Utjecaj ekstrakata aromatskog bilja Dalmacije na
patogene bakterije iz hrane zivotinjskog podrijetla

Klanac, Lucija

Master's thesis / Diplomski rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Veterinary Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Veterinarski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:178:260461

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Veterinary Medicine -
Repository of PHD, master's thesis

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:178:260461
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.vef.unizg.hr
https://repozitorij.vef.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/vef:681
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/vef:681
https://dabar.srce.hr/islandora/object/vef:681

SVEUCILISTE U ZAGREBU
VETERINARSKI FAKULTET

Lucija Klanac

UTJECAJ EKSTRAKATA AROMATSKOG BILJA DALMACIJE NA
PATOGENE BAKTERIJE IZ HRANE ZIVOTINJSKOG PODRIJETLA

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, 2021.



VETERINARSKI FAKULTET SVEUCILISTA U ZAGREBU
ZAVOD ZA HIGIUENU, TEHNOLOGIJU I SIGURNOT HRANE

Predstojnk:

Izv. prof. dr. sc. Nevijo Zdolec

Mentor:

Izv. prof. dr. sc. Nevijo Zdolec

Clanovi povjerenstva:

Prof. dr. sc. Vesna Dobrani¢

Prof. dr. sc. Zeljka Cvrtila

Izv. prof. dr. sc. Nevijo Zdolec

Prof. dr. sc. Lidija Kozacinski (zamjena)

el o

*Qvaj diplomski rad izraden je u okviru projekta K.K.01.2.2.03.0017, CEKOM 3LJ financiran
iz Fonda za regionalni razvoj EU.



ZAHVALA

Zahvalu primarno dugujem svome mentoru izv. prof. dr. sc. Neviju Zdolecu koji je
svojim znanjem i strpljenjem izradu ovog diplomskog rada uc¢inio bezbolnom.

Takoder Zelim zahvaliti Zavodu za higijenu, tehnologiju i sigurnost hrane i Zavodu za
javno zdravstvo Zadar, koji su svojim angazmanom omogucili nastajanje ovog rada.

Zahvaljujem se prijateljima, a posebno mojim curama Ivani, Sari i Josipi koje su ovih
Sest godina ispunile smijehom i zabavom.

Veliko hvala dugujem svojoj obitelji, primarno svojoj sestri i bratu koji su prozivljavali
sa mnom svaku suzu i svaki smijeh, te me svojim postojanjem ucinili osobom kakva jesam.

Posebno se zahvaljujem svojim roditeljima ¢iji su mi ponos i podrska konstantni
suputnik kroz Zivot.

HVALA VAM SVIMA!



POPIS PRILOGA

Popis slika

Slika 1. Bosiljak

Slika 2. Kadulja

Slika 3. Lavanda

Slika 4. Ruzmarin

Slika 5. Smilje

Slika 6. Ekstrakcija u Soxhlet aparatu
Slika 7. Filtracija

Slika 8. Rotacijski evaporator

Slika 9. Alkoholni ekstrakti

Slika 10. Bakterijske kulture

Slika 11. Raspored diskova natopljenih ekstraktima bilja na petrijevoj zdjelici

Slika 12. Raspored diskova natopljenih razli¢itim koncentracijama ekstrakta na petrijevoj
zdjelici

Slika 13. Prikaz zona inhibicije rasta indikatorskih bakterija primjenom alkoholnih ekstrakata
biljaka

Popis tablica

Tablica 1. Promjeri inhibicije rasta bakterija oko diskova natopljenih alkoholnim ekstraktima
(19. lipnja 2020.)

Tablica 2. Promjeri inhibicije rasta bakterija oko diskova natopljenih alkoholnim ekstraktima
(25. rujna 2020.)



SADRZAJ:

1. UVOD 1
2. PREGLED REZULTATA DOSADASNIJIH ISTRAZIVANJA 2
2.1. Aromatsko i ljekovito bilje Dalmacije -2

2.2. Bosiljak (Ocimum basilicum L.) 2

2.3. Kadulja (Salvia officinalis) 3

2.4. Lavanda (Lavandula officinalis) 4

2.5. Ruzmarin (Rosemarinus officinalis L.) 5

2.6. Smilje (Helichrysum italicum) 6

2.7. Ekstrakcija 8

2.8. Antimikrobni uc¢inak aromatskog i ljekovitog bilja 9

2.9. Primjena biljnih ekstrakata u proizvodnji hrane 13

3. MATERIJALI I METODE 14
3.1 Ekstrakcija i maceracija 14

3.1.1. Uljni ekstrakti 14

3.1.2. Alkoholni ekstrakti 15

3.2. Priprema indikatorskih bakterija 17

3.3 Ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata (alkoholni i uljni ekstrakti) ---- 18

3.4. Odredivanje MIC (minimum inhibitory concentration) ekstrakata ------------- 18

4. REZULTATI 20
5. RASPRAVA 23
6. ZAKLJUCAK 25
7. LITERATURA 26
8. SAZETAK --- 33
9. SUMMARY 34

10. ZIVOTOPIS

35



1. UVOD

Svojstva aromatskog i ljekovitog bilja dugo su poznata ljudima te se ono koristi u razne
svrhe. Upotreba ovih biljaka zbog njihova ljekovitog ucinka i zastitne uloge poznata je na
podrucju Srednjeg Istoka i do 5000 godina prije nove ere (PICCAGLIA 1 sur., 1993.). Snaga
ljekovitog bilja opisivana je takoder i u grckoj i rimskoj literaturi, dok je za vrijeme srednjeg
vijeka aromatsko i ljekovito bilje bilo promatrano kroz praznovjerje, pa su ga ljudi smatrali
¢udotvornim i1 misticnim (PAHLOW, 1989.). U posljednje vrijeme ljudi sve ¢eS¢e posezu za
biljkama u svrhu lijecenja unato¢ suvremenoj medicini, a znanje o koriStenju bilja u svrhu

lije¢enja prenosilo se usmenom i pismenom predajom (ORLIC, 2015.).

Biljke koristene u ovom diplomskom radu su bosiljak, kadulja, lavanda, ruzmarin i
smilje. ORLIC (2015.) u svom radu navodi stanja u kojima ljudi s podru¢ja Krka koriste ovo
bilje. Lavandu koriste za smirenje, kod gr¢eva i migrena ili za tjeranje insekata. Ruzmarin je
upotrebljavan za jacanje kostiju i zglobova, bolesti bubrega i jetre, te za cirkulaciju. Kadulju
ljudi koriste kao aperitiv, kod upala desni i grla, te kao antiseptik. U svom radu CRNIC (2016.)
navodi da se bosiljak koristi kod gihta, upala bubrega i mokraénog mjehura. MUCALO (2015.)
navodi da se macerat od smilja u Hrvatskoj koristio kod oste¢enja koze ili tromboze vena na
nogama. Osim tradicionalnog koristenja ovog bilja mnogim istrazivanjima dokazalo se da ove

biljke imaju i jaki antimikrobni u¢inak, te da mogu djelovati kao antioksidansi.

