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izvorni znastveni rad / original scientific paper

SAZETAK

Cilj istrazivanja ovog rada bio je ispitivanje antimikrobnog potencijala metanolnih
ekstrakata biljaka iz roda Allium. Kao uzorci koriSteni su biljni ekstrakti srijemuse -
Allium ursinum L., bijelog luka — Allium sativum L. i crvenog luka — Allium cepa L.
Antimikrobno djelovanje metanolnog ekstrakta navedenih biljaka ispitivano je
primjenom disk difuzijske metode. Na ovaj nacin se pokuSao inhibirati rast ukupnih
bakterija i Salmonelle spp. izolirane iz uzorka redovne kontrole namirnica, koja
spada pod monitoringom zdravstvene ispravnosti gotovih proizvoda, prije stavljanja
istih na trZiste. Rezultati djelovanja metanolnih ekstrakata pokazali su vidljivu zonu
inhibicije na hranljivoj podlozi za ukupan broj mikroorganizama (Plate Count Agar)
u kojoj je sprijeCen rast ispitivane bakterije. Ekstrakti su pokazali znacajnu
antimikrobnu aktivnost, u rasponu od 15,24 do 27,91 mm.

Ekstrakt Allium sativum L. je imao najviSe izraZzenu zonu inhibicije koja je iznosila
27,91 mm, zatim Allium wrsinum L. (21,13 mm), dok je najniZzu antimikrobnu
aktivnost pokazao je ekstrakt Allium cepa L. kod kojeg je zona inhibicije rasta
bakterija bila 15,24 mm, Sto je znatno niZze u odnosu na druga dva ispitivana
ekstrakta. Antimikrobne aktivnosti ispitivanih ekstrakata prema Salmonella spp.
pokazale su znatno niZe vrijednosti. Allium ursinum L. je pokazao zonu inhibicije
¢iji je dijametar iznosio 14,73 mm, a Allium sativum L. je pokazao pribliznu
vrijednost 14,11 mm, dok ekstrakti Allium cepa L. nisu pokazali antimikrobnu
aktivnost na bakteriju Salmonella spp.

Kljucne rijeci: Allium ursinum L., Allium sativum L., Allium cepa L., Salmonella
spp., disk difuzijska metoda, antimikrobno djelovanje

Keywords: Allium ursinum L., Allium sativum L., Allium cepa L., Salmonella spp.,
disc dilution method, antimicrobial acitivty
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UVOD

Upotreba ljekovitog bilja za pripravku tradicionalnih preparata u alternativnoj
medicini danas je sve veéa. lako se veliki broj biljnih vrsta od davnina koristi za
lijecenje brojnih bolesti, ipak njihovo djelovanje sa znanstvenog aspekta je jo$
uvijek nedovoljno poznato (Chitme i sur., 2003). Prirodni proizvodi biljaka ¢ine od
60 do 80 % sastojaka antibiotika koji su danas prisutni na trZistu (Taghizdah 1 sur.,
2001), medutim bakterije razvijaju sve vecu otpornost na klasi¢ne antibiotike
(Cohen, 1992; Levy, 1997; Walsh, 2000; Cole i sur., 2002; Kiessling i sur., 2002). Iz
tog razloga, ispitivanje i analiza biljnih ekstrakata sa znanstvenog aspekta, danas je
sve viSe aktualna, zbog njihovog u¢inkovitog antimikrobnog ucinka (Andrews i sur.,
1980). Vrste roda Allium se stolje¢ima koriste kao zacin u hrani, kao sastojak
mnogih jela, ali su imale i Siroku primjenu u narodnoj medicini (Sapunjieva 1 sur.,
2012). U tradicionalnoj medicini, vrste roda Allium se koriste za procisc¢avanje krvi,
kod problema sa peristaltikom, za smanjenje krvnog tlaka, kao i za lijeCenje
glavobolje, oboljenja jetre, kod dijareja i artritisa (Ivanova i sur., 2009). Allium
sativum 1.. je snazno antibakterijsko sredstvo 1 djeluje kao inhibitor na Gram-
pozitivne 1 Gram-negativne bakterije ukljucujuci vrste bakterija Escherichia,
Salmonella, Streptococcus, Staphylococcus, Klebsiella, Proteus 1 Helicobacter
pylori (Ankri 1 Mirelman, 1999; Reuter 1 sur., 1996). U istrazivanju koje su proveli
Sapunjeva 1 sur. (2012), medvjedi luk ili srijemusa (4/lium ursinum L.) je pokazao
ve¢u antimikrobnu aktivnost na Gram-pozitivne nego li na Gram-negativne
bakterije. Vodeni ekstrakt i sok crvenog luka pokazali su inhibitorno djelovanje na
rast vrste Salmonella typhosa u in vitro uvjetima (Bison, 1994). Zbog visokog
sadrzaja fenolnih spojeva 1 kvercetina u suhim kozastim listovima, ekstrakti crvenog
luka su pokazali visoku antimikrobnu aktivnost na bakterije Escherichia coli,
Pseudomonas fluorescens i Bacillus cereus (Skerget i sur., 2009). U dosada$njim
studijama antimikrobna aktivnost vrsta iz roda Allium se pripisuje veoma reaktivnim
sumpornim spojevima, te sukladno navedenoj ¢injenici u istraZivanju koje su proveli
Heinrich 1 sur. (1996) dokazano je da vrsta Allim sativum L. ima snazno
antimikrobno djelovanje. Alicin, glavni antimikrobni sastojak vrsta roda Allium
reagira sa slobodnim tiolnim grupama u proteinima bakterija (Ankri i Mirelman,
1999; Miron 1 sur., 2002). Antimikrobna aktivnost alicina je posljedica vezivanja
kemijskih grupa alicina sa tiolnom skupinom ARN polimeraze i inhibiranje sinteze
DNA, RNA 1 proteina (Rabinkov i sur., 1998; Ankri i Mirelman, 1999). Cilj ovog
istraZivanja je bio ispitati koja od tri vrste luka (bijeli, crveni i medvjedi luk) ima
najbolju antimikrobnu aktivnost na ukupan broj bakterija i Sallmonella spp. Kao
model za ispitivanje antimikrobne aktivnosti tri vrste roda Allium, izabrana je Gram-

