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·  Ispitati antimikrobnu aktivnost za� inskog bilja na patogenog uzro� nika kvarenja 

hrane, Enterococcus faecalis korištenjem metode difuzije u ja�icama i metodom 
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ispitivanih ekstrakata za� inskog bilja. 

  



�

SA�ETAK  

 

Zbog pove� anja broja oboljenja uzrokovanih patogenim mikroorganizmima prisutnim u 

hrani dolazi do sve ve� e zabrinutosti potroša� a oko njene sigurnosti. Zahtjevi za sigurnom 

i kvalitetnom hranom rastu kao i briga zbog uporabe kemikalija i sintetskih konzervansa 

koji se koriste kako bi inhibirali rast patogena. Navedeni problemi i zahtjevi potroša� a 

pove� ali su potrebu za primjenom alternativnih metoda za o� uvanje kvalitete hrane, pa 

tako hrana pripremljena i o� uvana prirodnim aditivima postaje sve popularnija. 

Kemijski sastav za� ina je kompleksan i svaki obi� no ima neki specifi� an i dominantan 

sastojak koji pridonosi aromi proizvoda i/ili antimikrobnom i antioksidacijskom 

djelovanju samog za� ina. Upravo iz tog razloga je dokazano da pojedini za� ini imaju 

antimikrobni u� inak prema nizu patogenih bakterija koje mogu uzrokovati kvarenje 

hrane. Smatra se da jedne od glavnih komponenta u za� inima odgovorne za njihovo 

antioksidacijsko i antimikrobno djelovanje su fenolni spojevi. U ovom radu ispitana je 

antimikrobna aktivnost odabranih vrsta za� inskog bilja na patogenog uzro� nika kvarenja 

hrane, Enterococcus faecalis. Analiza je provedena na šesnaest (16) razli� itih za� inskih 

biljaka, dok su analize provedene korištenjem dviju razli� itih metoda: metodom difuzije 

u ja�icama (engl. Well diffusion method) te metodom odre� ivanja minimalne inhibitorne 

koncentracije (engl. Minimal inhibitory concentration, MIC). Dobiveni rezultati ukazuju 

na dobra antiomikrobna svojstva nekoliko za� inskih biljaka od kojih se posebno isti� e 

� ešnjak s niskom MIC vrijednosti (35,89 mg GAE/L) i dobrom inhibicijskom aktivnosti 

(> 15 mm). 

 

Klju � ne rije� i:  za� insko bilje, patogeni mikroorganizmi, fenolni spojevi, antimikrobna 

aktivnost 
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SUMMMARY 

 

 

�
The increasing number of diseases caused by foodborne pathogens has led to increasing 

consumer concerns about food safety. Demands for safe and quality food are growing, as 

are concerns about the use of chemicals and synthetic preservatives that inhibit the growth 

of pathogens. These problems and consumer preferences have increased need for using 

alternative methods of food preservation. Thus, food prepared and processed by the 

addition of natural additives is becoming more popular. 

The chemical composition of spices is complex and each spice usually has some specific 

and dominant compound that contributes to the aroma of the product and/or its 

antimicrobial and antioxidant activity. Therefore it has been proven that some spices have 

an antimicrobial effect against a number of foodeborne pathogenic bacteria. One of the 

main components in spices responsible for their antioxidant and antimicrobial activity are 

phenolic compounds. This study aimed to investigate the antimicrobial activity of 

selected spices on a pathogenic food spoilage organism, Enterococcus faecalis. The 

analysis was carried out using sixteen (16) different spices, and the analyses were carried 

out using two different methods: the well diffusion method and minimum inhibitory 

concentration method (MIC). The obtained results indicate good antimicrobal properties 

of several spices especially garlic which showed low MIC value (35.89 mg GAE / L) and 

good inhibitory activity (> 15 mm). 

 

 

Keywords: spices, foodborne pathogens, phenolic compunds, antimicrobal activity 
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UVOD 

�
Poznato je da hrana zbog svog kemijskog sastava predstavlja pogodan medij za rast i 

razmno�avanje mikroorganizama, a kao posljedica toga dolazi do kvarenje hrane. 

Kvarenje i gubitak kvalitete hrane mo�e biti uzrokovan kemijskim (oksidativna u�eglost, 

gubitak boje, Maillardove reakcije), fizi� kim (kretanje vlage, promjena u teksturi, 

isparavanje spojeva okusa niske molekularne mase,ošte� enja uzrokovana 

smrzavanjem/odmrzavanjem), enzimskim (lipoliti� ka u�eglost, proteoliza, reakcije 

enzimskog posme� ivanja) i mikrobiološkim (kvarenje hrane i trovanje hranom) 

reakcijama. Kontrolom navedenih reakcija mo�emo djelotvorno o� uvati hranu, a gubitak 

kvalitete mo�e se sprije� iti ili reducirati primjenom niza tehnika, uklju� uju� i upotrebu 

aditiva (antioksidansi, konzervansi), koji ometaju oksidativne kemijske reakcije i 

sprje� avaju ili odga� aju rast mikroorganizama (bakteriostatski). Kao antioksidansi i 

antimikrobna sredstva � esto se primjenjuju sintetski aditivi. Me� utim, budu� i da se 

uporaba aditiva gleda sa sumnjom zbog njihove potencijalne toksi� nosti, potroša� i sve 

više izbjegavaju hranu prera� enu korištenjem aditiva kemijskog (sintetskog) podrijetla. 

Upravo iz tog razloga proizvo� a� i hrane nastoje smanjiti uporabu sintetskih aditiva iz 

prehrambenih proizvoda ili ih zamijeniti "prirodnim" i "zdravim" dodacima koji � e 

odr�ati ili � ak produljiti rok trajanja proizvoda te dati funkcionalnu komponentu hrani. 

Interes za mogu� om primjenom prirodnih dodataka u hrani, bilo da se sprije� i rast 

patogena koji se prenose hranom ili da se odgodi njeno oksidativno kvarenje, sve je ve� i. 

Pri tome se posebna pa�nja posve� uje ljekovitim i za� inskim biljkama kao bogatim 

izvorima fenolnih spojeva, osobito polifenola, kojima je osim antioksidacijskog u� inka 

dokazana i antimikrobna aktivnost što ih � ini pogodnim izborom. 