U ovom diplomskom radu istraZeni su ekstrakti navedenih biljaka u smislu sposobnosti
inhibicije rasta patogenih bakterija izoliranih iz hrane Zzivotinjskog podrijetla. Cilj je ovog
istrazivanja bio odrediti antimikrobni potencijal odabranog sezonskog aromati¢nog i ljekovitog
bilja s podru¢ja Dalmacije, te pretpostaviti njegovu mogucu upotrebu u prehrambenim

proizvodima zivotinjskog podrijetla u svrhu produljenja odrzivosti hrane i zastite zdravlja ljudi.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Aromatsko i ljekovito bilje Dalmacije

U ljekovite biljke ubrajaju se one biljne vrste koje u sebi sadrze jednu ili vise aktivnih
tvari koje imaju ljekovita svojstva te se mogu upotrijebiti za terapiju ili za sintezu farmakoloskih
pripravaka. Aromatskim biljkama se smatraju one vrste koje u jednom ili viSe svojih dijelova
sadrze tvar specificnog mirisa ili okusa, te se takve biljke ve¢inom koriste u proizvodnji hrane
kao zacini, u kozmetickoj industriji, stvaranju mirisa i sl. Na podru¢ju Republike Hrvatske
nalazi se viSe od 500 biljaka cija se ljekovita svojstva mogu koristiti, a od prilike 160 do 170

vrsta su autohtone vrste s nagih prostora (SILJES i sur., 1992.).
2.2. Bosiljak (Ocimum basilicum L.)

Bosiljak je biljka roda Ocimum koji je dio porodice Lamiaceae. Biljke ovog roda mogu
se naci po cijelom svijetu, a najveéi broj vrsta nalazi se u Africi. Najpoznatije vrste iz roda
Ocimum su O. basilicum ili tajlandski bosiljak, O. gratissimum ili africki boiljak 1 O.
tenuiflorum koji se jo§ naziva i sveti bosiljak (DZOYEM i sur., 2017.). Bosiljak moZe rasti u
razli¢itim klimama i na razli¢itim tlima, no najviSe mu odgovara tlo sa dobrom drenazom.
Odgovaraju mu vlazni uvjeti sa viSim temperaturama i duljim danima, tako da najbolje

napreduje u tropskim i sub-tropskim klimama (PUSHPANGADAN i GEORGE, 2012.).

Bosiljak je biljka sa srednje razvijenim korijenom i razgranatom, zeljastom stabiljikom
koja je visoka do 60 cm. Ima nasuprotne, zelene, mekane listove koji su oblika jajeta. Rubovi
listova mogu biti ravni, no najcesce su nazubljeni. Cvat se sastoji od 17 do 18 bijelih do svijetlo
ruzicastih sitnih cvjeti¢a koji se nalaze na vrhu stabljike. Bosiljak sadrzi etericna ulja vitamin
B1, vitamin C i karotin. Etericno ulje se sastoji od metilkavikola, estragola i eugenola koji je

zasluzan za karakteristi¢an miris i okus bosiljka (SILJES i sur., 1992.).

Najcesc¢a uporaba bosiljka u dana$nje vrijeme je u obliku zacina ili kao hrana (salate od
listova, sjemenke i sl.). No, osim toga koriSten je i u tradicionalnoj medicini kao Sto su
Ayurveda, tradicionalna kineska i africka medicina kod poremecaja u probavnom traktu, upala
ili kaslja. Prilikom raznih istrazivanja, vrste iz roda Ocimum pokazale su protuupalna i

analgetska svojstva (DZOYEM i sur., 2017.).



Slika 1. Bosiljak

2.3. Kadulja (Salvia officinalis)

Kadulja spada u rod Salvia iz prorodice Labiatae, te potjeCe s Mediterana. To je
grmolika biljka koja se moze javiti u jednogodiSnjem, no ¢esce u viSegodisnjem obliku. Listovi
su joj ovalni s ravnim rubovima i sivozelene boje. Cvjetovi kadulje ljubicaste su boje i nalaze
se u nakupinama od 2-10, a moguce, iako rijetko, i do 40 cvjetova (ALTINDAL i ALTINDAL,
2016.).

Najcesce se koristi u obliku etericnog ulja koje upotrebljava u farmaceutskoj,
kozmetickoj 1 prehrambenoj industriji zbog svojih ljekovitih i zacinskih svojstava. Od kadulje
se radi i ¢aj koji sluzi kao otopina za ispiranje i dezinfekciju usta, te kao oblog za rane. Ova je
biljka takoder upotrebljavana za zaustavljanje krvarenja i smanjivanje znojenja, no vece
koli¢ine konzumirane kadulje mogu dovesti do poremecaja vitalnih organa, npr. zatajenja srca,
pa se njezina upotreba ne preporucuje bez lije¢nickog nadzora zbog snaznog utjecaja koje ima
na unutarnje organe. Eteri¢no ulje se nalazi u svim djelovima kadulje osim u korijenu.
Najznacajnije tvari koje se nalaze u etericnom ulju su tujon 1,8-cineol, kamfor i borneol

(SILJES i sur., 1992.).



Kadulja je koristena kroz stoljeca u raznim kulturama zbog njezinih ljekovitih svojstava.
Upotrebljavala se u grckoj i kineskoj tradicionalnoj medicini, te u Ayurvedi (SCHOLEY i sur.,
2011.).

Slika 2. Kadulja

2.4. Lavanda (Lavandula officinalis)

Lavanda je biljka roda Lavandula iz porodice Laminaceae. Ona se prirodno nalazi na
zapadnom dijelu Sredozemlja, no uzgaja se na podrucju cijele Europe. Uz uzgoj prave lavande,
bitan je uzgoj hibridne lavande (Lavandula hybrida) Cije se eteri¢no ulje koristi u izradi sapuna.
L. officinalis raste do 1700 m nadmorske visine, dok hibridna lavanda raste na podru¢jima od
700 do 1000 m nadmorske visine. Lavanda se uzgaja se plantazno, no koristi se i kao ukrasna
biljka. Sluzi kao dobra pasa za pcele, a s obzirom na to da nema velikih zahtjeva po pitanju tla

njezin je uzgoj vrlo ekonomidan (SILJES i sur., 1992.).

Lavanda je grm polukuglastog oblika koji naraste do 60 cm u visinu i do 120cm u $irinu.
Stabljike koje nose cvat karakteristi¢ne ljubicasto-plave boje su jednostavne. Listovi su sivo-
zeleni, nasuprotni, sa dla¢icama na nali¢ju i ravnih rubova. Grm hibridne lavande je gus¢i i veci
od grma prave lavande sa razgranatijim cvijetnim stabljikama. Promjer hibridne lavande moze

do¢i i do 150 cm, a njezina visina i do 1 m. Listovi su zelene boje i imaju manje dlacica.



Lavandu osim izgleda karakterizira i specifi¢an, jaki miris koji dolazi od eteri¢nog ulja koje se

nalazi u samom cvijetu (SILJES i sur., 1992.).

Najvaznije tvari u etericnom ulju lavande su linalol i linalilacetat. Ostale tvari koje se
mogu naéi u eteri¢cnom ulju su 1,8-cineol, borneol, citonelal, kamfor, geranid i dr. Eteri¢no ulje
lavande najcesce se koristi u proizvodnji parfema ili kolonjske vode. No osim aromati¢nih,
lavanda ima i ljekovita svojstva, pa tako djeluje smirujuc¢e kod migrena ili neuralgija, smanjuje

gréeve i ubrzava cijeljenje rana (SILJES i sur., 1992.).

Slika 3. Lavanda

2.5. Ruzmarin (Rosemarinus officinalis L.)

Ruzmarin (Rosemarinus officinalis L.) spada u porodicu Laminaceae. To je biljka koja
raste endemski na podrucjiu Mediterana, i tamo se uzgaja od davnina. Javlja se u viSegodi$njem
zimzelenom obliku koji cvjetati poc¢inje u kasno proljece, a cvjeta kroz cijelo ljeto (SIMON i

sur, 1984.).

