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1. UvVOD

Prekomjerna i kontinuirana upotreba antibiotika djeluje Stetno na ljudsko zdravlje,
ekosustav te bi takoder moglo povecati ucestalost pojave patogena rezistentnih na lijekove.
Otpornost na antibiotike glavni je rastuci svjetski problem jer zahvaca upotrebu antibiotika u
medicini, kao i u pakiranju i preradi hrane, a najznacajniji je rizik za javno zdravlje jer potice
nastanak i Sirenje bakterija otpornih na antibiotike. Gotovo kod svih patogenih bakterija uo¢eno
je da su u stanju brzo razviti faktor rezistencije na antimikrobne lijekove, iz tog razloga su
bakterije otporne na viSe lijekova uzrokovale glavni neuspjeh u lije¢enju zaraznih bolesti (Mill
Robertson, 2015). Stoga su brojne biotehnoloske i farmaceutske tvrtke u potrazi za novim
inhibitornim spojevima koji se mogu razviti u nove antimikrobne lijekove. Posljednjih godina
istrazivane su biljke s velikim brojem sekundarnih spojeva koji bi mogli biti potencijalni izvor
razli¢itih antimikrobnih agenasa. Takve biljke sadrZe brojne strukturno jedinstvene bioaktivne

spojeve koji su dobar izvor za dobivanje prirodnih antimikrobnih lijekova (Mahmoud, 2004).

Medu razli¢itim spojevima na biljnoj bazi, resveratrol (3,5,4-trihidroksistilben), spoj
prisutan u kozici grozda, vinu i komini grozda, Cini se vrlo obecavaju¢im za terapeutsku
primjenu, medu ostalim pokazuje i antimikrobno djelovanje. Nadalje, kurkumin, fitokemikalija
dobivena iz kurkume, pokazuje antimikrobno djelovanje protiv brojnih bakterija. Korijander
(Coriandrum sativum L.) je bogat vitaminima, dekanalom, nonanalom, linalolom i mnogim
korisnim tvarima te djeluje protiv gotovo svih gram pozitivnih i negativnih bakterija. Listovi
aloe vere (Aloe vera L. ) su izvor sjajnih bioloski aktivnih spojeva, poput antrona, antrakinona
i raznih lektina te pokazuje potencijalno antifungalno, antivirusno i antibakterijsko djelovanje

protiv koznih infekcija, kao $to su akne, herpes i svraba (Irshad, 2011).

Cilj ovog rada bio je procijeniti antimikrobno djelovanje etericnog ulja mirte.
Antimikrobna aktivnost je odredena prema Cetrnaest test mikroorganizama i to sedam gram
pozitivnih i gram negativnih bakterija, tri bakterije iz grupe bakterija mlije¢ne kiseline (BMK)

te Cetirl vrste kvasaca.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su prirodni produkti koji se mogu opisati kao hlapljive smjese razliitih
spojeva, najcesce su to hlapljivi terpenski ugljikovodici (alifatskih i ciklickih) i odgovarajuci
izoprenoidni derivati s kisikom, alifatski i fenilpropanski spojevi, a nesto rjede i heterociklicki
spojevi sa sumporom i/ili dusikom te druge manje zastupljene supstancije (Mileti¢, 2020).
Dobivaju se iz biljnih sirovina te su karakteristi¢cnog mirisa i okusa, uljne konzistencije pa
samim time i tesko topivi u vodi, no dobro su topivi u voskovima, biljnim uljima,
koncentriranom etanolu i sli¢nim otapalima. Sposobnost stvaranja eteri¢nih ulja tipicna je
uglavnom za sjemenjace dok predstavnici nizih biljaka (talofita) nemaju to svojstvo. Fizioloska
uloga eteri¢nog ulja je stvaranje mirisa koji privlaci oprasivace te sluzi kao obrana od ostalih
zivotinja. Isto tako smatra se da eteri¢no ulje djeluje u smjeru smanjenja transpiracije jer se
ve¢ina biljaka koje imaju sposobnost njegova stvaranja nalaze u tropskim krajevima.
Najvaznije biljne porodice koje proizvode eteri¢no ulje su: Pinaceae, Lauraceae, Myrtaceae,
Rutaceae, Lamiaceae, Apiaceae, Zingiberaceae, Piperaceae i Brassicaceae. NajceS¢e sadrze
najmanje 0,1 % eteri¢nog ulja, no te vrijednosti se najcesée kre¢u izmedu 112 %, ali u nekim
sluéajevima sadrZaj etericnog ulja moze biti ¢ak do 20 % (Wagner, 1993). Od oko 300 dosad
ispitanih biljnih porodica, vise od 30 % sadrzi eteri¢no ulje. Istrazivanja su pokazala da eteri¢na
ulja nastaju u biljnoj protoplazmi te spadaju pod biljne eksekrete, odnosno produkte
desimilacije, a u samoj biljci su pohranjeni u cvjetovima, plodovima, listovima, korijenju, kori
i podancima. Eteri¢na ulja su smjestena U posebnim morfoloski diferenciranim spremnicima,
histoloski su lako prepoznatljiva za cijeli rod, pa ¢ak i1 porodicu te se koriste kao pomo¢no i
dijagnosticko sredstvo u mikroskopskim istrazivanjima pojedinih vrsta. Kao Sto je veé
navedeno, za dobivanje eteri¢nih ulja upotrebljavaju se razli¢iti biljni dijelovi te kao takvi
mogu se obradivati u svjeZem, polusvjeZem i osuSeno obliku, a to ovisi o kvaliteti, koli¢ini i

vrsti etericnog ulja te promjenama koje nastaju suSenjem i starenjem biljnog materijala.

Metode dobivanja eteri¢nih ulja ovise 0 vrsti biljnog materijala te isto tako i 0 svojstvima
eteri¢nog ulja koje Zelimo dobiti. Prilikom izolacije potrebno je postic¢i §to vece iskoriStenje, a

dobiveni uzorak ne smije sadrZavati nepozeljne primjese kao ni necistoce iz otapala.



Postupci izdvajanja eteri¢nog ulja mogu se podijeliti u tri grupe:

1. Tijesnjenje - metoda koja je najpogodnija za izolaciju etericnog ulja vrsta koje su iz
roda Citrus zato Sto takva ulja gube na vrijednosti i kakvoéi primjenom topline.
Postupak se sastoji od busenja biljke sitnim iglicama ili presanja kako bi se mehanicki
razorio vanjski sloj epiderme ploda. Prilikom preSanja prvo izlazi voda, a zatim
odredeni udio ulja te je na taj nac¢in nemoguce posti¢i potpuno iskoristenje. Dobiveni
ekstrakt sadrZi vodu 1 ulje te u prisutnosti oneciS¢enja i pektinskih tvari stvara rijetku
emulziju, a sastoji se od hlapive i nehlapive faze (Kalodera i sur., 1998). Hlapiva faza
je dominantna te sadrzi spojeve kao §to su esteri, monoterpeni i aldehidi, dok nehlapiva
faza sadrzi flavonoide, neke furanokumarine, masne kiseline, di-, tri- i tetraterpene.
(Markovi¢, 2005). Odvajanje ulja iz takve emulzije provodi se destilacijom vodenom
parom, centrifugiranjem, dekantiranjem ili filtriranjem.