Stoga, cilj ovog rada bio je ispitati antimikrobnu aktivnost odabranih ekstrakata za� inskog 

bilja na patogenog uzro� nika kvarenja hrane, Enterococcus faecalis primjenom razli� itih 

antimikrobnih metoda. 
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1.OP� I DIO  

�

1.1. Povijest za� inskog bilja  

�
Ljekovito i za� insko bilje stolje� ima je igralo bitnu ulogu u tradicionalnoj medicini i 

kulinarstvu, a  njihovo korištenje mo�e se pratiti još od drevnih Egip� ana. Ovi prirodni 

sastojci posjeduju mnoge kvalitete zbog kojih su korišteni za zaštitu zdravlja i o� uvanje 

namirnica. Prva dokumentirana upotreba za� ina datira još iz doba Starog Egipta, gdje su 

se luk i � ešnjak koristili za o� uvanje zdravlja radnika, a cimet za balzamiranje. Mnogi od 

glasovitih istra�iva� a kao što su Vasco da Gama, Cristofor Colombo i Marco Polo donijeli 

su egzoti� ne za� ine sa svojih putovanja u nove zemlje. Prva kulinarska upotreba za� ina 

bila je u svrhu o� uvanje mesa od antimikrobnog kvarenja (1). 

Potreba za o� uvanjem hrane u davnim vremenima bila je u cijelosti potaknuta prirodnim 

� imbenicima, ali su kasnije uklju� eni i oni civilizacijski. Sve ve� i broj stanovništva 

po� inje �ivjeti u gradovima gdje nema mogu� nosti proizvodnje vlastite hrane, a tako� er 

�eli u�ivati u hrani i specijalitetima iz dalekih zemalja. Svi ovi � imbenici su imali utjecaj 

na o� uvanje fizikalnih i nutritivnih svojstava namirnice (2). 

Za� ini danas igraju va�nu ulogu u proizvodnji hrane jer su u stanju maskirati redukciju 

soli, smanjiti korištenje umjetnih aroma, osiguravaju prirodnu boju hrane te djeluju kao 

prirodni antioksidansi.  

 

 
 

Slika 1. Povijest i trgovina za� ina (3) 
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1.2. Potreba za konzerviranjem hrane 

�

Iako je konzerviranje hrane doseglo visoki standard, koli� ine pokvarene hrane još uvijek 

su zapanjuju� e. Unato�  modernim poboljšanjima u tehnologiji proizvodnje hrane, 

distribucije, higijenskih standarda i obrazovanja potroša� a tijekom posljednjih nekoliko 

desetlje� a, sigurnost hrane je još uvijek va�an problem javnog zdravstva zbog velikog 

broja infekcija porijeklom iz hrane. Procjenjuje se da svake godine oko 600 milijuna ljudi, 

odnosno svaki deseti stanovnik Zemlje, oboli od neke bolesti koja se prenosi hranom (2). 

Reakcije koje uzrokuju kvarenje i gubitak kvalitete namirnica mogu biti fizi� ke, 

enzimske, kemijske ili mikrobiološke. Od svih tih reakcija, mikrobiološke su najva�nije 

zbog nekoliko razloga. Prvenstveno s ekonomskog stajališta, mikroorganizmi su glavni 

uzroci ogromnih gubitaka u primarnoj poljoprivrednoj proizvodnji diljem svijeta. 

Procjenjuje se da se oko jedne � etvrtine ukupne svjetske proizvedene hrane izgubi zbog 

aktivnosti mikroorganizama. Sa stajališta sigurnosti potroša� a, neki od mikroorganizama 

koji su kontaminanti hrane uzrokuju niz bolesti trovanja hranom, uklju� uju� i i one opasne 

po �ivot (4). Drugim rije� ima, kvarenje i trovanje hranom od strane mikroorganizama je 

problem koji još nije pod odgovaraju� om kontrolom te stoga još uvijek postoji potreba 

da se rizik kvarenja hrane svede na najmanju mogu� u mjeru. 

Dostupne metode za smanjenje ili uklanjanje mikroorganizama prisutnih u hrani mogu se 

primijeniti u tri glavne faze tijekom procesa proizvodnje hrane: 

·  sprije� iti pristup mikroorganizama hrani;  

·  inaktivirati mikroorganizme prisutne u hrani i  

·  usporiti ili sprije� iti rast mikroorganizama u slu� aju da imaju pristup hrani i da se 

ne mogu inaktivirati.  

Upravo konzervansi koji se dodaju u hranu djeluju na tre� i navedeni na� in, uglavnom 

inhibicijom, iako neki i inaktiviraju i inhibiraju mikroorganizme (2).�
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1.3. Biološka aktivnost za� inskog bilja  

�

Za� ini su uobi� ajeni dodaci hrani koji se koriste kao arome, bojila, a sve � eš� e i kao 

konzervansi. Posebna va�nost za� inima pridaje se jer su bogati izvori bioaktivnih spojeva. 

Pojam bioaktivan, odnosno biološki aktivan, zna� i da spoj ima pozitivan u� inak na �ivot 

organizama, tkiva ili stanica.  

Bioaktivne molekule su prehrambene komponente koje igraju va�nu ulogu u razvoju, 

biokemijskim reakcijama i posjeduju dokazane zdravstvene u� inke. Nacionalni institut za 

zdravlje (engl. The National Institutes of Health) definira bioaktivne sastojke hrane kao 

konstituente hrane ili dodataka prehrani koji potje� u iz biljnih i �ivotinjskih izvora, a 

uklju� uju nenutritivne i nutritivne sastojke koji imaju dokazanu ulogu u prevenciji bolesti 

i o� uvanju zdravlja (4). 

Dokazano je da pojedini za� ini posjeduju antioksidacijski i antimikrobni u� inak. 

Prisutnost fenolnih spojeva u za� inskom bilju usko je povezana s njihovom 

antioksidacijskom i antimikrobnom aktivnoš� u (1). Antimikrobno i antioksidativno 

djelovanje za� ina je razli� ito, te ovisi o koncentraciji i vrsti prisutnih aktivnih komponenti 

(5). Aktivne komponente za� ina koje pokazuju antioksidativno djelovanje su fenolne 

kiseline, flavonoidi, prirodni pigmenti i terpeni, dok su ve� ina antimikrobnih sastojaka 

terpeni (karvakrol, � -pinen, p-cimen, timol, kamfor, eugenol, linalol i dr.), spojevi male 

molekularne mase i sna�nih lipofilnih svojstava, koji lako prolaze kroz stani� ne 

membrane (6). 