Ruzmarin je biljka koja raste u obliku grma. Ima male, izduZene, iglicaste listi¢e kojima
je nalicje bijelksto, a lice tamno zelene boje, te su prisuti kroz cijelu godinu. Tokom cvjetanja
na grmu se pojavljuju cvjetici koji su najcesc¢e plave boje, no moguci su sojevi sa bijelim ili
rozim cvjetovima (SIMON i sur., 1984.). Cvjetic¢i su aromaticni pa su zbog toga jako privlacni

pcelama, koje su oprasivaci. Ruzmarin je prili¢no rezistentan na biljne bolesti i Steto¢ine, no u
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vlaznim klimama moguca su gljivicna oboljenja biljke (ENCYCLOPAEDIA BRITANNICA
{EB}, 2020.).

U drevnim vremenima smatralo se da ruzmarin pobolj$ava memoriju, a u narodu je bio
simbol sje¢anja i vjernosti. U tradicionalnoj medicini bio je koriSten kao aromati¢ni satojak u
tonicima i mastima (EB, 2020.). Listi¢i ruzmarina koriste se kao zacini u kulinarstvu, a ulje
dobiveno iz lis¢a i cvijetnih izdanaka se koristi u medicini i farmaceutskoj industriji (HYDE
BAILEY, 1976.). Eteri¢no ulje ruzmarina sadrZi terpene i kamfor, te je ono glavna aktivna tvar
ove biljke. Osim toga ruzmarin jos sadrzi i glikozide, saponin i kolin koji pridonose povisenju
krvnog tlaka (MILENKOVICS, 2005.). U istrazivanju oksidativne stabilnosti kojeg je izvodio
CORDEIRO i sur. (2013.) utvrdeno je da ruzmarin ima veéu ucinkovitost kao antioksidans od

nekih sintetskih antioksidansa, pa tako ruzmarin predstavlja njihov prirodni izvor.

Slika 4. Ruzmarin

2.6. Smilje (Helichrysum italicum)

Smilje je biljka iz roda Helichrysum porodice Asteraceae. Smilje je poznato od davnih
dana. Grcei su ga koristili za lijeCenje rana, a zbog svoga izgleda, mirisa i ljekovitih svojstava

bilo je opjevano u raznim narodnim pjesmama. Smilje je biljka koja se moze nac¢i u umjerenim



i subtropskim podru¢jima (SODIC, 2016.). Raste na podruéju Male Azije, juzne Europe i
sjeverozapadne Afrike (MUCALO, 2015.). Odgovaraju mu suha i kamenita podrucja, pa se
tako u Hrvatskoj moze na¢i diljem Jadranske obale. Raste na nadmorskim visinama od 0 do

2200 m. (SODIC, 2016.).

To je viSegodiS$nja biljka koja raste u obliku grma visine do 40cm. Ima razgranatu
stabljiku koja je pri dnu biljke drvenasta i ¢vrste zelenkasto sive listove koji su posuti dlacicama.
Listi¢i su iljasti i uski, a na dnu stabljike oblikuju rozetu (SODIC, 2016.). Cvat koji se nalazi
na vrhovima stabljika oblikuje Stit koji moze biti promjera do 8 cm. Cvijeti¢i su mali, cjevasti

i zlatnozute boje, a smilje cvate u razdoblju od travnja do srpnja (MUCALO, 2015.).

Smilje se kroz povijest koristilo kao diuretik, kod urinarnih poremecaja, i$ijasa, zmijskih
ugriza (QUUER, 1993.). Koristilo se, takoder, zbog njegovih antiupalnih svojstava i za
sprijeCavanje grusanja krvi. Za vrijeme renesanse zabiljeZzeno je da se smilje koristilo u
sprije¢avanju nervoze i histerije (LOURENS i sur., 2008.). Za vrijeme epidemije Spanjolske
gripe smilje je koriSteno kao baktericid i osvjezivaC zraka. Ono se i danas koristi u
tradicionalnoj medicini. NajviSe se iskoriStavaju cvijetovi i listovi, a koriste se kod poremecaja
kao Sto su kasalj, prehlade, alergije, koZzna, Zu¢na i jetrena oboljenja (MUCALO, 2015.).
Eteri¢no ulje smilja sadrzi spojeve od kojih je a-pinen u najveéoj koncentraciji. Osim njega
sadrzi i neril-acetat, 2-metilcikloheksil-pentanoat, a-cedren, kariofilen, limonen, nerol i dr.

(MUCALO, 2015.).

Slika 5. Smilje



2.7. Ekstrakcija

U farmakoloskom smislu ekstrakcija je odvajanje medicinski aktivnih tvari iz biljke ili
zivotinje koriste¢i otapala. Prilikom ekstrakcije odvajaju se topivi metaboliti biljke od

netopivih, balastnih tvari (HANDA, 2008.).

Da bi ekstrakcija bila uspjesna vrlo je bitan odabir otapala, koji se treba temeljiti na
njegovoj polarnosti, kao i na polarnosti tvari koja se zeli ekstrahirati. Otapala koja se mogu
koristiti u ekstrakciji su voda, etanol, metanol, aceton, etil-acetat, biljna ulja i n-heksan. Voda
je otapalo koje ima veliku polarnost, dok je n-heksan otpalo koje je vrlo slabo polarno. Neka
otapala kao §to su metanol i aceton su izrazito toksi¢na, tako da se ona ne koriste kao dio
konacnog ekstrakta, ve¢ samo kao meduproizvod. Farmakopeja otapala razvrstava u nekoliko
kategorija ovisno o njihovoj toksi¢nosti. Otapala prve kategotije su ona otapala koja bi se
trebala u potpunosti izbjegavati. U tu skupinu spadaju aromatska (benzen) i halogena otapala
(tetraklormetan). U drugu kategoriju spadaju toksicna otapala koja imaju svoje grani¢ne
vrijednosti, a ograniena su na dva nacina. Prvi nacin je propisana grani¢na vrijednost za
dnevnu dozu, a drugi je granic¢na vrijednost u kona¢nom proizvodu (ekstraktu). Treca kategorija
otapala ima vecu dozvoljenu grani¢nu vrijednost i tu spadaju otapala s niskom toksi¢nosti kao
Sto je npr. etanol, dok za Cetvrtu kategoriju otapala ne postoji grani¢na vrijednost, no ona se

vecinom ne koriste u proizvodnji biljnih ekstrakata (PLANTAGEA, 2020.).

Metoda ekstrakcije moze biti razli¢ita ovisno o situaciji i ekonomskoj izvedivosti.
Metode koje se mogu koristiti su maceracija, infuzija, digestija, dekokcija (prokuhavanje),

perkolacija, vru¢a kontinuirana ekstrakcija u Soxhlet aparatu, i dr. (HANDA, 2008.).

Maceracija je proces u kojem su sirova biljka i otapalo stavljeni u zatvorenu posudu i
ostavljeni najmanje 3 dana uz povremeno muckanje. Nakon odredenog vremena sadrzaj posude
se profiltrira, a ostatak biljke iscijedi. Nakon toga moguce je provesti filtraciju ili dekantaciju

kako bi otopina dobila bistrinu (HANDA, 2008.).

Infuzija se izvodi na nacin da se sirova biljka prelije vru¢om ili hladnom vodom, te se
pusti da kratkotrajno odstoji. Na ovaj se na¢in u ekstraktu se dobivaju lako topive tvari iz biljke

(HANDA, 2008.).

Digestija je u sustini proces maceracije uz dodatak topline. Na taj nacin se povecava

ucinkovitost otapala u izvlacenju aktivnih tvari iz biljke (HANDA, 2008.).



