirao rast bakterije S. aureus. Liu i sur. (41) testirali su antimikrobnu aktivnost

18



derivata apigenina prema S. aureus, B. subtilis, E.coli i P. aeruginosa metodom disk
difuzije te odredivanjem MIC vrijednosti. Dobiveni rezultati ukazuju na umjereno do

izvrsno antibakterijsko djelovanje svih derivata apigenina prema testiranim patogenima.

Istrazivanja su takoder pokazalada oleuropein i produkti njegove hidrolize mogu
inhibirati rast i proizvodnju enterotoksina B kod S. aureus (42, 43), rast bakterije S.
enteritidis (44) te klijanje i rast spora kod B. cereusa (45). Aziz i sur. (46) su uz
oleuropein istaknuli i druge fenolne spojeve poput p-hidroksibenzojeve, vanilinske i p-
kumarinske kiseline, obzirom da mogu potpuno inhibirati rast E. coli, K. pneumoniae i

B. cereus.

Cilj ovog rada bio je odrediti antimikrobnu aktivnost smjesa ekstrakta lista kupine i
odabranih fenolnih spojeva na patogene uzrocnike kvarenja hrane, odnosno pokusati
dokazati da li dodatak fenolnog spoja moze utjecati na bolji antimikrobni ucinak
ekstrakta lista kupine. Dobiveni rezultati su prikazani u tablicama 5 i 6 iz kojih se moze
vidjeti da su smjese ekstrakta lista kupine i odabranih fenolnih spojeva pokazale bolju
antimikrobnu aktivnost prema G (+) bakterijskim vrstama u odnosu na G (-).
Interakcijska aktivnost smjese ekstrakta i fenolnog spoja opisana je koristenjem FICI
faktora (tablica 7), pri ¢emu su vrijednostiFICI < 0,5 ukazivale na sinergisticku
interakciju, FIClI = 0,5-1,0 na aditivhu reakciju, FICI = 1,0-4,0 na indiferentnu

interakciju te FICI > 4,0 na antagonizam izmedu testiranih uzoraka.
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Tablica 5. Rezultati minimalne inhibitorne koncentracije (MIC, mg/mL) i minimalne

baktericidne koncentracije (MBC, mg/mL) ekstrakta lista kupine (u tablici ekstrakt) i

odabranih fenolnih spojeva za G(+) bakterije

S. aureus B. cereus L. monocytogenes
UZORAK MIC MBC MIC MBC MIC MBC

Ekstrakt 0,63 1,25 5 >10 5 5
Ekstrakt + 125+031 25+063 5+125 >5+125 25+0,63 >5+1,25
Vanilinska kiselina
Ekstrakt + Katehin 063+0,16 125+031 5+125 >5+125 125+031 5+1,25
Ekstrakt + Rutin 125+031 25+063 5+125 >5+1,25 5+1,25 5+1,25
Ekstrakt + 1,25+0,13 25+0,26 5+125 >5+051 5+0,51 >5+0,51
Apigenin
Ekstrakt + 0,63+0,18 125+0,36 5+1,25 >5+145 1,25+0,36 1,25+0,36
Oleuropein

Tablica 6. Rezultati minimalne inhibitorne koncentracije (MIC, mg/mL) i minimalne

baktericidne koncentracije (MBC, mg/mL) ekstrakta lista kupine (u tablici ekstrakt) i

odabranih fenolnih spojeva za G(-) bakterije

E. coli E. faecalis S. enteritidis

UZORAK MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Ekstrakt 5 >10 5 >10 5 >10
Ekstrakt + 2,5+0,63 >5+1,25 5+1,25 >5 +1,25 5+1,25 >5+1,25
Vanilinska kiselina
Ekstrakt + Katehin 5+1,25 >5+1,25 5+1,25 5+1,25 5+1,25 >5+1,25
Ekstrakt + Rutin 5+1,25 >5 +1,25 5+1,25 >5 +1,25 5+1,25 >5+1,25
Ekstrakt + nije radeno
Apigenin
Ekstrakt + 5+1,25 >5+145 25+40,73 >5+1,25 5 +1,45 5+ 1,45
Oleuropein
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Tablica 7. Interakcijska aktivnost smjesa ekstrakta i fenolnih spojeva izrazena kao FICI

G (+) G()

Ekstrakt +  S.aureus B.cereus L.monocytogenes E.coli E.faecalis S. enteritidis
Vanilinska 1,25 2,00 1,00 1,00 2,00 2,00
kiselina
Katehin 2,11 2,00 0,74 2,00 2,00 2,00
Rutin 2,23 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Apigenin 2,24 3,45 2,00 2,00 2,00 2,00
Oleuropein 1,12 1,86 0,50 1,86 1,00 2,00