 

 

1.3.1. Antioksidacijski u� inak za� inskog bilja  

 

Antioksidansi, u širem smislu, su sve tvari koje mogu zaštititi materijale (ne samo hranu) 

od autooksidacije, bez obzira na mehanizam djelovanja. To� nije, ovi spojevi bi se mogli 

nazivati i inhibitorima oksidacije (2). 

Antioksidansi u hrani definirani su kao spojevi koji mogu odgoditi, usporiti ili sprije� iti 

autooksidacijske procese. Oni spre� avaju pojavu u�eglosti ili drugih ošte� enja hrane 

uslijed oksidacije te na taj na� in produljuju vijek trajanja namirnica (7). 
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1.3.1.1. Mehanizmi antioksidacijske aktivnosti  

 

Antioksidansi se razlikuju po kemijskoj strukturi i razli� itim mehanizmima djelovanja. 

Prema na� inu djelovanja, antioksidansi se dijele na primarne ili preventivne, sekundarne 

i tercijarne. Primarni ili preventivni antioksidansi sprje� avaju nastanak novih slobodnih 

radikala, sekundarni antioksidansi "hvataju" slobodne radikale i na taj na� in inhibiraju 

inicijaciju i prekidaju propagaciju, dok tercijarni antioksidansi obnavljaju i uklanjaju 

ošte� ene biomolekule koje nastaju u uvjetima oksidativnog stresa. Antioksidativni 

kapacitet za� ina se uglavnom pripisuje fenolnim spojevima (7). 

�

 

1.3.1.2. Prirodni antioksidansi  

 

Prema podrijetlu, antioksidansi se dijele na sintetske i prirodne antioksidanse. Prirodni 

antioksidansi u hrani mogu biti iz (a) endogenih spojeva u jednoj ili više komponenti 

hrane; (b) tvari nastale u reakcijama tijekom obrade hrane; i (c) prehrambeni aditivi 

izolirani iz prirodnih izvora. Gotovo sve biljke, mikroorganizmi, pa � ak i �ivotinjska tkiva 

sadr�e neku vrstu antioksidansa (7,8).  

Antioksidacijsko djelovanje za� ina ne ovisi samo o koncentraciji nego i vrsti prisutnih 

fenolnih spojeva. Tako npr. antioksidativni kapacitet fenolnih kiselina ovisi o broju i 

polo�aju -OH skupina pa su hidroksicimetne kiseline u� inkovitiji antioksidansi u odnosu 

na hidroksibenzojeve kiseline. Isto tako, antioksidativni kapacitet flavonoida ovisi o 

stupnju hidroksilacije i polo�aju hidroksilnih skupina u B prstenu, supstituciji 

hidroksilnih skupina u B prstenu s metoksi skupinama, prisustvu dvostruke veze u C 

prstenu te o stupnju polimerizacije (6).Op� enito, ako se analizira koncentracija ukupnih 

fenola i antioksidativni kapacitet za� ina po porodicama, biljne vrste iz porodice 

Lamiaceae predstavljaju zna� ajan izvor prirodnih antioksidanata. Ovoj porodici pripadaju 

ru�marin te brojne druge za� inske biljne vrste, kao origano, bosiljak, metvica, kadulja, 

ma�uran, timijan i maj� ina dušica. Sve one su bogate fenolnim spojevima i eteri� nim 

uljima te su poznate po svojim antioksidativnim i antimikrobnim svojstvima (2,6). 
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1.3. 2. Antimikrobni u� inak za� inskog bilja 

 

Antimikrobno djelovanje je drugi va�an aspekt o� uvanja hrane. Mikrobna aktivnost, 

primarni uzrok kvarenja mnogih namirnica, � esto je odgovorna za gubitak kvalitete i 

sigurnosti te skra� enje roka trajanja (9). 

Antimikrobna svojstva biljaka dokumentirana su i eksperimentalno potvr� ena ve�  krajem 

19. stolje� a. Istra�ivanja su pokazala da rast Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija 

te kvasaca mo�e biti inhibiran � ešnjakom, crvenim lukom, kaduljom, maj� inom dušicom, 

timijanom, cimetom i drugim za� inima. Glavne komponente s antimikrobnim u� inkom 

prona� ene u za� inima su fenolni spojevi, terpeni, alifatski alkoholi, aldehidi, ketoni, 

kiseline i izoflavonoidi, a kemijskom analizom niza za� inskih biljaka otkriveno je da 

glavni sastojci mnogih uklju� uju karvakrol, timol, eugenol i njihove prekursore (10). 

 

          a)        b)            c)  

 

Slika 2. Kemijske strukture: a) karvakrola; b) timola i c) eugenola (11,12,13) 

 

Op� enito, antimikrobna u� inkovitost pojedinih komponenata za� inskog bilja ovisi o 

njihovoj kemijskoj strukturi kao i koncentraciji u kojoj su prisutni. Prema tome, za� ini 

koji manifestiraju relativno visoke razine antimikrobnog u� inka mogu biti izvori 

komponenti koje inhibiraju rast patogenih mikroorganizama prisutnih u hrani (10).�
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1.3.2.1. Mehanizam antimikrobne aktivnosti  

 