Dekokcija je metoda koja je dobra za ekstrakciju termostabilnih spojeva koji u dobro
topivi u vodi. U ovom se procesu sirova biljka stavlja u odredenu koli¢inu vode i ostavlja se da
prokuha odredeni vremenski period. Tokom ekstrakcije dio vode ispari, pa se dobije
koncentrirani ekstrakt koji se potom profiltrira i koristi ili se moZe i dalje preradivati (HANDA,

2008.).

Perkolacija je tehnika koja je najcesc¢e koriStena kod ekstrakcije tinktura i tekuéih
ekstrakata. Za ovu metodu se koristi perkolator koji je zapravo ravna cijev oblika stoSca s
otvorima na obje strane. Biljka od koje se Zeli napraviti ekstrakt se treba navlaziti odredenom
koli¢inom odabranog otapala, te se ostavlja u zatvorenom perkolatoru do 4 sata. Nakon toga u
perkolator se doda jo$ biljne mase i otapala na nacin da perkolator bude napunjen biljkama
iznad kojih se moze vidjeti tanak sloj otapala, te se ostavlja 24 sata da odstoji. Nakon 24 sata
donji ispust perkolatora se otvori, a otapalo s otopljenim aktivnim tvarima se pusti da lagano
kapa. Ostatak biljaka u perkolatoru se iscjedi, te se ta teku¢ina doda dobivenom ekstraktu, kojeg

je potrebno profiltrirati (HANDA, 2008.).

Vruca kontinuirana ekstrakcija je postupak koji se izvodi u Soxhlet aparatu. Prednost
ove metode je koriStenje vrlo male koli¢ine otapala. Smrvljena biljka stavlja se u propusni tuljak
koji se onda smijesta u komoricu Soxhlet aparata iznad koje se nalazi hladilo. Ispod komorice
stavlja se tikvica s odabranim otapalom koje se zagrijava, isparava, zatim kondenzira iznad
tuljka s biljkom, te kapa po njoj izvlaceci aktivne tvari iz same biljke. Nakon sto se tekuéina u
komorici napuni do odredene razine, prelijeva se ponovno u tikvicu s otapalom, te se proces

ponavlja (HANDA, 2008.).

2.8. Antimikrobni uc¢inak aromatskog i ljekovitog bilja

U posljednje vrijeme potraznja za biljem je porasla zbog toga Sto se one smatraju
prirodnim i sigurnim proizvodima. Aromatsko i ljekovito bilje koriSteno je od davnih vremena
u narodnoj medicini i kao konzervansi u hrani. Aromatske biljke sadrze vise aktivnih tvari koje
posjeduju antimikrobna, antifungalna, antiparazitarna, protuupalna i druga svojstva, a

najpoznatije takve biljke potjecu s Mediterana (CHRISTAKI, 2012.).

Nakon zabrane koristenja antibiotika u prehrani zivotinja u zemljama Europske Unije
2006. godine, porastao je interes za biljke 1 zacine koji bi se mogli koristiti zbog svojih

antimikrobnih i antikokcidijalnih svojstava (BARTON, 1999.; GREATHEAD, 2003.).



Antmikrobna svojstva naj¢es¢e su vezana za esencijalna ulja tih biljaka (SVOBODA i sur.,
1999.; GIANNENAS i KYRIAZAKIS, 2009.). Trentno se ova esencijalna ulja koriste se u
prehrambenoj industriji u svrhu sprije¢avanja kvarenja hrane, produzivanja roka trajanja, a
mogu se koristiti i za umanjivanje nuspojava koriStenja kemijskih konzervansa (SHARAFI,

2010.).

Proveden je niz istrazivanja o antimikrobnim svojstvima bosiljka. U istrazivanju
MOGHADDAM i sur. (2011.) uzeta su dva uzorka bosiljka u periodu cvijetanja i to u
vremenskom razmaku od 10 dana, a oba uzorka su pokazala antimikrobna svojstva i to pretezno
za Gram-negativne bakterije, dok je istrazivanje koje je proveo PRASAD i sur. (1986.)
pokazalo ve¢i u€inak na Gram-pozitivne bakterije. ADIGUZEL i sur. (2005.) navode da
bosiljek nije pokazao antifungalnu aktivnost, ali je djelovao protiv kvasaca roda Candida, a
takoder je imao i antibakterijski efekt. U ovom je istrazivanju takoder navedeno da je aktivnost
bosiljka ovisila i o otapalu s kojim je proizveden ekstrakt, tako da je ekstrakt pripravljen s
heksanom imao $iri spektar djelovanja u usporedbi s ekstraktom pripravljenim s metanolom,
dok ekstrakti pripravljeni s etanolom nisu pokazali u¢inak. U istrazivanju koje je proveo KAYA
i sur. (2008.) dokazano je da bosiljak ima antibakterijsku aktivnost i to na nacin da degenerira
stani¢nu stijenku, te tako uzrokuje lizu bakterije. Takoder SILVA 1 sur. (2016.) ispitivali su
sinergijsko djelovanje ekstrakta bosiljka sa postoje¢im standardnim antibioticima, te je tim
istrazivanjem dokazano da ekstrakt bosiljka moZe pojadati djelovanje antibiotika. BEATOVIC
i sur. (2015.) navode da bosiljak ima i jak antifungalni i antioksidativni u¢inak, te da je linalol,
jedna od dominantnih tvari u biljci bosiljka, zasluzan za njegovu cjelokupnu antimikrobnu

aktivnost.

Mnoga istrazivanja o kadulji pokazala su njezinu iznimnu antimikrobnu i
antioksidativnu aktivnost. ALBAYRAK i sur. (2013.) navode da kadulja, uz ostale pripadnike
roda Laminaceae, moze biti koriStena u sprijeCavanju organske deterioracije u hrani. Dokazano
je da kadulja ima jak bakteriostatski i baktericidni u¢inak (LONGARAY DELAMARE, 2007.).
POP i sur. (2013.) isticu kako etericno ulje kadulje ima jak antibakterijski ucinak na bakterije
kao S§to su Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, te da je zapazeno i virucidno djelovanje na Herpesvirus simplex. Istrazivanje koje je
proveo FARAHPOUR i sur. (2020.) pokazalo je da kadulja ubrzava i zacjeljivanje rana na
nacin da je inhibirala kolonizaciju rane bakterijama, potakla angiogenezu i migraciju
fibroblasta, ubrzala sintezu kolagena i ponovnu epitelizaciju i ubrzala proliferaciju stanica. U

posljednje vrijeme provedeno je viSe istrazivanja o u¢inku kadulje gdje su osim tradicionalne
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upotrebe pronadena i nova svojstva kadulje kao Sto su antimikrobna, antikancerogena,
antiinflamatorna, antinociceptivna svojstva, a dokazan je i njen ucinak protiv demencije
(GHORBANI, 2017.) Kadulja je takoder prepoznata i kao biljka koja ima jak ucinak kod
pacijenata koji boluju od dijabetesa. Nakon uzimanja kadulje, kolesterol i Se¢er u krvi koji je
mjeren 2 sata nakon jela su bili drasticno smanjeni u istrazivanju koje je preoveo

BEHRADMANESH i sur. (2013.).