2. Destilacija - metoda koja se najéeSc¢e primjenjuje za izolaciju eteri¢nih ulja te se provodi
vodom, vodenom parom ili pod vakuumom. Kod izolacije eteri€nih ulja iz biljnih
materijala kao $to su listovi, cvjetovi, pupoljci i sl. nije potrebna predobrada, no kod
materijala kao Sto su kora, korijenje 1 stabljika potrebno je prethodno usitniti materijal
kako bi se skratio put izlaZzenja ulja. Dobiveni destilati sadrze samo hlapljive tvari te
je na ovaj na¢in moguce potpuno odjeljivanje hlapive od nehlapivih tvari koje mogu
interferirati u kromatografskoj analizi (Petri¢i¢, 1983).

3. Ekstrakcija - primjenjuje se za izolaciju eteri¢nog ulja izravno iz biljnih materijala ili
za njihovo odvajanje iz razrijedene vodene otopine dobivene destilacijskom
separacijom. Metoda se zasniva na odabiru pogodnog otapala koje se odabire na temelju
polarnosti 1 vrelista. Otapala koja se Cesto upotrebljavaju za ekstrakcije su petroleter,
heksan, toluol, metanol, etanol, a primjenjuju se i plinovi, npr. butan i uglji¢ni dioksid,
koji se pod tlakom daju prevesti u teku¢inu. Ekstrakcija se primjenjuje najcesée za
izolaciju eteri¢nih ulja iz biljnog materijala koji bi destilacija unistila, na primjer iz
cvjetova te za izolaciju ulja koje je prisutno u materijalu u maloj koli¢ini. Postupak se
provodi pri niZim temperaturama u odnosu na destilaciju te je zbog toga moguénost
promjene kemijskog sastava ulja znatno umanjena ili potpuno iskljuena. Sam miris

eteri¢nog ulja dobivenog ekstrakcijom najbliZi je prirodnom mirisu (Kalodera 1 sur.,

1998).



Obzirom na samu sloZenost dobivanja eteri¢nih ulja te toga da se iz velike koli¢ine biljnog
materijala dobiva tek neznatna koliina etericnog ulja ona se izdvajaju od ostalih biljnih
ekstrakata prvenstveno po mirisnim osobinama te cijeni. Eteri¢na ulja koja se koriste u
aromaterapiji moraju biti kemijski i botanicki definirana. Kemijska definicija podrazumijeva
to¢no naveden udio odredenih molekula u etericnom ulju izrazen u postocima, koji je
prethodno odreden kemijskom analizom. Botanicki definirana ulja podrazumijevaju tocno
odredenu vrstu, eventualno i podvrstu te dio biljke iz kojega su dobivena jer botanicke

karakteristike imaju veliki utjecaj na kemijski sastav ulja (Markovi¢, 2005).

2.1.1. Kemijski sastav eteri¢nih ulja

Utvrdeno je da u sastav razliCitih eteri¢nih ulja ulazi viSe od 500 kemijskih spojeva dok
pojedina mogu sadrzavati i viSe od 50 spojeva. No, u vecini eteri¢nih ulja prevladava jedna
komponenta u tolikoj mjeri da odreduje njegova fizikalna i kemijska svojstva te farmakolosko
djelovanje. Sastav eteri¢nih ulja ¢ine razlicite grupe organskih spojeva: ugljikovodici, alkoholi,

fenoli, aldehidi, ketoni, karboksilne kiseline, esteri, eteri, laktoni i dr. (Petrici¢, 1983).

Vecina eteri¢nih ulja kao glavne sastavnice koje mu daju miris sadrzi terpene. Terpeni su
polimeri nastali kondenzacijom izoprenskih jedinica (CsHg). Biosinteza terpena u biljci je
stereoselektivna pa su takva eteri¢na ulja opticki aktivna dok kod kemijski doradivanih ulja to
nije slu¢aj. U sastav eteri¢nih ulja ulaze monoterpeni (C1o) 1 seskviterpeni (Cis) te uz njih se
takoder nalaze i diterpeni (C2o), triterpeni (Cso) i tetraterpeni (Cao). Monoterpeni su nezasiceni
kondenzacijski produkt dviju izoprenskih jedinica te sadrze 10 ugljikovih atoma. Za eteri¢na
ulja specificno je 150 razli¢itih monoterpena koji mogu biti aciklicki (npr. linalol),
monocikli¢ki (npr. timol, limonen) ili biciklicki (npr. kamfen). Seskviterpeni se sastoje od triju
izoprenskih jedinica i 15 ugljikovih atoma, a to su primjerice aciklicki seskviterpen farnezol,
moncikli¢ki bisabolen te biciklicki a- kadinen (Kustrak, 2005).



2.1.2. Antimikrobno djelovanje eteri¢nih ulja

Primjena eteri¢nih ulja prije se temeljila iskljuCivo na tradiciji i iskustvima narodne
medicine, no u danasnje vrijeme za mnoga eteri¢na ulja postoje i znanstvena istrazivanja koja
potvrduju njihovo djelovanje (Amensour i sur., 2010). Vecina eteri¢nih ulja primijenjenih u
odgovaraju¢im koncentracijama djeluje inhibitorno na mikroorganizme. Poznato je njihovo

antibakterijsko, antifungalno, a uo¢eno je i antivirusno djelovanje.

Opcenito, postoji Sest mogu¢ih mehanizama antimikrobnog djelovanja, koji ukljucuju:
dezintegraciju citoplazmatske membrane, interakciju s membranskim proteinima (ATPaze i
drugi), poremecaj vanjske membrane gram negativnih bakterija s oslobadanjem
lipopolisaharida, destabilizaciju protonske pokretacke sile, koagulaciju stani¢nog sadrzaja i

inhibiciju sinteze enzima (Amensour i sur., 2010; Burt, 2004)

Fenoli u etericnim uljima se smatraju odgovornim za antibakterijsko djelovanje eteri¢nih
ulja koje je izmedu ostalog i najpoznatije antimikrobno svojstvo. Djelovanje fenola ovisi o
primijenjenoj koncentraciji, pa tako pri nizim djeluje na enzime uklju¢ene u proizvodnju
energije, a pri visSim denaturiraju proteine. Gram-negativne bakterije su zbog posjedovanja
hidrofilnog lipopolisaharidnog omotaca manje osjetljive na djelovanje eteri¢nih ulja u odnosu

na gram-pozitivne bakterije (Burt, 2004).

Za antifungalnu aktivnost signifikantan je utjecaj na strukturu stanicne membrane,
blokiranje njezine izgradnje, inhibiranja klijanja spora, rasta micelija te stani¢nog disanja $to

konacno za posljedicu ima smrt stanice mikroorganizma (Harris i sur., 2002).

Osim toga, eteri¢na ulja denaturiraju virusne strukturne proteine ili glikoproteine.
Pretpostavka je da eteri¢na ulja interferiraju s virusnom ovojnicom, inhibiraju specifi¢ne faze
replikacije ili da sprje¢avaju difuziju virusa u stanicu domacina tako Sto djeluju na virusne

sastojke potrebne za apsorpciju i ulazak u stanicu (Saddi i sur., 2007).