To� an mehanizam antimikrobnog djelovanja nije sasvim jasan, a antimikrobno djelovanje 

bilja pripisuje se uglavnom eteri� nim uljima te nekim fenolnim spojevima. Najzna� ajniji 

sastojci eteri� nih ulja pripadaju grupi cikli� kih i ravnolan� anih terpenskih ugljikovodika, 

monoterpenskih alkohola te monoterpenskih aldehida. Njihov mehanizam djelovanja je 

razli� it. U biljnim ekstraktima i eteri� nim uljima prisutan je veliki broj razli� itih 

reaktivnih spojeva pa se antimikrobna aktivnost ne pripisuje samo jednom, specifi� nom 

mehanizmu, ve�  je u antioksidacijski u� inak uklju� eno njih nekoliko. Op� enito, 

antimikrobne tvari u vegetativnim bakterijskim stanicama mogu djelovati na stani� nu 

stjenku, citoplazmu ili citoplazmatsku membranu (14). U� inak fenolnih spojeva mo�e 

tako� er ovisiti i o koncentraciji prisutnog spoja. Pri niskoj koncentraciji, fenoli utje� u na 

aktivnost enzima, posebice onih povezanih s proizvodnjom energije, dok pri visokim 

koncentracijama, uzrokuju denaturaciju bjelan� evina. Antimikrobni u� inak fenolnih 

spojeva mo�e biti posljedica njihove sposobnosti mijenjanja propusnosti mikrobnih 

stanica, � ime se omogu� uje gubitak makromolekula iz unutrašnjosti (Na-glutamat, 

riboza). Fenoli tako� er mogu ometati membranske funkcije (prijenos elektrona, unos 

hranjivih tvari, proteina, sintezu nukleinskih kiselina i aktivnost enzima) i stupati u 

interakciju s membranskim proteinima, uzrokuju� i deformacije u njenoj strukturi i 

probleme u funkcionalnosti (15). 

 

 

 
1.3.3. Fenolni spojevi u za� inskim biljkama  

�

1.3.3.1. Klasifikacija fenola 

 

Fenoli su jedna od najve� ih skupina sekundarnih metabolita. Osnovna kemijska struktura 

fenola podrazumijeva jedan benzenski prsten koji posjeduje barem jednu hidroksilnu 

skupinu (-OH). Obuhva� aju jednostavne spojeve kao što su fenolne kiseline pa sve do 

velikih polimeriziranih spojeva poput kondenziranih tanina. Heterogenu skupinu fenola 

mo�emo najjednostavnije klasificirati na polifenole i jednostavne fenole (slika 3). 



	�
�

 

 
 

Slika 3. Klasifikacija fenolnih spojeva  

 

Polifenoli su slo�eniji fenolni spojevi koji posjeduju najmanje dvije fenolne podjedinice, 

dok oni jednostavni imaju samo jednu i nazivaju se monofenolima (16). Fenolni spojevi 

prisutni u za� inima su ve� inom polifenoli (2). 

U tablici 1 dan je pregled najzna� ajnijih fenolnih spojeva prisutan u razli� itim vrstama 

za� inskog bilja. Koncentracije spojeva nisu navedene budu� i da se znatno razlikuju 

ovisno o primijenjenoj metodi izolacije, o metodi identifikacije, te ovisno o dijelu biljke 

koji je analiziran, geneti� koj podvrsti, klimatskim uvjetima i sl.  

 

  

POLIFENOLI

FLAVONOIDI

flavonoli

flavoni

flavan-3-oli

antocijani
flavanoni

izoflavoni

NEFLAVONOIDI

fenolne kiseline

stilbeni
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Tablica 1. Pregled najzna� ajnijih fenolnih spojeva prisutnih u razli� itim vrstama 

za� inskog bilja (2,17,18) 
 

ZA� INI GLAVNI FENOLNI SPOJEVI 

Kadulja 

Fenolne kiseline: ru�marinska, kava, ferulinska, klorogenska, kumarinska,  

karnozolna kiselina; 

Flavonoidi: kvercetin, luteolin, apigenin, katehin 

Ru�marin 

Fenolne kiseline: ru�marinska, kava, ferulinska;  

Fenolni diterpeni: karnozolna kiselina, karnozol, karvakrol; 

Flavonoidi: luteolin, apigenin, naringinin; urosolna kiselina 

Limun Fenolne kiseline: kava, ferulinska, hidroksibenzojeva, kumarinska  

Kapula 
Fenolne kiseline: galna, ferulinska 

Flavonoidi: kvercetin, rutin, miricetin, kammpferol 

Koroma�  Flavonoidi: kvercetin, kempferol, rutin 

Peršin Fenolne kiseline: kava; Flavonoidi  

Kurkuma Fenolne kiseline: vanilinska, kalebin A, Vanilin, Kurkumin 

Celer 
Fenolne kiseline: kava, cinami� na, kumarinska, ferulinska  

Flavonoidi: apigenin, luteolin, kvercetin, kempferol 

Lovor Fenolni terpeni: Linalol, karvakrol, eugenol 

� ešnjak 
Fenolne kiseline: kava, ferulinska, p-kumarinska, vanilinska, p-

hidroksibenzojeva 

Papar Piperin, piperidin; Flavonoidi:  izokvercetin 

Maslina Fenolne kiseline: kava, kumarinska, ferulinska, siringinska, vanilinska  

Klin � i�  Fenolne kiseline: kava, ferulinska, elaginska; Salicilna 
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1.3.3.2. U� inak fenolnih komponenti na kvalitetu hrane  

 

Fenolni spojevi usko su povezani s prehrambenom i senzorskom kvalitetom hrane 

dobivene iz biljnih izvora. U niskim koncentracijama, fenoli mogu zaštititi hranu od 

oksidativnog propadanja. Kada su prisutni u velikim koli� inama, kao npr. antocijani onda 

su odgovorni za naran� astu, crvenu, plavu i/ili ljubi� astu boju. Nadalje, u visokim 

koncentracijama, oni ili njihovi oksidacijski produkti, mogu sudjelovati u uklanjanju boje 

hrane, interakciji s proteinima, ugljikohidratima i mineralima (19). 