U danasnje vrijeme lavanda se uglavnom koristi u aromaterapiji ili masazama zbog
svojeg snaznog mirisa koje potice relaksaciju. 1993. godine u Irskoj provedena su istrazivanja
gdje se pokazalo da mjeSavina esencijalnih ulja aromati¢nog bilja, medu kojima je bila i
lavanda, potpomaze san kod starijih ljudi (GRAHAM, 1995.). Dokazano je da lavanda takoder
ima i u€inak u suzbijanju akutne i kroni¢ne boli (CHING, 1999.) U istrazivanju koje je proveo
ALTAETI (2012.) ispitivao se ucinak ulja lavande na rekurentne ulcerozne afte, te se pokazalo
da lavanda olakSava bol, smanjuje veli¢inu afte, te ubrzava njezino cijeljenje. U istrazivanju
BULFON i sur. (2014.), lavanda je uz ostale pripadnike roda Labiateae pokazala antimikrobnu
sposobnost, te je svojim jakim baktericidnim ucinkom djelovala na Gram-pozitivne i Gram-
negativne bakterije. NELSON (1997.) je proveo istrazivanje u kojem je zakljucio da lavanda
djeluje baktericidno i bakteriostatski protiv rezistentnih sojeva bakterija kao §to je MRSA. U
viSe istrazivanja potvrdeno je i antifungalno djelovanje lavande. LARRONDO 1 sur. (1995.)
zakljuéili su da lavanda usporava sporulaciju gljivica, a rast 7. mentagrophytes potpuno
inhibira. IstraZivanje koje je proveo ADAM i sur. (1998.) pokazalo je jaki fungistatski i
fungicidni ucinak ekstrakta lavande, dok je lavanda u istrazivanju PERRUCCI i sur. (1994.)
pokazala fungistatski ucinak samo u visokim dozama. Lavanda se moze koristiti i kao
insekticid, a u istrazivanju HINK i LIBERATTI (1988.) je pokazala da ima snazan ucinak protiv
buha kod macaka. Takoder lavanda se moze koristiti kao angioprotektant, ekspektorans,
spazmolitik glatkog miSicja, sedativ, anksiolitik, analgetik, antioksidans i dr. (CHU i KEMPER,
2001.).

Napravljen je velik broj istrazivanja u kojima su ispitivana svojstva ruzmarina. Vecina
njih se doti¢e njegove antimikrobne i antioksidativne sposobnosti. GOUVEIA i sur. (2016.)
proveli su istrazivanje o ucinku esencijalnih ulja u hrani, gdje je ruzmarinovo antimikrobno
djelovanje na L. monocytogenes trajalo do 14 dana. EMAEL i sur. (2020.) proveli su
istrazivanje o u¢inku esencijalnih ulja na skupinu bakterija koje induciraju stvaranje akni, kao
Sto su Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis i Cutibacterium acnes. Ulje

ruzmarina je pokazalo jak antibakterijski ucinak, te se smatra da bi mogao biti dobra zamjena
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antibioticima u borbi protiv akni. Istrazivanje koje su proveli SIENKIEWICZ i sur. (2013.)
pokazalo je da ekstrakt ruzmarina ima antibakterijski uc¢inak protiv svih klinickih sojeva E.coli.
Aktivne tvari u ekstraktu ruzmarina interferiraju sa stanicnom membranom bakterija, remete
transport elektrona i uzrokuju gubitak stani¢nih elemenata (FUNG i sur., 1977.). NIETO 1 sur.
(2018.) u svom radu navode da antioksidativna i antimikrobna svojstva ruzmarina ovise o
stadiju cvijetanja biljke, vrsti ekstrakta, nacinu ekstrakcije, prisutnosti tvari koje djeluju
sinergisticki ili inhibitorno na aktivne tvari, koncentraciji ekstrakta i sl. ALTINIER i sur.
(2007.) proveli su istrazivanje na miSevima u kojem se pokazalo da ruzmarin ima protuupalnu
sposobnost koja ovisi o apliciranoj dozi ekstrakta. Ruzmarin je u istrazivanju koje su proveli
KONTOGIANNI 1 sur. (2013.) pokazao antikancerogena svojstva. Osim svog jakog
citotoksi¢nog djelovanja, pokazao je i izrazitu antioksidativnu sposobnost, $to u isto vrijeme

uniStava stanice karcinoma 1 Stiti zdrave stanice domacina.

Smilje je u mnogim istraZivanjima pokazalo razne sposobnosti. U istrazivanju koje je
provela MALENICA STAVER i sur. (2018.) ispitivan je antimikrobni u¢inak smilja. Ekstrakt
je pokazao umjeren uc€inak na bakterije roda Acinetobacter, dok slabije djeluje na Gram-
pozitivne S. aureus i S. epidermidis, te C. albicans. U ovom istrazivanju ekstrakt nije pokazao
ucinak protiv E.coli i P. aeruginosa koje su Gram-negativne. Osim antimikrobne sposobnosti
proucavano je i njegovo antiproliferativno djelovanje. Antiproliferativna aktivnost esencijalnog
ulja smilja posebno je bila uocljiva na Hela i MCF-7 stani¢nim linijama na kojima je inducirala
apoptozu, dok je na stanicnoj liniji MIA PaCa2 potakla starenje stanica i njihovu nekrozu.
NOSTRO 1 sur. (2001.) u svom istrazivanju ispitivali su utjecaj smilja na Staphylococcus
aureus 1to na MRSA 1 MSSA izolate. U ovom je istrazivanju smilje pokazalo inhibitorni u¢inak
na bakterije. Ekstrakt smilja remetio je rast bakterija, povecavao permeabilnost njihove
membrane i interferirao s enzimima bakterija kao §to su DNA-za, koagulaza, termonukleaza i
lipaza. Neka istrazivanja dokazala su insekticidni u¢inak smilja iako se u narodu koristio kao
repelent za vanjske parazite kod zivotinja (BARBER i sur., 2005., RIVIERA i sur., 2008.).
NajceS¢e proucavano svojstvo smilja je njegovo protuupalno djelovanje. U in vivo
istrazivanjima pri topikalnoj aplikaciji smilje je djelovalo na ucinkovitije zarastanje rana, a
pokazalo se dobro i u zastiti koze (VIEGAS i sur., 2013.). BAUER i sur. (2011.) istrazivali su
svojstva arzanola, jedne od aktivnih tvari smilja, te su dosli do zakljucka da arzanol djeluje
inhibitorno na sintezu medijatora upale, te na taj nacin djeluje protuupalno. U istrazivanju koje
je proveo APPENDINO i sur. (2007.) dokazano je antiviralno djelovanje arzanola koji je

inhibirao sintezu HIV-1.
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2.9. Primjena biljnih ekstrakata u proizvodnji hrane

Primjena biljaka i njihovih ekstrakata koristi se sve viSe i u proizvodnji hrane
zivotinjskog podrijetla. Osim svojih zastitnih i antimikrobnih svojstava pozeljno je i zbog svoga
doprinosa u vidu pobolj$anja mirisa i okusa hrane, te njezinog izgleda. SOJIC i sur. (2018.)
navode da se dodavanjem esencijalnog ulja ili ekstrakta kadulje u proizvodnju kobasica od
svinjskog mesa poboljsala senzorna svojstva kobasica, a primje¢ena su i antioksidativna i

antimikrobna svojstva kadulje koja povecavaju sigurnost i stabilnost kobasica.