Osim komponenti prisutnih u najvecoj koncentraciji pri antibakterijskom djelovanju svoju
vaznost su pokazale i1 sastavnice prisutne u tragovima zbog moguceg sinergisti¢kog ucinka s
ostalim komponentama. 1z tog razloga eteri¢na ulja u svom punom sastavu imaju izrazenija
antimikrobna svojstva u odnosu na pojedinacne glavne komponente. Eteri¢na ulja dobra su
zamjena sintetskim konzervansima upravo zato $to se sastoje od mnogo komponenata koje

imaju razli¢ite mehanizme djelovanja, dok antibiotici imaju jednu aktivnu tvar na kojoj se
5



temelji njihov mehanizam djelovanja. Zbog toga je bakterijama tesko razviti rezistenciju na

eteri¢na ulja (Burt, 2004).

2.2. Mirta (Myrtus communis L.)

Mirta (Myrtus communis L.) je ljekovita endemska vrsta porodice Myrtaceae porijeklom je
iz juzne Europe, sjeverne Afrike 1 zapadne Azije, a rasprostranjena je 1 u Juznoj Americi,
sjeverozapadnoj Himalaji, Australiji, cijelom mediteranskom podrucju te se uzgaja u vrtovima
posebice u sjeverozapadnoj indijskoj regiji zbog svojih mirisnih cvjetova. Raste kao zimzeleni
sklerofilni grm ili malo stablo, visine 1,8 - 2,4 m, s malim lis¢em i ispucanom korom (Mendes
i sur., 2001). Karakteriziraju je grane koje tvore blisku punu glavicu, gusto prekrivenu jajolikim
ili kopljastim zimzelenim listovima dugim 3-5 cm koji sadrze tanine, flavonoide i hlapljiva ulja
(Baytop, 1999). Ova vrsta je vrlo aromati¢na zbog visokog sadrzaja eteri¢nog ulja u Zlijezdama
lis¢a, cvjetova i ploda. Ima pojedinacne pazusne bijele ili ruzicaste cvjetove zvjezdastog oblika
s pet latica i mnostvom prasnika. Plod je u obliku bobice s vise sjemenki koja je kuglastog

oblika  tamnocrvene  do  ljubiaste  boje (Mahmoud i sur., 2010).

2.2.1. Kemijski sastav etericnog ulja mirte

Sastav etericnog ulja Myrtus communis L. i koncentracija prisutnih komponenata ovisi 0
dijelovima biljke koji se koriste za pripremu te fazi zrenja kao i o primijenjenoj metodi
dobivanja eteri¢nog ulja iz biljke. Spojevi eteri¢nog ulja mirte mogu se klasificirati u tri glavne
kategorije: terpeni (monoterpenski ugljikovodici i seskviterpenski ugljikovodici), terpenoidi
(oksigenirani monoterpeni i oksigenirani seskviterpeni) i fenilpropanoidi (Andrade i sur.,
2011), ali i u ugljikovodike i oksigenirane spojeve. lako su monoterpeni dominantni u eteri¢nim
uljima (70-90 %), raspodjela oksigeniranih monoterpena i monoterpenskih ugljikovodika
varira. Wannes i suradnici (2010) pokazali su da u listovima dominiraju monoterpenski
ugljikovodici, a slijede oksigenirani monoterpeni. U stabljikama dominiraju oksigenirani
monoterpeni, zatim monoterpeni ugljikovodici i seskviterpenski ugljikovodici. Prema njima,
cvijet karakterizira visoka razina monoterpenskih ugljikovodika i oksigeniranih monoterpena

sa znatnim postotkom fenilpropanoida. Glavne komponente eteri¢nog ulja iz listova su a-pinen,
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1,8-cineol i B-pinen, a iz cvjetova isto tako a-pinen i 1,8-cineol te uz njih i druge komponente
ukljucujuéi limonen, eugenol, a-terpineol, linalol i metil eugenol. 1,8-cineol je dominantna
komponenta u etericnom ulju stabljike, a slijede ga a-pinen, E-B-ocimen i linalol (Wannes i
sur., 2010). Analiza eteri¢nog ulja ploda mirte pokazala je da su glavni monoterpenski spojevi
1,8-cineol, geranil acetat, linalol i a-pinen (Wannes i sur., 2009). Fenilpropeni ¢ine relativno
mali dio eteri¢nih ulja mirte, a oni koji su najdublje istrazeni su eugenol, izoeugenol, vanilin,

safrol i cinamaldehid.

Kao $to je opisano sastav spojeva varira, no glavni konstituenti etericnog ulja mirte su
terpenoidi: mirtenol, mirtenol acetat, limonen, linalol, a-pinen, 1,8-cineol, a-kariofilenin, kao
I p-cimen, geraniol, nerol te fenilpropanoid metileugenol (Messaoud i sur., 2012; Wannes i
sur., 2009).

2.2.2. Tradicionalna primjena i antimikrobno djelovanje eteri¢nog ulja mirte

Mirta se tradicionalno koristila kao zacin i ljekovito sredstvo. Zbog svoje goréine i
intenzivnog okusa, unato¢ ugodnom mirisu kulinarska primjena ograni¢ena je na regije
podrijetla poput Italije gdje se hrana zacinjava dimom mirte (Gortzi i sur., 2008), a u Sardiniji
se koristi za proizvodnju dobro poznatih likera Mirto Rosso i Mirto Bianco (Messaoud i sur.,
2012). U prehrambenoj industriji mirta je svoju primjenu pronasla u aromatiziranju mesa i
umaka (Chalchat i sur., 1998), a bobice i liS¢e koristi se uglavnom za industrijsku formulaciju
slatkih pica s reklamiranim probavnim svojstvima. Kao ljekovito sredstvo mirta se
tradicionalno u Turskoj koristila kao antiseptik 1 protuupalno sredstvo (Baytop, 1999), a slicno
i u talijanskoj narodnoj medicini plodovi su se koristili u lije¢enju mnogih vrsta zaraznih bolesti
ukljucujuéi proljev 1 dizenteriju te kao tekucéina za ispiranje usta i u lijeCenju kandidijaze
(Gortzi 1 sur., 2008). Infuzije od lis¢a 1 mladih grana smatraju se zdravstvenim lijekom za
astmu, ekcem, psorijazu, proljev, gastrointestinalne smetnje i mokrac¢ne infekcije (Ziyyat i sur.
1997). Cajevi od lis¢a koriste se za pranje rodnice, klistire i protiv bolesti dinih puteva, dok
se ¢aj od plodova koristi kao sredstvo protiv proljeva, hemoroida i u lijeCenju bolesti usta i
o€iju (Ziyyatisur. 1997). Cvijece se tradicionalno koristi za pripremu losiona protiv proSirenih

vena.



Upravo zbog svojih ljekovitih svojstava eteri¢na ulja Myrtus communis L. istraZivana su
kako bi se procijenila njihova sposobnost inhibicije rasta razli¢itih patogenih mikroorganizama

te u konacnici posluzila kao alternativa konvencionalnim antibioticima.