�

 

1.3.3.3. Zdravstveni u� inci fenolnih spojeva  

 

Brojnim fiziološkim i biokemijskim procesima u ljudskom tijelu mogu nastati slobodni 

radikali i druge reaktivne vrste kisika (ROS) kao nusprodukti. Slobodni radikali mogu 

biti uklju� eni u brojne bolesti i ozljede tkiva. Prisutnost fenolnih spojeva u biljkama, koji 

su povezani sa suzbijanjem rizika od kardiovaskularnih bolesti, utje� e na primarne uzroke 

koronarne sr� ane bolesti, ateroskleroze, ciroze jetre, dijabetesa i dr. To je djelomi� no 

objašnjeno � injenicom da fenolni spojevi poma�u tijelu da se zaštiti od ošte� enja 

uzrokovanih ROS-om. Zaštita se posti�e sprje� avanjem oksidacije lipida, umre�avanjem 

proteina i mutacijom DNA te u kasnijim fazama ošte� enja tkiva (2).�

�

 
�  
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1.4. Patogeni mikroorganizmi u prehrambenoj industriji  

�

1.4.1. Rod Enterococcus  

 

Rod Enterococcus je novoimenovan rod za fekalne Streptococcus vrste: Streptococcus 

faecalis i S. faecium koje su sad poznate kao Enterococcus faecalis i E. faecium. Bakterije 

roda Enterococcus su Gram-pozitivni, nepokretni, fakultativno anaerobni 

mikroorganizmi, saprofiti koji pod odre� enim uvjetima mogu postati patogeni. Stanice su 

veli� ine 0,6–2,0 × 0,6–2,5 µm, okruglog ili elipsoidnog oblika i dolaze u parovima ili 

kratkim lancima. Optimalna temperatura rasta im je 37°C, ali mogu rasti u rasponu od 

10-45°C. Stanište im je probavni trakt �ivotinja, ptica i kukaca (20). Veliki broj 

enterokoka nalazi se na �ive�nim namirnicama, pogotovo u sirevima, a njihova prisutnost 

u namirnicama ukazuje na neposrednu ili posrednu kontaminaciju fekalnim tvarima. 

Enterokoki, kao skupina, su indikatori kontaminacije vode patogenim 

mikroorganizmima, obi� no u zajednici s fekalnim koliformima (21). Danas enterokoke 

smatramo s jedne strane korisnim bakterijama budu� i da su fermentacijske bakterije koje 

pridonose senzorskim specifi� nostima pojedinih proizvoda, dok su s druge strane 

potencijalno virulentne bakterije, tvorci biogenih amina ili nositelji gena rezistencije (22). 

Enterokoki su prepoznati kao glavni patogeni koji uzrokuju bakteriemiju, endokarditis, 

infekcije mokra� nog sustava i druge infekcije. Enterokoki su oportunisti� ki patogeni i 

obi� no uzrokuju infekcije u bolesnika koji imaju ozbiljne podloge bolesti ili koji su 

imunokompromitirani. Me� u enterokokima izoliranim od infekcije kod ljudi prevladava 

E. faecalis (s više od 80%), dok je E. faecium povezan s ve� inom preostalih infekcija 

(23).�

 

 

1.4.2. Enterococcus u hrani 

 

Prijenos bakterijskih patogena �ivotinjskog podrijetla mo�e se dogoditi konzumiranjem 

kontaminiranih �ivotinjskih ili biljnih prehrambenih proizvoda. Mesne prera� evine mogu 

se kontaminirati fekalnim materijalom u klaonicama, dok povr� e mo�e biti kontaminirano 

u poljima tijekom gnojenja ili uslijed upotrebe kanalizacijske vode koja se koristi za 
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gnojidbu i navodnjavanje (24). Iako je uloga enterokoka kao oportunisti� kog patogena 

dobro utvr� ena, njihova sposobnost izazivanja bolesti izazvanih hranom ostaje uglavnom 

nepoznata.  

Dugo je prisutnost enterokoka u mlije� nim proizvodima smatrana pokazateljem 

neadekvatnih sanitarnih uvjeta tijekom proizvodnje i prerade mlijeka. No naprotiv, mnogi 

autori sugeriraju da prisutnost odre� enih sojeva enterokoka u nekim sirevima mo�e biti 

vrlo po�eljna na osnovi njihovog pozitivnog doprinosa razvoju okusa tijekom zrenja sira. 

Ova korisna uloga dovela je do uklju� ivanja enterokoknih sojeva u odre� ene starter 

kulture. Razina enterokoka u razli� itim sirevima pred kraj zrenja mo�e se kretati od 105-

107 jedinica koje formiraju kolonije (engl. Colony Forming Units, CFU)/g.  

Enterokoki su na� eni kao kontaminanti  sirovog mesa u koncentraciji od 102-104 CFU/g; 

u fermentiranim prehrambenim proizvodima, poput salame (102–105 CFU/g) i sira 

mozzarelle (21). Iako se navodi da enterokoki uzrokuju dijareju i druge infekcije kod 

�ivotinja, to nije dokazano kod ljudi. U nekim se slu� ajevima smatra da su povra� anje i 

glavobolje, koje ukazuju na intoksikaciju hranom, uzrokovani konzumiranjem hrane koja 

sadr�i fermentirane enterokoke koji su proizveli biogene amine (23). Ono što je va�no, 

enterokoki predstavljaju zna� ajnu opasnost u hrani zbog njihove sposobnosti stjecanja i 

prenošenja svojstava otpornosti na antibiotike. Enterokoki se mogu otkriti ne samo u 

sirovoj hrani, ve�  i u gotovoj hrani biljnog i �ivotinjskog podrijetla. 
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2. EKSPERIMENTALNI DIO 

�

2.1. Materijal 

�

2.1.1. Biljni materijal 
�

  
U eksperimentalnom dijelu završnog rada korišteno je 16 razli� itih vrsta 

za� inskog bilja (tablica 2) skupljenog na podru� ju � iova ili kupljenog u trgovinama 

zdrave prehrane Bio&Bio. Svje�i biljni materijal je nakon prikupljanja liofiliziran te 

neposredno prije postupka ekstrakcije homogeniziran korištenjem ru� nog mlinca do finog 

praha.�

�
Tablica 2. Pregled korištenog za� inskog bilja 

NAZIV LATINSKI NAZIV PORODICA 

Kadulja Salvia officinalis Lamiaceae 

Kurkuma Curcuma longa Zingiberaceae 

Ru�marin Rosmarinus officinalis L. Lamiaceae 

Limun Citrus × limon Rutaceae 

Kapula Allium cepa Amaryllidaceae 

Kapula ljubi � asta Allium cepa Amaryllidaceae 

Koroma�  Foeniculum vulgare Apiaceae 

Peršin Petroselinum crispum Apiaceae 

Kurkuma BP Curcuma longa Zingiberaceae 

Celer Apium graveolens Apiaceae 

Lovor Laurus Lauraceae 

� ešnjak Allium sativum Amaryllidaceae 

Papar zeleni Piper nigrum Piperaceae 

Papar crni Piper nigrum Piperaceae 

Maslina Olea europaea Oleaceae 

Klin � i�  Syzygium aromaticum Myrtaceae 
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2.1.2. Reagensi korišteni za odre� ivanje ukupnih fenola  
 