GAMMARIELLO i sur. (2008.) dodavali su kadulju, zajedno sa limunom i timijanom
u Fior di Latte sir i dokazali da se smanjuje broj bakterija kvarenja i produzuje rok trajanja sira,
bez utjecaja na korisne mikroorganizme. Esencijalna ulja ruzmarina i origana pokazala su se
dobra u sprijeCavanju lipidne oksidacije i fermentacije u siru kojem je baza bila krem sir
(OLMEDO i sur. 2013.) HALA i sur. (2010.) dodavali su ekstrakt ruzmarina u meki sir i
zabiljezili da se tekstura i izgled sira nisu znacajno promijenili, ali da je ekstrakt povecao
antioksidativnu aktivnost u siru, koju je pasterizacija dodatno pojac¢ala. BOUTOIAL i sur.
(2013.) napravili su istrazivanje u kojem su koze uzgajane za mlijeko bile hranjene ruzmarinom,
a mlijeko koje se dobilo pokazalo se zdravije i tehnoloski pogodnije za stvaranje sira. RIBEIRO
i sur. (2016.) stavljali su slobodne i mikroinkapsulirane oblike ruzmarina u zrnati sir, gdje je
ruzmarin djelovao kao antioksidans, dok nutritivna vrijednost sira nije narusena. Ruzmarin,
takoder, sprijecava razvoj bakterija iz roda Clostridium (MORO i sur. 2015). Mnogi sirevi
tradicionalno se proizvode sa dodatkom zacinskog bilja koje osim S§to poboljsava senzoricka
svojstva sira djeluje i antimikrobno i antioksidativno. SwissAlp Panorama i SwissAlp Bellevue
sirevi koji se proizvode u Svicarskoj sadrze za¢ine kao §to su kadulja, bosiljak, origiano, timijan
i perSen. U Hrvatskoj se tradicionalno proizvodi krcki sir u koji se u fazi zrenja dodaju zacini
kao $to su ruzmarin, smilje, kadulja i list oraha (JOSIPOVIC i sur. 2016.). U mekom buffalo
siru sa dodatkom esencijalnog ulja bosiljka sprijeCen je razvoj kvasaca i plijesni, te potaknut
rast starter kultura, a senzoricka svojstva sira su poboljsana (ABBAS i sur. 2018.). Bosiljak u
sirevima pokazuje antioksidativnu aktivnost i antimikrobni potencijal (CAROCHO 1 sur.

2016.).
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3. MATERIJALI Il METODE

3.1 Ekstrakcija i maceracija

Za potrebe ovog diplomskog rada odabrani su alkoholni i uljni ekstrakti. Uljni ekstrakti
dobiveni su postupkom maceracije u kuc¢anstvu, dok je za dobivanje alkoholnih ekstrakata bio
koristen Soxhlet aparat na odjelu ekologije Zavoda za javno zdravstvo Zadar, te se na njemu

provodila vruca kontinuirana ekstrakcija. Svi uzorci biljaka uzeti su iz vlastitog dvorista.
3.1.1. Uljni ekstrakti

Za macerat bosiljka uzeti su usitnjeni svjezi listovi. Biljka je stavljena u staklenku
volumena 500 ml do njezine polovice, te prelivena suncokretovim uljem. Nakon zatvaranja i
oznacavanja staklenke, staklenka je stavljena na sunce, te ostavljena Cetiri tjedna uz povremeno
muckanje. Nakon cetiri tjedna sadrzaj staklenke procijeden je kroz gazu, te ostavljen u tamnoj

bocici na hladnom mjestu.

Za uljni ekstrakt kadulje uzeto je liS¢e koje je bilo nasjeckano i ostavljeno da se potpuno
osusi na suncu. Nakon usitnjavanja i susenja lis¢e je stavljeno u staklenku volumena 500 ml.
Koli¢ina biljke u staklenci je bila do polovice njezinog ukupnog volumena. Potom je staklenka
napunjena suncokretovim uljem do vrha, dobro zatvorena, oznacena i postavljena na sunce gdje
je stajala mjesec dana uz svakodnevno protresanje. Nakon mjesec dana maceracije sadrzaj je

procijeden kroz gazu, te pohranjen u tamnu bocicu.

Za uljni ekstrakt lavande koristili su se samo cvijetovi koji su prethodno bili kratko
prosuseni na suncu. Cvijetovi su potom rahlo poslozeni u staklenku volumena 500 ml, te je
staklenka napunjena suncokretovim uljem do 2 prsta iznad razine cvijetova. Staklenka je
zatvorena, oznacena i ostavljena na suncu tri tjedna uz mjesanje 2-3 puta tjedno. Nakon tri

tjedna macerat je procijeden kroz gazu te smjesten na hladno mjesto u tamnoj bocici.

Od ruzmarina su za njegov uljni ekstrakt uzeti njegovi iglicasti listi¢i koji su prije toga
osuseni na suncu. Listi¢ima je napunjena polovina staklenke volumena 500 ml nakon ¢ega je u
staklenku uliveno suncokretovo ulje do vrha. Staklenka je dobro zatvorena, oznacena i ostvljena
na suncu cetrdeset pet dana, uz svakodnevno protresanje. Nakon Cetrdeset pet dana sadrzaj je

procijeden kroz gazu i pohranjen u tamnoj boc¢ici na hladnom mjestu.
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Za pripravljanje uljnog ekstrakta smilja koriSteni su samo njegovi svjezi cvjetici.
Cyjeti¢i su rahlo poslozeni u staklenku volumena 500 ml, preliveni suncokretovim uljem do
vrha staklenke, te nakon zatvaranja i oznac¢avanja staklenke ostavljeni na suncu dvadeset jedan
dan uz mjesanje nekoliko puta tjedno. Nakon dvadeset jednog dana sadrzaj staklenke je

procijeden kroz gazu i ostavljen na hladnom mjestu u tamnoj bocici.
3.1.2. Alkoholni ekstrakti

Pripravljanje alkoholnih ekstrakata izvodilo se u vremenskom periodu od 08.06.2020.
do 12.06.2020. Za dobivanje ovih ekstrakata koriSten je Soxhlet aparat. Sve biljke su prethodno
usitnjene i posuSene na suncu. Nakon susenja od svake biljke uzeto je 30g koji su podjeljeni u
4 tuljka. Svaki tuljak smjesten je u svoju komoricu Soxhlet aparata. Ispod komorica postavljene
su tikvice sa 150 ml 70% etanola zagrijavanog na 80°C. Iznad komorica u kojima su tuljci sa
osusenim biljkama nalaze se hladila u kojima se ispareni etanol kondenzira. Nakon
kondenzacije etanol kapa po tuljku sa osusenom biljkom, te se skuplja u komorici. Kada
koli¢ina etanola dosegne odredenu razinu u komorici on se prelijeva natrag u tikvicu, te
ponovno isparava. Ekstrakcija je nastavljena dok etanol koji se skuplja u komorici nije postao

potpuno proziran.

Slika 6. Ekstrakcija u Soxhlet aparatu
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Nakon toga, tikvice s nakupljenim alkoholnim ekstraktom skinute su sa Soxhlet aparata

i filtrirane kroz filter papir.

Slika 7. Filtracija

Dobivena tekuéina je stavljena na uparavanje na rotacijskom evaporatoru, gdje je
temperatura kupelji bila 27°C. Tlak u evaporatoru je postavljen na 58 mbar, a rotacija se
odvijala brzinom od 40 okretaja u minuti. Nakon uparavanja ekstrakti su ponovno profiltrirani,

jos jednom stavljeni na rotacijski evaporator, te su uparavani do koli¢ine od 120 ml.