Amensour i suradnici su 2010. godine zakljucili da eteri¢na ulja i ekstrakti mirte utje¢u na
propusnost bakterijske stani¢ne stijenke i stanicne membrane, $to dovodi do oslobadanja
unutarstanicnog sadrzaja izvan stanice te to moZze biti popra¢eno poremecajem u funkciji
membrane kao §to je prijenos elektrona, aktivnost enzima ili apsorpcija hranjivih tvari. Isto
tako pokazalo se da komponente eteri¢nih ulja (eugenol, a-terpineol i y-terpinen) imaju
baktericidni uéinak na gram-pozitivne i gram-negativne bakterije narusavajuc¢i njihov
membranski sustav. Hidrofobnost, koja je bitna karakteristika eteri¢nih ulja, omogucuje
razgradnju lipida stanicne membrane bakterije, remete¢i stanicnu strukturu i ¢ineéi ih
propusnijima. Opcenito, kao $to vrijedi i za veéinu eteri¢nih ulja, navodi se da su gram-
negativne bakterije otpornije na ekstrakte i eterina ulja mirte od gram-pozitivnih. Ova
otpornost se povezuje s Cinjenicom da gram-negativne bakterije imaju peptidoglikanski sloj
povezan s vanjskom kompleksnom membranom, $to usporava prolazak hidrofobnih spojeva
eteri¢nih ulja. Smatra se da flavonoidi imaju sposobnost stvaranja kompleksa s izvanstanicnim
topivim proteinima i stani¢nom stijenkom bakterija (Amensour i sur., 2010). Katehini imaju
antibakterijsko djelovanje koje djeluje preko inhibicije DNA-giraze. Stvarno je dokazano
specifi¢no vezanje odabranih katehina za N-terminalni fragment giraze B (Gradisar i sur.,
2007). Nadalje, katehini mogu obnoviti osjetljivost bakterija na antibiotike kao S§to su

tetraciklin, beta-laktami i inhibitori beta-laktamaze.

LijeCenje gljivicnih infekcija je dosta problemati¢no zato Sto postoji ogranicen broj
antifungalnih lijekova te je na njih veé razvijena otpornost, znacajan je rizik infekcija i skupo
je (Khanisur., 2010, 2003). Stoga je potrebno otkriti nova antifungalna sredstva za suzbijanje
sojeva koji izrazavaju rezistenciju na dostupne antifungalne lijekove. Upravo jedan od
prirodnih proizvoda koji se koristi kao terapeutsko sredstvo protiv kvasaca je mirta.
Antifungalna aktivnost etericnog ulja mirte testirana je protiv razli¢itih Candida vrsta, a
minimalne inhibitorne koncentracije bile su u rasponu od 2-4 pl ml** (Cannas i sur., 2013).
Antifungalni u¢inak mirte moze se pripisati fenolnim spojevima za koje je poznato da uzrokuju
oSteCenje stani¢nih membrana, uzrokuju¢i curenje stani¢nog materijala i na kraju smrt
mikroorganizama. Nagada se da je antifungalno svojstvo mirte povezano s visokim sadrzajem

polifenola i oksigeniranih monoterpena. Nacini antifungalnog djelovanja prili¢no su sli¢ni
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onima koji su opisani za bakterije, u pogledu nepovratnog ostec¢enja stani¢ne membrane i
koagulacije stani¢nog sadrzaja, a 0sim toga postoje i dodatne pojave koje su takoder vazne
kada se u obzir uzmu kvasci. To su uspostavljanje pH gradijenta preko citoplazmatske
membrane te blokiranje proizvodnje energije kvasca Sto dovodi do poremecaja stani¢ne

membrane (Cox i sur. 2001).

Najpoznatiji antivirusni spoj koji proizvode mnoge biljke ukljuc¢ujuc¢i Myrtus communis L.
je a-kariofilen. Smatra se da ¢e daljnja karakterizacija aktivnih sastojaka otkriti viSe korisnih

antivirusnih spojeva (Djilani i Dicko, 2012).

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Ekstrakti mirte koristeni za odredivanje antimikrobne aktivnosti

U radu je provedeno in vitro odredivanje antimikrobne aktivnosti tri ekstrakta mirte disk-
difuzijskom metodom. Ekstrakti su pripremljeni u suradnji s Kabinetom za projektiranje,
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Listovi i plodovi mirte (Myrtus
communis L.) nasumi¢no su sakupljeni u velja¢i 2021. s biljaka koje rastu u divljem i ekoloski
¢istom okruzenju na otoku Mljetu. SuSeni su na sobnoj temperaturi do konstantne tezine te
nakon toga lagano izmljeveni u laboratorijskom mlinu s elektriénim nozevima i propusteni

kroz sito od 5 mm. Sastav ekstrakata i na¢in njihove pripreme ukratko su opisani u Tablici 1.



Tablica 1. Opis ekstrakata

Redni broj Dio biljke uzet

ekstrakta za pripremu
ekstrakta

1 Listovi

3 Plodovi

4 Listovi

Metoda
pripreme
ekstrakta

Hidrodestilacija

Superkriticna
fluidna

ekstrakcija

\Vodeno-
alkoholna

ekstrakcija

Kratak opis metode pripreme

Eteri¢no ulje dobiveno je hidrodestilacijom
20 g samljevenog lis¢a mirte s 200 mL vode
u aparaturi tipa Clevenger prema Europskoj
farmakopeji. Vrijeme destilacije je 90
minuta. Nakon mjerenja volumena, eteri¢no
ulje je sakupljeno u bocicu, osuSeno
bezvodnim natrijevim sulfatom, prebaceno
u drugu bocicu i pohranjeno na -18 °C do
analize.

Uz koriStenje ugljikovog dioksida kao
nepolarnog otapala na superkriticnom
fluidnom ekstraktoru (SFE 100 mL,
Extratex, Francuska) proizveden je lipofilni
ekstrakt bobica mirte pri uvjetima: tlak 340
bara, protok plina 20 g/min i temperatura 41
°C; vrijeme ekstrakcije iznosilo je 2 h.
Vodeni ekstrakt lista mirte se proizveo u
vakuum ekstraktoru (Pilotech, YC-05 5 L,
Kina) pri 60 °C u trajanju od 30 min. 300 g
osusenog 1 samljevenog biljnog materijala
ekstrahirano je s 3 L 30 %-tnog etanola.
Dobiveni  ekstrakt je profiltriran i
centrifugiran na 5000 o/min u trajanju od 10
min (Hettich, Tuttlingen, Njemacka). Kako
bi se uklonio etanol, ekstrakt je uparen
(Heidolph Instruments GmBH & Co. KG,
Schwabach, Njemacka) do udjela suhe tvari

od 5 %.
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3.1.2. Test mikroorganizmi

U svrhu odredivanja antimikrobne aktivnosti ekstrakata mirte odabrano je 14 mikrobnih

vrsta - test mikroorganizama od toga sedam gram pozitivnih i gram negativnih bakterija, tri

bakterije iz grupe bakterija mlije¢ne kiseline (BMK) te Cetiri vrste kvasaca (Tablica 2).