Usporedbom rezultata antimikrobne aktivnosti pojedinih fenola i ekstrakta lista kupine s
rezultatima dobivenim za smjese, vidljivo je da binarne smjese imaju gotovo jednak
ucéinak. Zahvaljujuéi FICI faktoru interakcijska aktivnost izmedu pojedinih komponenti
u smjesi se moze puno jednostavnije interpretirati, pa se tako iz tablice 7 uocava da
samo jedna smjesa ukazuje na sinergisticki u¢inak, dok ostale smjese imaju aditivnu ili
indiferentnu interakciju. lako niske MIC vrijednosti smjese ekstrakta lista kupine i
katehina prema S. aureus (tablica 5) ukazuju na moguci sinergisticki u¢inak, FICI faktor
< 0,5, a time 1 sinergisticki u¢inak, potvrden je samo za smjesu ekstrakta lista kupine i
oleuropeina prema L. monocytogenes (FICI vrijednost od 0,5). Najlosiji interakcijski

ucinak 1 najvece FICI vrijednosti (> od 2) zabiljeZene su za smjese ekstrakta lista kupine

uz dodatak apigenina i rutina prema svim testiranim bakterijskim vrstama.

Metoda odredivanja MBC je pokazala da najbolji baktericidni uc¢inak pokazuju smjese
prema bakteriji S. aureus, te smjesa ekstrakta lista kupine i oleuropeina prema L.
monocytogenes. Ostale binarne smjese su imale MBC vrijednosti ve¢e od MIC-a ili se

nije mogao potvrditi MIC.

Znanstvene studije koje isticu antimikrobnu aktivnost lista kupine su brojne, no jako je
mali broj literaturnih podataka o antimikrobnoj aktivnosti lista kupine na patogene
mikroorganizme 1 samo je nekoliko studija koje daju uvid u ucinak ekstrakta lista

kupine na najcesc¢e uzro¢nike kvarenja hrane.
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Denev i sur. (47) su istrazivali antimikrobno djelovanje ekstrakata Sest ljekovitih
biljaka, ukljucujuci i list kupine, prema nekoliko bakterijskih vrsta: E. coli, S. aureus, L.
monocytogenes, Salmonella sp., Salmonella enterica, P. vulgaris, P. aeruginosa, K.
pneumoniae i gljiviCandida albicans. Ekstrakt lista kupine pokazao je antimikrobno
djelovanje prema svim ispitivanim mikroorganizmima, uz nesto slabiju aktivnost prema
E. coli, Salmonella, L. monocytogenes te C. albicans, koje su nastavile rasti u njegovoj
prisutnosti. Ono Sto se posebno izdvaja u ovoj studiji je Cinjenica da niti jedan od
koriStenih ekstrakata, pa tako ni ekstrakt lista kupine, nije smanjio rast L.

monocytogenes ispod 50% pocetnog broja zivih stanica.

Paczkowska-Walendowska i sur (19) su dokazali visoku antimikrobnu aktivnost
ekstrakta lista kupine prema E. coli i Candida spp. Krzepilko i sur (21) su u svom
istrazivanju metodom disk-difuzije ispitali antimikrobno djelovanje ekstrakata lisnih
pupoljaka maline, kupine i njihovih hibrida prema Enterobacter aerogenes, E. coli, E.
faecalis, S. aureus, Salmonella. enterica i Serratia marcescens. Svi kori$teni ekstrakti,
pa i ekstrakt lisnih pupoljaka kupine, pokazali su vrlo dobro antimikrobno djelovanje
prema E. faecalis i S. aureus. Ekstrakti su pokazali slab u¢inak prema E. aerogenes, dok

su E. coli, S. enterica i S. marcescens bile otporne na istrazivane ekstrakte.

Ferlemi i Lamari (48) su u svom radu dali pregled znanstvenih studija koje su se bavile
liS¢em kupine, a veéina njih je pokazala da liS¢e kupine pokazuje bolju antimikrobnu
aktivnost od samog ploda prema patogenim vrstama, kao Sto su E. coli, S. aureus,

Salmonella typhi, B. subtilis itd.

Jako male koncentracije pojedinih fenolnih spojeva i/ili ekstrakta lista kupine koje su
koriStene u ovom radu mogu biti razlog slabe interakcijske aktivnosti. Takoder postoje
brojne kombinacije i omjeri koji se mogu primijeniti u daljnjem testiranju kako bi se
utvrdilo moze li dodatak fenolne komponente biljnom ekstraktu pozitivno utjecati na
biolosku aktivnost smjese. Pregledom dostupne literature moze se zakljuciti da ekstrakt
lista kupine posjeduje antimikrobna svojstva, no njegov interakcijski uc¢inak s fenolima
je nedovoljno ispitan, te su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se potvrdili rezultati

dobiveni u ovom radu.

22



4. ZAKLJUCAK

Na osnovu provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata utvrdeno je:

» Za ekstrakt lista kupine potvrdene su niske MIC vrijednosti (0,63 mg/mL) i
dobro baktericidno djelovanje (MBC 1,25 mg/mL) prema S. aureus.

» Binarne smjese ekstrakta lista kupine i odabranih fenolnih spojeva pokazale su
bolju antimikrobnu aktivnost prema G (+) vrstama u usporedbi s G (-).

» Sve smjese su pokazale indiferentnu interakciju, osim smjese ekstrakta lista
kupine i oleuropeina, koja je pokazala sinergisticko djelovanje prema L.
monocytogenes (MIC = 1,25+0,31 te FICI 0,5).
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