Slika 8. Rotacijski evaporator

Nakon toga obavljena je jos jedna filtracija, te su ekstrakti pohranjeni na hladno mjesto

u tamnim boc¢icama.
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Slika 9. Alkoholni ekstrakti
3.2. Priprema indikatorskih bakterija

Antimikrobni ucinak ekstrakata testiran je prema bakterijskim izolatima iz kolekcije
Zavoda za higijenu, tehnologiju i sigurnost hrane Veterinarskog fakuleta u Zagrebu, i to Cetiri
soja bakterije Salmonella Infantis (iz mesa peradi), ermA+ Staphylococcus haemolyticus 231
(Veterinary Research Institute, Brno, Ceska), ermC+ Staphylococcus haemolyticus 422
(Veterinary Research Institute, Brno, Ceska), Staphylococcus aureus (iz mlijeka), Yersinia
enterocolitica (biotip 4, serotip O:3), Listeria innocua i L. innocua ATCC 33090, Listeria
welshimeri, Listeria ivanovii ATCC 19111, Listeria monocytogenes NCTC 10527 i L.
monocytogenes ATCC 7644. Sojevi su namnazani 24 h (37/30 °C) u teku¢im hranilistima
ovisno o bakterijskoj vrsti: Salmonella Infantis u puferiranoj peptonskoj vodi (Merck,
Darmstadt, Njemacka), Y. enterocolitica u pepton sorbitol zuénom bujonu (Sigma Aldrich, St.
Louis, SAD), a stafilokoki i Listeria spp. u mozdano-sr¢anom bujonu (Biolife, Milano, Italija).

Potom su precijepljene na selektivne hranjive podloge (slika 10).

Slika 10. Bakterijske kulture
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3.3. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata (alkoholni i wuljni

ekstrakti)

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti biljnih ekstrakata provedeno je disk difuzijskim
postupkom, u dva navrata, u lipnju i rujnu 2020. godine. Otopina indikatorskih bakterija
pripremljena je u sterilnoj destiliranoj vodi do gusto¢e 0,5 McFarlanda (Densimat, bioMerieux,
Francuska). Otopina stanica je potom nanoSena troslojno u tri smjera na povrSinu Muller-

Hinton agara (Bio-Rad, Hercules, SAD).

Nakon nasadivanja bakterija pripravljani su sterilni diskovi (6 mm) koji su natopljeni
ekstraktima. Na svaku petrijevu zdjelicu postavljeno je Sest diskova, od kojih je svaki bio
natopljen u svoj ekstrakt. Pet diskova smjesteni su periferno dok je centralno bio smjesten disk
natopljen nadtalogom kulture E. faecalis EF-101 koja sintetizira bakteriocin. Diskovi su
smijestani abecednim redoslijedom u smjeru kazaljke na satu. Nakon toga petrijeve zdjelice su

poklopljene i stavljene na inkubaciju 24 sata na 37°C.

Slika 11. Raspored diskova natopljenih ekstraktima bilja na petrijevoj zdjelici

3.4. Odredivanje MIC (minimum inhibitory concentration) ekstrakata

Za pripremanje razrijedenja ekstrakata koristile su se miktotitracijeske plo¢ice. U prvu

jazicu stavljeno je 100 ul ekstrakta. U sljedeée jazice stavljeno je po 50 ul destilirane vode. 1z
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prve jazice s ekstraktom preneseno je 50 ul ekstrakta u drugu, iz druge je ponovno preneseno
50 ul u trecu, te se tim slijedom nastavilo do jedanaeste jaZice u kojoj je razrijedenje bilo

1/1024. Razrijedeni ekstrakti iz jazica nakapani su na diskove koji su poslagani na petrijeve

zdjelice na kojima je prije toga nasadena kultura bakterija, te su petrijeve zdjelice stavljene na

inkubaciju 24 sata na 37°C.

Slika 12. Raspored diskova natopljenih razli¢itim koncentracijama ekstrakta na petrijevoj zdjelici
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4. REZULTATI

Rezultati djelovanja alkoholnih ekstrakata prema indikatorskim bakterijama prikazani

su u tablici 1.

Tablica 1. Promjeri (mm) inhibicije rasta bakterija oko diskova natopljenih alkoholnim

ekstraktima (19. lipnja 2020.)

Bosiljak

Kadulja

Lavanda

RuZmarin

Smilje

Enterocin

Salmonella Infantis 78

9mm

Salmonella Infantis 186

Salmonella Infantis 81

Salmonella Infantis 94

7mm

Staphylococcus
haemolyticus 422

8mm

18mm

13mm

24mm

Staphylococcus
haemolyticus 231

12mm

19mm

9mm

24mm

28mm

Stapylococcus aureus

19mm

22mm

11mm

20mm

36mm

Yersinia enterocolitica
4:03

10mm

14mm

10mm

13mm

Listeria innocua

Listeria welshimeri

Tmm

Listeria ivanovii ATCC
19111

Listeria innocua ATCC
33090

Tmm

Listeria monocytogenes
NCTC 10527

Tmm

10mm

Listeria monocytogenes
ATCC 7644

Rezultati su procjenjivani mjerenjem zone inhibicije rasta bakterija oko diska

natopljenog ekstraktom. Alkoholni ekstrakti pokazali su dobru sposobnost inhibicije rasta

bakterija. OcCitavanje rezultata djelovanja uljnih ekstrakata izvodilo se dana 24. lipnja 2020., no

nakon inkubacije uljni ekstrakti nisu pokazali djelovanje na indikatorske bakterije.

Dana 24. rujna 2020. pristupilo se ocitavanju rezultata mjerenja MIC-a alkoholnih

ekstrakata. Ekstrakti nisu pokazali djelovanje nakon razrijedivanja, pa je zbog sumnje na

gubitak svojstava ekstrakata ponovljena disk difuzijska metoda s koncentriranim oblicima.
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Nakon nasadivanja bakterija, postavljanja diskova natopljenih alkoholnim ekstraktima i

inkubacije od 24 sata na 37 °C, ocitavani su rezultati.

Tablica 2. Promjeri inhibicije rasta bakterija oko diskova natopljenih alkoholnim ekstraktima

(25. rujna 2020.)

Bosiljak

Kadulja

Lavanda

RuZmarin

Smilje

Salmonella Infantis 78

Salmonella Infantis 186

Salmonella Infantis &1

Salmonella Infantis 94

Staphylococcus
haemolyticus 422

13mm

9mm

22mm

Staphylococcus
haemolyticus 231

9mm

6mm

23mm

Stapylococcus aureus

14mm

10mm

23mm

Yersinia enterocolitica
4:03

Listeria innocua

Listeria welshimeri

Listeria ivanovii ATCC
19111

Listeria innocua ATCC
33090

Listeria monocytogenes
NCTC 10527

Listeria monocytogenes
ATCC 7644

Nakon ponovljenog testa alkoholni ekstrakti kadulje, ruzmarina i smija pokazali su

smanjenu mogucénost inhibicije rasta bakterija, dok su alkoholni ekstrakti bosiljka i lavande

potpuno izgubili djelovanje na sve indikatorske bakterije.

21




Slika 13. Prikaz zona inhibicije rasta indikatorskih bakterija primjenom alkoholnih ekstrakata
biljaka
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5. RASPRAVA

U ovom radu alkoholni ekstrakti pokazali su jace djelovanje na indikatorske bakterije
od uljnih ekstrakata. Najosjetjivije bakterije bile su iz roda Staphylococcus i Yersinia

enterocolitica.

Bosiljak je najbolje djelovao na stafilokoke $to je sukladno s rezultatima istrazivanja
PRASADA i sur. (1986.) gdje je bosiljak pokazao bolje djelovanje protiv Gram-pozitivnih
bakterija. No, osim stafilokoka osjetljiva na bosiljak pokazala se i bakterija Y. enterocolitica,
Sto je sukladno s rezultatima istrazivanja koje su proveli MOGHADDAM i sur. (2011.).
HOSSAIN i sur. (2010.) u svom istrazivanju navode da ekstrakt bosiljka djeluje na Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
mimicus 1 Salmonella typhi, no u ovom istrazivanju bosiljak je pokazao djelovanje samo na

stafilokoke i bakteriju Y. enterocolitica.