Tablica 2. Test mikroorganizmi i njihove vrste

Gram pozitivne bakterije

Staphylococcus aureus

Bacillus subtilis

Enterococcus faecium

Listeria monocytogenes

Gram negativne bakterije

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

Salmonella enterica s. Typhimurium

Bakterije mlije¢ne Kkiseline

Lactobacillus brevis - 62

Lactobacillus plantarum -73

Lactobacillus kimchi 12

Kvasci

Candida albicans

Saccharomyces cerevisiae

Candida utilis

Rhodotorula sp.

Koristene bakterijske 1 kvas¢eve kulture pripadaju Zbirci mikroorganizama Laboratorija za

tehnologiju vrenja i kvasca Zavoda za prehrambeno tehnolosko inZenjerstvo Prehrambeno—

biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, a kao trajne kulture ¢uvaju se u Laboratoriju

za opéu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica istog fakulteta. Gram-pozitivne i gram-

negativne bakterijske vrste imaju optimalnu temperaturu rasta pri temperaturi 37 °C, dok je

optimalna temperatura rasta bakterija mlijecne kiseline 32 °C i kvasaca 28 °C.
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3.1.3. Hranjive podloge

Pri odredivanju antimikrobne aktivnosti u ovom radu koriStene su sljedece hranjive
podloge: hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj bakterija te hranjive podloge za odrzavanje i

uzgoj kvasaca.
1) Hranjive podloge za odrZavanje i uzgoj bakterija:

1. Mueller-Hinton agar, MHA (Biolife, Milano, Italija) Ciji je sastav definiran
tablicom 3:

Tablica 3. Sastav Mueller-Hinton agara

Sastojci g L destilirane vode
Mesni ekstrakt 2,0

Kiseli hidrolizat kazeina 17,5

Skrob 15

Agar 17,0

Priprema hranjive podloge: 38 g MHA otopi se u 1 L destilirane vode, otopina se zagrije
do potpunog otapanja te se sterilizira u autoklavu pri 121 °C tijekom 15 minuta. Nakon
sterilizacije, MHA ohladen na temperaturu oko 55 °C razlije se u sterilne Petrijeve zdjelice.

Tako pripremljene i ohladene Petrijeve zdjelice cuvaju se do koristenja u hladnjaku pri +4 °C.

2. Mueller-Hinton bujon (MHB) istog sastava kao MHA samo bez dodatka agara

3. MRS (Man — Rogosa — Sharpe) podloga ¢iji je sastav definiran tablicom 4:
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Tablica 4. Sastav MRS podloge

Sastojci g L destilirane vode
Glukoza 20
Mesni ekstrakt 10
Kazein hidrolat 10
Kvascev ekstrakt 10
Kalijev hidrogenfosfat 5
Amonijev citrat 2
Natrijev acetat 2
MnSO4 x 4 H20 0,05
MgSO4 x 7 H20 0,1
Tween 80 1
Agar 20

Priprema hranjive podloge: sastojci se pomijesaju u navedenim koli¢inamau 1 L destilirane
vode, otopina se zagrije do potpunog otapanja te se sterilizira u autoklavu pri 121 °C tijekom
15 minuta. Nakon sterilizacije, MRS agar ohladen na teperaturu oko 55 °C razlije se u sterilne
Petrijeve zdjelice. Tako pripremljene 1 ohladene Petrijeve zdjelice ¢uvaju se do koriStenja u
hladnjaku pri +4 °C.

2) Hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj kvasaca:

1. Mueller-Hinton agar, MHA (Biolife, Milano, Italija) ¢iji je sastav defitniran tablicom
S

Tablica 5. Sastav Mueller-Hinton agara za kvasce

Sastojci g L destilirane vode
Mesni ekstrakt 2,0

Kiseli hidrolizat kazeina 17,5

Skrob 15

Agar 17,0

Glukoza 20,0
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Priprema hranjive podloge: 38 g MHA otopi se u 1 L destilirane vode, otopina se zagrije

do potpunog otapanja te se sterilizira u autoklavu pri 121 °C tijekom 15 minuta. Nakon

sterilizacije, MHA ohladen na teperaturu od ko 55 °C razlije se u sterilne Petrijeve zdjelice.

Tako pripremljene i ohladene Petrijeve zdjelice ¢uvaju se do koristenja u hladnjaku pri +4 °C.

3.1.4.

Kemikalije

Sve kemikalije koriStene pri radu bile su visoke analitiCke (p.a.) Cistoce.

1) Kemikalije koriStene za odredivanje antimikrobne aktivnosti:

3.1.5.

e antimikrobni disk papiri¢i s kanamicinom 50 pg (Biolab Inc., Budimpesta,
Madarska)

e antimikrobni disk papiri¢i s nistatinom 100 pg (Biolab Inc., Budimpesta,
Magdarska)

e Cycloheximide (Actidione) solution (Fluka, Sigma-Aldrich, Njemacka)

e DMSO, dimetilsulfoksid, (Lach-Ner, s.r.o., Tovarni, Ceska)

e sterilna voda

e destilirana voda

Uredaji

e autoklav (Sutjeska, Jugoslavija)

e thermostat (Termo medicinski aparati Bodalec, Republika Hrvatska)

e vibromjesac¢, MS 3 digital (IKA, SAD)

e analiti¢ka vaga, Mettler (E. Mettler Ziirich, Svicarska)

e spektrofotometar, Specord 50 plus (Analytik Jena, Njemacka)

e mikrobioloski zaStitni kabinet (Klimaoprema, Zagreb, Republika Hrvatska)

e hladnjak sa zamrziva¢em (Koncar, Republika Hrvatska)
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3.1.6. Pribor

e automatske pipete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
e trbusaste pipete

e plasti¢na posuda za odlaganje otpadnog materijala
e mikrobioloska uSica

e Erlenmeyerove tikvice

e mikrobioloske epruvete (16x160 mm, 18x180 mm)
e mikroepruvete (2 mL)

e Petrijeve zdjelice (@ 90 mm)

e laboratorijske CaSe

e laboratorijski stalci

e Kkivete za spektrofotometrijsko mjerenje

e odmjerne tikvice

3.2. Metode

3.2.1. Cuvanje mikroorganizama

Test mikroorganizmi se ¢uvaju na odgovaraju¢em kosom agaru pri +4 °C. Sve vrste test

mikroorganizama trajno su pohranjene pri - 70°C uz dodatak 50% (v/v) glicerola.

3.2.2. Priprava prekono¢nih kultura mikroorganizama

Pri izradi ovog rada koriste se revitalizirane i identificirane Ciste kulture bakterija i kvasaca
koje se asepticnim postupkom s hranjivog agara precijepe pomocu mikrobioloske uSice u 5 mL
odgovarajuceg hranjivog bujona. Tako pripremljene kulture inkubiraju se u termostatu tijekom

24 h pri 37 °C odnosno 32 °C za bakterije, te 28 °C za kvasce.
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3.2.3. Priprava suspenzije test mikroorganizama

U epruvete u koje je prethodno dodano 5 mL sterilne vode prenese se 500 uL pripravljenih
prekono¢nih kultura test mikroorganizama. Sadrzaj u epruvetama zatim se homogenizira i
odredi mu se vrijednost opti¢ke gusto¢e pri valnoj duljini od 550 nm. Ciljana vrijednost
apsorbancije bakterijskih i kvas¢evih suspenzija pri 550 nm jest 0,125 Sto, prema McFarland

standardu prikazanom u tablici 6, odgovara koncentraciji oko 1,5x108 st/mL.