�  Folin- Ciocalteu reagnes, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD 

�  Natrijev karbonat p.a., bezvodni, Kemika, Zagreb, Hrvatska 

�  Galna kiselina, Gallussare, Fluka, India �

�

�

2.1.3. Reagensi korišteni za odre� ivanje antimikrobne aktivnosti  

�

�  Mueller-Hinton bujon (MHB), Biolife, Italija 

�  Mueller-Hinton agar (MHA), Biolife, Italija 

�  Fosfatni pufer (engl. Phosphate Buffered Saline, PBS), Biolife, Italija 

�  Jodonitrotetrazolium klorid (INT), Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Njema� ka 

�

�

2.1.4. Ure� aji 
 

�  Ultrazvu� na kupelj, Transsonic 310/H, Elma, Njema� ka 

�  Spektrofotometar, SPECORD 200, Analytik Jena, Njema� ka 

�  Mlinac za kavu, 980 Moulinex, Francuska 

�  Analiti� ka vaga, Mettler P1210, SAD  

�  Thermomixer comfort, Eppendorf, Njema� ka 

�  Liofilizator  

 

 

2.2. Metode 

2.2.1. Priprava ekstrakata 
�

Za pripravu ekstrakata korišteni su liofilizirani i pulverzirani za� ini pri � emu je 10 g 

biljnog materijala ekstrahirano s 100 mL destilirane vode. Ekstrakcija se vršila u 

ultrazvu� noj kupelji u trajanju od dva sata pri 60°C (slika 9). Po završetku ekstrakcije 

uzorci su filtrirani preko Buchner lijevka korištenjem filter papira Whatman br. 1, a 

dobiveni filtrati su preba� eni u Falcon epruvete. Do trenutka analize pripremljeni 

ekstrakti su skladišteni u zamrziva� u. 
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�
 

Slika 4. Ultrazvu� na ekstrakcija 

 

�

2.2.2 Metoda odre� ivanja ukupnih fenola 
 
Udio ukupnih fenola u ekstraktima odabranog za� inskog bilja odre� en je metodom po 

Folin-Ciocalteu. Metoda je spektrofotometrijska i temelji se na oksidaciji fenolnih grupa 

dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa, pri � emu nastaje obojeni produkti, a intenzitet 

obojene otopine se mjeri pri valnoj duljini od 765 nm. Sadr�aj ukupnih fenola u uzorcima 

se izra� una preko jednad�be kalibracijskog pravca dobivene za otopine galne kiseline. 

Dobiveni rezultati su izra�eni u mg ekvivalenata galne kiseline po 1 L ekstrakta (mg 

GAE/L) (25). Ispitivanja su ura� ena u tri ponavljanja a rezultati su prikazani kao srednja 

vrijednost ± standardna devijacija (SD). 

 

 

2.2.3. Metode odre� ivanja antimikrobne aktivnosti 
 

Antimikrobna aktivnost za� inskog bilja ispitivana je MIC metodom odnosno metodom 

odre� ivanja minimalne inhibitorne koncentracije (26) i metodom difuzije u ja�icama (9). 

Pribor, posu� e i otopine korištene za odre� ivanje antimikrobnih svojstava je prije 

upotrebe sterilizirano. Svi postupci provedeni u eksperimentalnom dijelu rada odvijali su 

se pri sterilnim uvjetima. 
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Bakterijska kultura 

 

Za odre� ivanje antimikrobne aktivnosti odabranog za� inskog bilja u ovom radu korišten 

je ATCC (engl. American Type Culture Collection) bakterijski soj Enterococcus faecalis 

29219. Bakterijska kultura preuzeta je s dubokog hranjivog agara i uzgojena na krvnom 

agaru koji sadr�i 5% ov� je krvi u aerobnim uvjetima pri 37°C. Ovako uzgojen soj � uvan 

je u hladnjaku pri +4°C. 

 

Priprema mikrobne kulture i inokuluma 

Prije po� etka eksperimenta bakterijska kultura je revitalizirana na na� in da je ezom 

prenesena s krvnog agara na hranjivi MHA agar i inkubirana 20-24 h pri 37°C. Ovako 

pripravljena kultura koristi se za pripremu inokuluma tako da se ezom prenese bakterijska 

kolonija u 4 mL hranjivog bujona (MHB bujon) i inkubira tijekom 20 h, uz konstantno 

miješanje 100 okr./min. Nakon inkubacije se 150 µL inokuluma prenese u epruvetu u 

kojoj se nalazi 10 mL MHB-a. Ovako pripravljen inokulum ima koncentraciju 

bakterijskih stanica 105-106 CFU/mL i koristio se u daljnjim postupcima testiranja 

antimikrobnog djelovanja ekstrakata. 

 

Kontrola inokuluma 

Kao potvrda koncentracije bakterijskih stanica u inokulumu koristi se metoda po Kochu. 

Kod ove metode se od inokuluma pripravi serija decimalnih razrje� enja (do 106) koji se 

nakapaju (engl. Drop plate method) na hranjivi agar te se nakon inkubacije broje porasle 

bakterijske kolonije. Za pripravu prvog razrje� enja, u mikro-epruvete (2,0 mL; 

Eppendorf) se pipetira 50 µL inokuluma i 450 µL PBS-a, i dobro promiješa. Drugo 

razrje� enje pripremi se tako da se pipetira 50 µL prvog razrje� enja inokuluma i 450 µL 