U ovom istrazivanju na ekstrakt kadulje pokazale su se osjetljivima bakterije Sa/monella
Infantis 94, ermC+ Staphylococcus haemolyticus 422, ermA+ Staphylococcus haemolyticus
231, S. aureus i Y. enterocolitica. U radu koji su proveli MOSAFA 1 sur (2013.) koriStene
bakterije bile su S. aureus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa i Klebsiella pneumoniae, a
najosjetljivija na ekstrakt kadulje bila je bakterija S. aureus, $to je sukladno rezultatima u ovom

istrazivanju (najSira zona inhibicije od 22 mm).

Alkoholni ekstrakt lavande pokazao je najslabiji u¢inak, te je djelovao stvaranjem zone
inhibicije rasta samo na bakterije ermA+ Staphylococcus haemolyticus 231, i to zonom
promjera od 9 mm, na S. aureus zonom promjera 11 mm, te na L. monocytogenes NCTC 10527
zonom pomjera od 7 mm. ROLLER i sur. (2009.) su primjenom ekstrakta lavande utvrdili
inhibicijsko djelovanje prema meticilin rezistentnom i meticilin osjetljivom soju S. aureus, sa

zonom inhibicije rasta od 8-30 mm §to je sukladno rezultatima u ovom istrazivanju.

Ekstrakt ruzmarina pokazao je djelovanje na najveci broj bakterija. Djelovao je na
bakterije Salmonella Infantis 78, ermC+ Staphylococcus haemolyticus 422, ermA+
Staphylococcus haemolyticus 231, S. aureus, Y. enterocolitica, L. welshimeri i L. innocua
ATCC 33090. U istrazivanju koje su provli GOUVEIA i sur. (2016.) dokazano je djelovanje
ruzmarina na bakteriju L. monocytogenes, Sto u ovom radu nije utvrdeno. Sukladno s
istrazivanjem ISSABEAGLOO i suradnika (2012.), ovim radom dokazana je osjetljivost

Staphylococcus spp. na ekstrakt ruZmarina.
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Najsiru zonu inhibicije imao je ekstrakt smilja i to na rezistentne bakterije ermC+
Staphylococcus haemolyticus 422 (24 mm), ermA+ Staphylococcus haemolyticus 231 (28 mm),
te S. aureus (36 mm). Zona inhibicije rasta bakterije Y. enterocolitica iznosila je 13 mm. Najsiri
promjer zone inhibicije bio je, dakle, kod bakterije S. aureus, §to je sukladno rezultatima

istrazivanja koje je provela STOJCEVIC (2015.).

Ponavljanjem testiranja ucinkovitosti alkoholnih ekstrakata biljaka nakon 90 dana
(ryjan, 2020.) utvrdena je njihova smanjena aktivnost. Alkoholni ekstrakt bosiljka nije djelovao
ni na jednu indikatorsku bakteriju, za razliku od prvog testiranja. Ekstrakt kadulje inhibirao je
rast bakterija manjim intenzitetom (smanjena zona inhibicije), a na bakteriju S. Infantis 94 nije
imao nikakav ucinak. Lavanda kao ni bosiljak nije stvorila zonu inhibicije ni kod jedne
bakterijske kulture. Djelovanje ruzmarina u ponovljenom testiranju bilo je vidljivo samo kod
bakterija iz roda Staphylococcus 1 to smanjenom zonom inhibicije rasta bakterija u usporedbi
sa rezultatima u lipnju 2020. Smilje je u rujnu ponovno pokazalo najs$iru zonu inhibicije od svih
ekstrakata, no manju od one koja je bila vidljiva u lipnju. U ponovljenom testiranju pojavila se
inhibicija bakterije L. welshimeri primjenom ekstrakata kadulje i smilja, Sto nije bio slucaj u
pocetnom testiranju. Razlozi ove naknadne aktivnosti prema tom soju trebaju se detaljnije

istraziti ponovljenim ispitivanjima.
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6. ZAKLJUCAK

Aromatsko i ljekovito bilje Dalmacije pokazalo je sposobnost inhibicije rasta nekih
indikatorskih patogenih bakterija. Djelovanje na najveci broj bakterija pokazao je ekstrakt
ruzmarina dok je najjace djelovalo smilje. S obzirom na razliku u rezultatima dobivenim u
lipnju 1 rujnu nije isklju¢eno da ektrakti stajanjem gube sposobnost inhibicije rasta bakterija.
Uz to Sto se ove biljke ve¢ koriste kao zacini, njihovo dodavanje u hranu moglo bi biti od

znacaja u vidu poboljSavanja mikrobioloSke ispravnosti hrane i produljivanja roka trajanja.
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8. SAZETAK

U ovom diplomskom radu cilj je bio istraziti antimikrobni potencijal alkoholnih i uljnih
ekstrakata sezonskog ljekovitog i aromati¢nog bilja s podru¢ja Dalmacije - bosiljka, kadulje,
lavande, ruzmarina i smilja. Antimikrobni potencijal procijenjen je disk difuzijskim testom
prema patogenim bakterijama znacajnima u sigurnosti hrane: Salmonella Infantis, ermA-+
Staphylococcus haemolyticus, ermC+ Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus aureus,
Yersinia enterocolitica, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria ivanovii 1 Listeria
monocytogenes. Uljni ekstrakti nisu uzrokovali inhibiciju rasta, dok su alkoholni ekstrakti
Y. enterocolitica koji su bili inhibirani svim ekstraktima. Ekstrakt ruzmarina je inhibirao najSiri
spektar, odnosno sedam indikatorskih bakterija, a najmanje lavanda, njih troje. Ekstrakt smilja
je pokazao najsnazniju inhibicijsku aktivnost u vidu najSirih zona inhibicije prema ermA+
Staphylococcus haemolyticus, ermC+ Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus aureus.
Nakon tri mjeseca pohrane, antimikrobnu aktivnost, iako oslabljenu, zadrzali su ekstrakti

kadulje, ruzmarina i smilja.

Kljuéne rijeci: aromatsko i ljekovito bilje, antimikrobna aktivnost, patogene bakterije iz hrane
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9. SUMMARY

THE EFFECT OF DALMATIAN AROMATIC HERBS EXTRACTS ON PATHOGENIC
BACTERIA FROM FOOD OF ANIMAL ORIGIN

In this work, the aim was to investigate the antimicrobial potential of alcoholic and oil extracts
of seasonal medicinal and aromatic plants from Dalmatia - basil, sage, lavender, rosemary and
immortelle. Antimicrobial potential was evaluated by disk diffusion test against pathogenic
bacteria important for food safety: Salmonella Infantis, ermA+ Staphylococcus haemolyticus,
ermC+ Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, Listeria
innocua, Listeria welshimeri, Listeria ivanovii and Listeria monocytogenes. Oil extracts caused
no growth inhibition while alcoholic extracts showed effect on nine of the 14 strains tested.
Staphylococci and Y. enterocolitica, which were inhibited by all extracts, were found to be the
most sensitive. Rosemary extract inhibited the broadest spectrum, i.e. seven indicator bacteria,
and lavender the least, i.e. three of them. Immortelle extract showed the strongest inhibitory
activity in terms of broadest zones of inhibition toward ermA + Staphylococcus haemolyticus,
ermC + Staphylococcus haemolyticus and Staphylococcus aureus. After three months of
storage, the antimicrobial activity, although impaired, of sage, rosemary and immortelle

extracts was maintained.

Kljucne rijeci: aromatic herbs, antimicrobial activity, foodborne pathogens
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