Tablica 6. McFarlandova ljestvica i njezini standardi

Standard Koncentracija mikrobnih stanica* Teorijska opticka
(x108 st mlI?) gustoéa ** pri 550
nm
0,5 15 0,125
1 3 0,25
2 6 0,5
3 9 0,75
4 12 1,00
5 15 1,25

*Koncentracija mikroorganizama ovisi o njihovoj veli€ini, a brojevi prikazuju prosjecnu
vrijednost.

**Vrijednosti odgovaraju optickoj gusto¢i suspenzije mikroorganizama.

3.2.4. Odredivanje antimikrobne aktivnosti disk difuzijskom metodom

Antimikrobna aktivnost ekstrakata mirte odredivana je disk difuzijskom metodom. Disk
difuzijska metoda pouzdana je te uobicajeno koriStena metoda odredivanja antimikrobne
aktivnosti spojeva (Balouiri i sur., 2016). Omogucuje utvrdivanje osjetljivosti
mikroorganizama na viSe agenasa ili istovremeno na viSe razli¢itih koncentracija istog agensa
te je jednostavna, jeftina i brza metoda. Otopine, pribor i posude koristeno pri odredivanju
antimikrobnih svojstava prethodno je sterilizirano te su svi postupci odredivanja provedeni u

mikrobioloskom zastitnom kabinetu (slika 1.)
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Slika 1. Priprema ploca za odredivanje antimikrobne aktivnosti tj. aplikacija diskova na
povrsinu agara prethodno nacijepljenu test mikroorganizmom (vlastita fotografija)

Princip metode:

Disk difuzijska metoda odredivanja antimikrobne aktivnosti sluzbena je metoda
odredivanja antimikrobne osjetljivosti u mnogim klinickim mikrobioloskim laboratorijima
(Balouiri 1 sur., 2016). Ova metoda temelji se na odredivanju promjera zone inhibicije koja se
pojavljuje oko diska natopljenog ispitivanim spojem koji je postavljen na ¢vrstu hranjivu
podlogu prethodno inokuliranu test mikroorganizmom. Medij u kojem rastu patogeni,
temperatura, vrijeme inkubacije 1 koncentracija mikroorganizama odredeni su prema CLSI
(engl. The Clinical & Laboratory Standards Institute) standardima. Prednosti ove metode su
jednostavnost pri izvodenju, mogucnost istovremenog ispitivanja veceg broja uzoraka,
ekonomska isplativost 1 relativno jednostavno ocitavanje rezultata. Rezultati ove metode su
kvalitativni i omogucavaju razvrstavanje test mikroorganizama na osjetljive, umjereno
osjetljive ili rezistentne u odnosu na koriSteno antimikrobno sredstvo (Balouiri 1 sur., 2016).
Medutim, ovom metodom ne mogu se odrediti bakteriostatski ili baktericidni u¢inka kao ni

minimalne inhibitorne koncentracije (MIC).

Na promjer zone inhibicije osim osjetljivosti mikroorganizama na ispitivani spoj utjece
i niz drugih faktora:
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e izbor podloge i njezina debljina

e sastav podloge - sastav mineralnih tvari, koji moze varirati u podlogama.

e koli¢ina inokuluma i rast mikroorganizama - idealna koli¢ina inokuluma je ona
koja daje jednoliCan i gust rast bez prerastanja podloge mikroorganizmima.

e difuzijska svojstva ispitivanih spojeva - na stupanj difuzije pojedinog agensa
utjeCe njegova koncentracija, molekulska masa, pH, ionizacija i vezanje na

podlogu.

Postupak odredivanja:

Pripremljene homogenizirane suspenzije Ciste mikrobne kulture test mikroorganizma
nacjepljuje se na prethodno naneseni sloj Mueller - Hintonovog agara, odnosno Man — Rogosa
— Sharpe agara (debljine 4 mm) u Petrijevoj zdjelici pomoc¢u vatenog Stapi¢a namoc¢enog u
suspenziju test mikroorganizma. Kulture se nacjepljuju unutar 15 minuta od pripreme
bakterijske suspenzije. Potrebno je ravnomjerno nanijeti inokulom na povrSinu agara,
razmazivanjem u tri smjera. Zatim se na agar pomocu sterilne pincete postavljaju 4
dijagnosticka filter diska promjera 6 mm. Diskove treba postaviti na povrsinu agara unutar 15
minuta od inokulacije te disk mora jednakomjerno, cijelom povrSinom prijanjati uz agar, a
njihov raspored mora osiguravati dobro vidljive zone inhibicije, jasne za ocitavanje i bez
preklapanja zona inhibicije. Na diskove se zatim aplicira 10 pL jednog od pripremljenih
ekstrakata mirte te pozitivna kontrola (kanamicin ili nistatin). Nakon postavljanja diskova,
Petrijeva zdjelica se stavlja u hladnjak na 20 minuta kako bi antimikrobne tvari pocele
difundirati u hranjivu podlogu i potom se inkubira u termostatu pri 37 °C, 32 °C odnosno 28
°C, ovisno o vrsti test mikroorganizma. Nakon zavrsetka inkubacije, rezultati se ocitavaju
mjerenjem inhibicijske zone izrazene u mm oko svakog diska. Za svaki spoj 1 test

mikroorganizam provedene su analize u paralelama.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Svrha provedenog istrazivanja je bila odrediti imaju li i u kojoj mjeri ekstrakti eteri¢nog
ulja Myrtus communis L. navedenih u tablici 1 antimikrobnu aktivnost. Za ispitivanje
antimikrobne aktivnosti in vitro odabrana je disk-difuzijska metoda mjerenjem zona inhibicije
rasta test mikroorganizama, na nacin kako je opisano u metodama rada. Rezultati su prikazani

u tablicama 7-10 te slikama 2i 3.

Tablica 7. Promjer (mm) zona inhibicije rasta gram-pozitivnih bakterija antimikrobnom
aktivnos$cu ekstrakata etericnog ulja mirte u usporedbi sa zonama inhibicije negativne kontrole

DMSO te pozitivne kontrole otopine kanamicina (10 mg L™?)