PBS, i tako redom sve do šestog razrje� enja. Od svih se pripravljenih razrje� enja, po tri 

kapi (10 µL) nakapaju se na hranjivu MHA podlogu, te se inkubiraju 24 h pri optimalnoj 

temperaturi rasta testiranog mikroorganizma (27,28). Nakon inkubacije, kolonije porasle 

na hranjivoj podlozi u Petrijevim posudama se prebroje, a dobiveni rezultat potvr� uje broj 

jedinica koje formiraju kolonije (CFU) po 1 mL uzorka (27). 
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2.2.3.1. Metoda odre� ivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)  
�
�
MIC vrijednost predstavlja najni�u koncentraciju antimikrobnog agensa koja potpuno 

inhibira rast mikroorganizama. Kod ove metode koriste se sterilne mikrotitarske plo� ice 

s 96 otvora. Testirani ekstrakti za� ina serijski se razrje� uju u MHB du� mikrotitarske 

plo� ice i to tako da se 50 µL uzorka prenese u sljede� i otvor na plo� ici koji sadr�i 50 µL 

MHB te izmiješa. Volumen od 50 µL novog razrje� enja prenese se istim postupkom u 

sljede� i otvor i tako se postupak ponavlja sve do kraja mikrotitarske plo� ice. Ovakvim 

na� inom razrje� ivanja, po� etna koncentracija testiranog uzorka se razrijedi du� plo� ice 

tako da je svaka sljede� a koncentracija upola ni�a od prethodne. Kona� ni volumen u 

svakom otvoru nakon razrje� ivanja iznosi 50 µL. U svrhu kontrole rezultata na svakoj se 

plo� ici pripremi slijepa proba (100 µL MHB), pozitivna kontrola (50 µL MHB + 50 µL 

bakterijske kulture) i negativne kontrole za svaki uzorak (50 µL MHB + 50 µL ekstrakta). 

Nakon toga, u sve otvore mikrotitarske plo� ice, osim u slijepu probu i negativne kontrole, 

doda se po 50 µL bakterijske kulture (28). Po dodatku bakterijskih kultura, suspenzije u 

plo� icama se izmiješaju (1 min, 800 okr./min;� Thermomixer comfort, Eppendorf, 

Njema� ka) nakon 24-satne inkubacije (37°C) u svaki se otvor mikrotitarske plo� ice doda 

po 10 µL indikatora INT  te se plo� ice stave još 30 minuta na inkubaciju (37°C). Nakon 

inkubacije vizualno se o� itavaju rezultati tako da se promatra pojava crvenog obojenja u 

otvorima na mikrotitarskoj plo� ici. MIC vrijednost je ona koncentracija ekstrakta prisutna 

u prvom neobojenom otvoru plo� ice paze� i da pri istim uvjetima pozitivna i negativna 

kontrola prikazuju odgovaraju� i rezultat (9,28). Ispitivanja su provedena u dva 

ponavljanja. 

�

 

Slika 5. Izgled mikrotitarske plo� ice pri odre� ivanju MIC vrijednosti 
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2.3.3.2. Metoda difuzije u ja�icama  
�
�
Cilj ove metode je odrediti inhibiciju rasta bakterija oko ja�ice s odre� enom 

koncentracijom ekstrakta za� ina. Me� utim, bakterijska inhibicija rasta ne zna� i 

bakterijsku smrt, stoga ova metoda ne razlikuje baktericidne i bakteriostatske efekte.  

Metoda difuzije u ja�icama se izvodi u Petrijevim zdjelicama na � vrstoj hranjivoj MHA 

podlozi. Na hranjivu podlogu se nacjepljuje bakterijska kultura koja ima koncentraciju 

bakterijskih stanica 105-106 CFU/mL. Nakon inokulacije i sušenja u trajanju od 2-3 

minute, u agaru se buše ja�ice (rupe) promjera 7-8 mm. Potom se u svaku ja�icu dodaje 

po 50 µL ispitivanog ekstrakta, nakon � ega se Petrijeve zdjelice stave u hladnjak na 1 h 

kako bi se omogu� ilo difundiranje aktivnih komponenti ekstrakta u hranjivu podlogu. 

Nakon toga slijedi inkubacija u trajanju od 20-24 h pri temperaturi od 37°C i mjerenje 

zone inhibicije bakterijskog rasta oko ja�ice (9). U ovom slu� aju zona inhibicije �  12 mm 

predstavlja dobar inhibitorni u� inak za� ina (29). Ispitivanja su provedena u tri ponavljanja 

a rezultati prikazani kao srednja vrijednost ± SD.  
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3. REZULTATI 

�

3.1. Rezultati odre� ivanja ukupnih fenola u ekstraktima za� inskog bilja 

 

Tablica 3. Udio ukupnih fenola (UF) u ekstraktima za� inskog bilja 
 

Uzorak UF (mg GAE/L) 

Kadulja  1916,67 ± 33,33 

Kurkuma  214,44 ± 14,20 

Ru�marin  2583,33 ± 28,87 

Limun  425,00 ± 4,17 

Kapula 424,44 ± 19,88 

Kapula ljubi � asta 448,06 ± 17,29 

Koroma�  189,72 ± 7,18 

Peršin 398,33 ± 11,02 

Kurkuma - nusprodukt  341,11 ± 39,52 

Celer 231,11 ± 13,88 

Lovor 1925,00 ± 62,92 

� ešnjak 179,44 ± 6,31 

Papar zelen 561,39 ± 15,03 

Papar crni 1463,89 ± 19,25 

Maslina 1986,11 ± 37,58 

Klin � i�  6230,56 ± 33,68 

 

�  
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3.2. Rezultati odre� ivanja antimikrobne aktivnosti za� inskog bilja 

 

Tablica 4. Prikaz zona inhibicije (mm) dobivenih metodom difuzije u ja�icama za�

Enterococcus faecalis 

�

Uzorak Zona inhibicije (mm) 

Kadulja  0 

Kurkuma  0 

Ru�marin  0 

Limun  0 

Kapula 0 

Kapula ljubi � asta 0 

Koroma�  0 

Peršin 0 

Kurkuma- nusprodukt  0 

Celer 0 

Lovor 0 

� ešnjak 15,67 ± 0,58 

Papar zelen 0 

Papar crni 0 

Maslina 0 

Klin � i�  0 

 

�  
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Tablica 5. MIC vrijednosti za� ina izra�ene u mg GAE/L za Enterococcus faecalis 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Uzorak MIC (mg GAE/L)  

Kadulja  0 

Kurkuma  0 

Ru�marin  1033,33 

Limun  85,00 

Kapula 0 

Kapula ljubi � asta 0 

Koroma�  0 

Peršin 0 

Kurkum-nusprodukt  136,44 

Celer 0 

Lovor 0 

� ešnjak 35,89 

Papar zelen 0 

Papar crni 0 

Maslina 794,44 

Klin � i�  623,06 
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4. RASPRAVA 

 

Cilj ovog rada bio je odrediti antimikrobni potencijal ekstrakata za� inskog bilja prema 

Gram pozitivnom soju, Enterococcus faecalis, korištenjem razli� itih metoda testiranja. 