TEST Ekstrakti eteri¢nog ulja mirte/ 10 puL DMSO/ Kanamicin
MIKRO- 10 pL otopina (10
ORGANIZAM mg L)/ 5 uL
1 3 4

Staphylococcus | 18,75 +£ 0,35 12,25+0,35 | 19,75+ 3,18 nd 30,25+ 1,77

aureus

Bacillus subtilis 12 +2,12 8,75 +0,35 11,5+4,94 nd 22,25+ 11,67

Entercoccus 9,75+0,35 10+ 4,24 25+212 nd 215+2383
faecium
Listeria 20,75 £ 4,60 7,75+1,77 | 35,25+0,35 nd 32,5+4,95
monocytogenes
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Slika 2. Prikaz zona inhibicije rasta bakterije Staphylococcus aureus primjenom

ekstrakata 3 i 4 eteri¢nog ulja mirte u usporedbi sa zonama inhibicije negativne kontrole

DMSO te pozitivne kontrole otopine kanamicina (10 mg L™)

Tablica 8. Promjer (mm) zona inhibicije rasta gram-negativnih bakterija antimikrobnom

aktivnos$cu ekstrakata etericnog ulja mirte u usporedbi sa zonama inhibicije negativne kontrole

DMSO te pozitivne kontrole otopine kanamicina (10 mg L™)

TEST Ekstrakti eteri¢nog ulja mirte/ 10 puL DMSO/ Kanamicin
MIKRO- 10 uL | otopina (10 mg
ORGANIZAM LY/ 5puL
1 3 4
Pseudomonas 16 £5,65 8+2,83 8,75 + 3,18 nd 32+4,24
aeruginosa
Escherichia coli | 28 + 2,83 95+0,71 | 3575+8,13 nd 40,5+0,71
Salmonella 8,56+0,71 8+141 6,5+0,71 nd 23,25 £ 2,47
enterica s.
Typhimurium
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Tablica 9. Promjer (mm) zona inhibicije rasta kvasaca antimikrobnom aktivnos$éu
ekstrakata eteri¢nog ulja mirte u usporedbi sa zonama inhibicije negativne kontrole DMSO te

pozitivne kontrole nistatina (5 mg mL™?)

TEST Ekstrakti eteri¢nog ulja mirte/ 10 uL DMSO/ | Nistatin (5
MIKRO- 10uL | mgmL?Y)y
ORGANIZAM 1 3 2 10 pL
Candida 15,25 £ 4,60 19,5+ 354 nd nd 17 £ 0,00
albicans

Saccharomyces 18+ 11,31 11,25+3,18 | 23,75+ 25,10 nd 25 + 22,63

cerevisiae
Candida utilis 205+2,12 20 £ 0,00 nd nd
25 + 0,00
Rhodotorula sp. | 10,25+6,01 | 21,25+ 3,89 nd nd 21 £ 0,00

Slika 3. Prikaz zona inhibicije rasta kvasca Rhodotorula sp. primjenom ekstrakata broj 3 i
4 eteri¢nog ulja mirte u usporedbi sa zonama inhibicije negativne kontrole DMSO te

pozitivne kontrole nistatina (5 mg mL™)
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Tablica 10. Promjer (mm) zona inhibicije rasta bakterija mlije¢ne kiseline antimikrobnom
aktivnos$cu ekstrakata etericnog ulja mirte u usporedbi sa zonama inhibicije negativne kontrole

DMSO te pozitivne kontrole otopine kanamicina (10 mg L™?)

TEST Ekstrakti eteri¢nog ulja mirte/ 10 | DMSO/ Kanamicin
MIKRO- pL 10 puL otopina (50
ORGANIZAM : 3 Z mg L)/ 5 pL
Lactobacillus nd 9 nd nd 17
brevis- 62
Lactobacillus nd nd nd nd 10
plantarum- 73
Lactobacillus nd nd nd nd nd
kimchi- 12

Ekstrakti eteri¢cnog ulja M. communis pokazali su razli¢itu antibakterijsku aktivnost kod
svih testiranih gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija sa zonama inhibicije u rasponu 8 +
1,41 mmdo 35,75 + 8,13 mm. Za razliku od njih kod bakterija mlije¢ne kiseline nema znac¢ajnih
zona inhibicije, odnosno nema antibakterijske aktivnosti osim kod ekstrakta broj 3 koji je
uzrokovao blagu inhibiciju Lactobacillus brevis (9 mm). Kod ekstrakta broj 1 medu gram-
pozitivnim bakterijama najveéa zona inhibicije zabiljeZena je kod Listeria monocytogenes
(20,75 £ 4,60 mm), a najmanja zona inhibicije je kod Entercoccus faecium (9,75 £ 0,35 mm).
Medu gram-negativnim bakterijama ekstrakt broj 1 imao je najvecu zonu inhibicije kod
Escherichia coli, a slijede Pseudomonas aeruginosa i Salmonella enterica s. Typhimurium.
Ekstrakt broj 3 je kod gram-pozitivnih bakterija najvecu antibakterijsku aktivnost pokazao kod
Staphylococcus aureus, a medu gram-negativnim najveca antibakterijska aktivnost zabiljezena
je kod Escherichia coli, a kod Pseudomonas aeruginosa i Salmonella enterica s. Typhimurium
zabiljezene su podjednake zone inhibicije. Kod ekstrakta broj 4 medu gram-pozitivnim
bakterijama najveca antibakterijska aktivnost zabiljezena je kod Listeria monocytogenes te
medu gram-negativnim kod Escherichia coli. Zona inhibicije za otopinu kanamicina (10 mg L

1), koja je sluzila kao pozitivna kontrola jer dokazano djeluje protiv bakterija, je iznosila od
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21,5+ 2,83 mmdo 40,5 £ 0,71 mm. Negativna kontrola, odnosno dimetilsulfoksid nije pokazao
inhibitorno djelovanje protiv testiranih bakterija.

Antifungalna aktivnost ekstrakata eteri¢nog ulja mirte proucavana je na Cetiri kvasca:
Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis i Rhodotorula sp. te su
zabiljeZzene zone inhibicije u rasponu 10,25 + 6,01 do 23,75 = 25,10 mm. Ekstrakt broj 1
najvecu inhibiciju je pokazao kod Candida utilis, ekstrakt broj 3 kod Rhodotorula sp., a
ekstrakt broj 4 pokazao je antifungalnu aktivnost samo kod Saccharomyces cerevisiae. Kao
pozitivna kontrola koristena je otopina nistatina (5 mg mL™) sa zonama inhibicije u rasponu
25 £ 22,63 do 17 £ 0,00 mm te je u slucaju Saccharomyces cerevisiae koriStena i otopina
Cycloheximide (Actidione) sa zonom inhibicije od 31 £ 0,00 mm.

Na slici 4 prikazana je usporedba srednjih vrijednosti zona inhibicije za testirane

mikroorganizme nastalih djelovanjem ispitivanih ekstrakata.
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Slika 4. Usporedba srednjih vrijednosti zona inhibicije za gram pozitivne i gram negativne

bakterije te kvasce, nastalih djelovanjem ispitivanih ekstrakata 1, 3 i 4
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Rezultati pokazuju da ekstrakt 1 ekstrahiran iz listova ima podjednaki antimikrobni
ucinak protiv gram pozitivnih i gram negativnih bakterija te kvasaca. Srednje vrijednosti zona
inhibicije su oko 15 mm. Ekstrakt 3, dobiven iz plodova superkriticnom fluidnom ekstrakcijom
pokazao je slabije inhibitorno djelovanje prema bakterijama, ali znacajno inhibitorno
djelovanje prema kvascima i to u rangu ekstrakta 1. Ekstrakt 4, ekstrahiran iz listova pomocu
vodeno alkoholne baze imao je najveéu antimikrobnu aktivnost prema bakterijama, ali je
inhibirao rast samo kvasca S. cerevisiae. Ovi rezultati pokazuju znacajno antimikrobno
djelovanje ekstrakata mirte, a antimikrobna aktivnost ovisi i o dijelu biljke iz kojeg se ekstrakt
proizvodi kao 1 o nac¢inu ekstrakcije.

Ben Hsouna i suradnici su 2014. godine testirali sastav i antimikrobno djelovanje
eteriénog ulja mirte ekstrahiranog destilacijom vodenom parom. Antimikrobna aktivnost
procijenjena je mjerenjem zona inhibicije pomocu disk-difuzijske metode te odredivanjem
MIC (minimalna inhibitorna koncentracija) vrijednosti. Test mikroorganizmi koriSteni u ovom
istrazivanju su gram-pozitivne bakterije: Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermis, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus i Listeria
monocytogenes, gram-negativne bakterije: Salmonella enteritidis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa i Klebsiella pneumoniae te gljive: Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Aspergillus nidulans, Aspergillus fumigatus, Fusarium graminearum, Fusarium
oxysporum, Fusarium culmorum i Alternaria alternata. Odabrali su ba$ te mikroorganizme
zato sto su medu najvaznijim ljudskim patogenima te uzrokuju kontaminaciju i kvarenje hrane.
Zone inhibicije kod bakterija bile su od 16 do 28 mm. Medu gram-pozitivnim bakterijama,
najveca inhibicijska zona je uo¢ena kod L. monocytogenes (28 mm) $to se moze usporediti s
rezultatim dobivenim za ekstrakt 1 i ekstrakt 4 kod kojih je isto tako najveca zona inhibicije
uocena kod L. monocytogenes, a zatim slijedi B. cereus (26 mm) i S. aureus (25 mm). Medu
gram-negativnim bakterijama, uoc¢ena je najveca inhibitorna zona kod P. aeruginosa (20 mm)
dok je kod ekstrakta 1 i 4 uocena kod E. coli. Zona inhibicije gentamicina, koji je koristen kao
pozitivna kontrola za bakterije, kretala se od 12 do 25 mm. Dobiveni rezultati su od velike
vaznosti, posebice u slu¢aju B. cereus i S. aureus, koji su poznati po svojoj otpornosti na brojne
fitokemijske spojeve, te po proizvodnji nekoliko wvrsta enterotoksina Kkoji uzrokuju
gastroenteritis. Hazzit i sur. (2009) su izvijestili da je S. aureus otporan na eteri¢no ulje iz
Timus vrste, dok rezultati dobiveni istrazivanjem Hsouna i suradnika (2014) pokazuju da je

eteri¢no ulje M. communis pokazalo svoju djelotvornost i potencijalno bi moglo biti korisno u
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konzerviranju hrane. Sto se ti¢e antifungalne aktivnosti rezultati su pokazali jake inhibitorne
ucinke eteri¢nog ulja mirte kod rasta A. niger i A. flavuss s promjerom zone inhibicije od 30
mm i MIC vrijednosti od 0,078 mg ml™*. Takoder, dokazana je antifungalna aktivnosti protiv
Fusarium sp. i Aspergillus sp.. Maksimalni promjer zone inhibicije iznosio je 20 — 22 mm, a
MIC vrijednosti su se kretale od 0,156 do 1,25 mg/ml. Antifungalnu aktivnost prvenstveno su

pripisali visokom udjelu oksigeniranih monoterpena u eteri¢nom ulju.

Dobiveni rezultati za ekstrakt 3, koji je dobiven ekstrakcijom uz koristenje ugljikovog
dioksida kao nepolarnog otapala na superkriticnom fluidnom ekstraktoru, u skladu su s
rezultatima koje su dobili Pereira i suradnici (2013). Testirali su antioksidativnu i antimikrobnu
aktivnost ekstrakta listova Myrtus communis L. isto tako dobivenog ekstrakcijom pomocu
superkriti¢cnog CO». Rezultati disk-difuzijske metode pokazuju da je ekstrakt mirte uc¢inkovito
inhibirao rast S. aureus, S. epidermidis i B. subtilis, a nije inhibirao rast E. coli i P. aeruginosa.
Najbolji rezultati inhibicije su bili kod S. aureus i S. epidermidis, oba sa zonama inhibicije od
22,0 £ 0,7 mm. B. subtilis pokazuju nizu vrijednost od 15,0 + 2,0 mm. Ekstrakt je pokazao
znaCajno antibakterijsko djelovanje protiv Gram-pozitivnih bakterija koje su proucavane,
pokazujuci najbolja inhibitorna svojstva protiv S. aureus i S. epidermidis, sa slicnim MIC-om
(0,195 mg ml?), a protiv B. subtilis nesto manje djelovanje s MIC-om vrijednost 1,56 mg ml-
!, Rezultati su pokazali da ekstrakt nema djelovanje protiv gram-negativnih bakterija E. coli i
P. aeruginosa (MIC > 6,25 mg ml?). Zaklju¢ili su da je razlog vidljive razlike u osjetljivosti
gram-negativnih i gram-pozitivnih bakterija na ekstrakt vezan uz razli¢itu gradu i sastav
stani¢nih membrana. Isto tako obzirom da su S. epidermidis i S. aureus obi¢no ukljuceni u
infekcije koze, zakljucili su da bi ovaj ekstrakt mirte imao potencijalnu upotrebu kao
funkcionalni sastojak u proizvodima koji se koriste za vanjsku zaStitu koZze od
mikroorganizama. Sli¢ni rezultati dobiveni su i za ekstrakt 3, no on je uéinkovito inhibirao i
gram-negativne bakterije. Rezultati dobiveni za ekstrakt 4, koji je dobiven vodeno-alkoholnom
ekstrakcijom, su u skladu s onima koje su dobili Mert i suradnici (2008) koji su izvijestili 0
inhibiciji rasta S. aureus etanolnim ekstraktom Myrtus communis L. te rezultatima Gortzi i
suradnika (2008) koji su takoder izvijestili da je metanolni ekstrakt Myrtus communis L.

inhibirao rast S. aureus, S. epidermidis i P. aeruginosa.
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5. ZAKLJUCAK

1. Sviekstrakti eteri¢nog ulja mirte (Myrtus communis L.) pokazali su inhibitorno
djelovanje prema svim testiranim gram-pozitivnim i gram-negativnim
bakterijama i kvascima.

2. Antimikrobna aktivnost ovisi i 0 dijelu biljke iz kojeg se ekstrakt proizvodi kao
1 0 nacinu ekstrakcije.

3. Ekstrakt 1 ekstrahiran iz listova ima podjednaki antimikrobni uéinak protiv
gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija te kvasaca. Ekstrakt 3 dobiven iz
plodova superkriticnom fluidnom ekstrakcijom pokazao je dobar antimikrobni
ucinak protiv kvasaca 1 to u rangu s ekstraktom 1, no losije djeluje na bakterije.
Ekstrakt lista dobiven ekstrakcijom vodeno-alkoholnom bazom (ekstrakt 4)
pokazao je najvece antimikrobno djelovanje kod bakterija, a samo je inhibirao
rast kvasca Saccharomyces cerevisiae.

4. U odnosu na pozitivnu kontrolu odnosno antibiotik kanamicin (10 mg L) zone
inhibicije kod ispitanih ekstrakata su nesto nize.

5. Nije zabiljeZena znacajna antimikrobna aktivnost testiranih ekstrakata na

bakterije mlije¢ne kiseline.
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Izjava o izvornosti

Ja Jadranka Kralj izjavljujem da je ovaj zavr$ni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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