Za interpretaciju i usporedbu rezultata dobivenih metodom difuzije u ja�icama i MIC 

metodom iznimno je va�an podatak o udjelu fenola u ispitivanim ekstraktima. Udio 

ukupnih fenola u ekstraktima ispitivanog za� inskog bilja odre� en je metodom po Folin-

Ciocalteu, a dobivene vrijednosti su prikazane u tablici 3. Najve� i sadr�aj ukupnih fenola 

od 6230,56 mg GAE/L imao je ekstrakt klin� i� a. Iz rezultata prikazanih u tablici 3. 

tako� er se mo�e zaklju� iti da ispitani ekstrakti ljekovitog za� inskog bilja: ru�marin, 

kadulja, lovor i maslina, sadr�e visok udio ukupnih fenola (1916,67-2583,33 mg GAE/L). 

Relativno mali udio ukupnih fenola imali su ekstrakti kurkume, limuna, kapule, 

koroma� a, peršina i celera dok je najmanji udio ukupnih fenola odre� en u ekstraktu 

� ešnjaka (179,44 mg GAE/L). 

Rezultati antimikrobne aktivnosti ekstrakata za� inskog bilja odre� eni dvjema razli� itim 

metodama prikazani su u tablicama 4. i 5. Metodom difuzije u ja�icama ekstrakt � ešnjaka 

pokazao najbolji inhibitorni u� inak (zona inhibicije 15,67 ± 0,58 mm). Osim � ešnjaka, 

koji je ujedno imao najmanji udio ukupnih fenola, niti jedan drugi za� in nije uspio 

inhibirati rast Enterococcus faecalis (tablica 4). 

Za razliku od metode difuzije u ja�icama, MIC metodom se odre� uje minimalna 

koncentracija uzorka koja mo�e inhibirati rast i razmno�avanje bakterije Enterococcus 

faecalis. Rezultati MIC vrijednosti prikazani u tablici 5. ukazuju na � injenicu da pojedini 

ekstrakti, usprkos visokom udjelu fenola, ne pokazuju antimikrobni u� inak. Od 

ispitivanih za� ina aktivnost su pokazali ekstrakti ru�marina, limuna, kurkume, � ešnjaka, 

klin� i� a i lista masline. Od svih navedenih ekstrakata najni�e MIC vrijednosti, što ujedno 

zna� i i najbolji antimikrobni u� inak, pokazali su ekstrakti � ešnjaka i limuna (MIC 

vrijednosti 35,89 i 85,00 mg GAE/L). Posebno se isti� e ekstrakt kore kurkume koji je 

imao MIC vrijednost 136,44 mg GAE/L u odnosu na kurkumu koja nije pokazala 

antimikrobnu aktivnost nijednom testiranom metodom. Najve� e MIC vrijednosti pokazali 

su ekstrakti ru�marina i klin� i� a (1033,33 i 623,06 mg GAE/L) unato�  jako visokom 

sadr�aju ukupnih fenola. 

Dosadašnja istra�ivanja su pokazala proturje� ne podatke o povezanosti ukupne 

antimikrobne aktivnosti i koncentracije fenolnih spojeva. Stratil i sur. (2006) dokazali su 
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da je veza izme� u fenolnih spojeva te antioksidacijske i antimikrobne aktivnosti u 

biljkama vrlo zna� ajna i pozitivna, dok su drugi autori utvrdili nizak stupanj povezanosti 

izme� u fenola i antimikrobne aktivnosti, odnosno uop� e nisu utvrdili zna� ajnu vezu (31). 

Na temelju rezultata dobivenih u eksperimentalnom dijelu rada mo�emo uo� iti kako 

koncentracija ukupnih fenolnih spojeva u � ešnjaku nije povezana s ukupnom 

antimikrobnom aktivnosti. To ukazuje na va�nu ulogu ne-fenolnih spojeva kao što su 

organo-sumporne komponente, od kojih najviše S-alkil-L-cistein sulfoksidi i ostalih 

nefenolnih spojeva koji sudjeluju u ukupnoj antioksidacijskoj i antimikrobnoj aktivnosti 

� ešnjaka (32). 

Nakon provedenog istra�ivanja mo�emo zaklju� iti da se prirodni antimikrobni ekstrakti 

iz za� inskog bilja mogu koristit u prehrambenoj industriji s ciljem sprje� avanja rasta 

patogenih mikroorganizama koji uzrokuju kvarenje hrane u svrhu produljenja roka 

trajanja namirnice i poboljšanja stabilnosti. Osim posjedovanja antimikrobnog i 

antioksidacijskog u� inka na patogene mikroorganizme za� insko bilje tako� er utje� e na 

okus, aromu i teksturu prehrambenih proizvoda. Na taj na� in upotreba antimikrobnih 

sredstava dobivenih iz za� inskog bilja ima ve� i potencijal za poboljšanje sigurnosti i 

kvalitete prehrambenih proizvoda. Prirodni sastojci mogu se koristiti u kombinaciji s 

drugim tradicionalnim metodama konzerviranja za poboljšanje sigurnosti prehrambenih 

proizvoda. 
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5. ZAKLJU � AK 

 

Na osnovu provedenog istra�ivanja i dobivenih rezultata utvr� eno je: 

·  Od 16 odabranih i ispitanih vrsta za� inskog bilja inhibiciju rasta Enterococcus 

faecalis pokazali su: ru�marin, limun, kurkuma, � ešnjak, maslina i klin� i� . 

·  Od za� ina testiranih MIC metodom najbolju antimikrobnu aktivnost pokazuju 

ekstrakti � ešnjaka i limuna.  

·  Antimikrobni u� inak prema Enterococcus faecalis primjenom metode difuzije u 

ja�icama pokazao je samo � ešnjak sa zonom inhibicije �  15 mm. 
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