vvvvv

covjeka, kao i jedan od najces¢ih uzrocnik trovanja ljudi hranom (Reed, 1993).
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MATERIJAL I METODE

Za istrazivanja koja su provedena u ovom radu kao uzorci koriSteni su metanolni
ekstrakti biljaka roda Allium, slijede¢ih vrsta: srijemuse - Allium ursinum L., bijelog
luka - Allium sativum sativum L. 1 crvenog luka - Allium cepa L. (Tablica 1).
Ekstrakti biljaka su dobiveni iz svjeZeg biljnog materijala.

Tablica 1. Biljke od kojih se pravio ekstrakt
Table 1. Plants used for extract preparation

Ispitivane biljke Dio biljke koji se ispituje
1. Allium ursinum L.- srijemusa lukovica
z Allium sativum L. - bijeli luk lukovica
3 Allium cepa L. - crveni luk lukovica

Priprava ekstrakata

Biljni materijali (10 g) su homogenizirani i usitnjeni, te tako pripremljeni
ekstrahirani su sa 100 mL. 80 % metanola u trajanju od 24 h pri sobnoj temperaturi.
Biljni ekstrakti su dobiveni filtriranjem na Buchner-ovom lijevku. Nakon filtriranja
ekstrakata uradeno je odvajanje metanola pomocu rotacionog isparivaca (Rotavapor
R-210/215 BUCHI, Buchi AG, Flawil, Svicarska) pri 40 °C. Ovako pripremljenom
ekstraktu je ispitana antimikrobna aktivnost. Antibakterijska aktivnost dobivenog
ekstrakta je ispitana na bakterijsku kulturu Salmonella spp. Koristene bakterije
Salmonella spp. izolirane su iz uzorka redovne kontrole namirnica, koja spada pod

monitoringom zdravstvene ispravnosti gotovih proizvoda prije stavljanja na trziste
(Veterinarski zavoda USK-a).

Mikrobioloska ispitivanja

Nakon pripreme razrjedenja uzorka, izvrSena je izolacija Salmonella spp. prema
direktivama BAS EN ISO 6579:2005, BAS EN ISO 6579/cor1:2010). Dodatna
identifikacija uradena je zasijavanjem izoliranih bakterija na XLD agar (ksiloza lizin
deoksiholatni agar; Torlak, Beograd, Srbija), kao i diferencijalnim bojenjem po
Gramu.

25 g uzorka je otopljeno u 225 mL tekuce neselektivne obogacene podloge BPW
(Buferirana peptonska otopina) inkubirane pri 37 °C tijekom 24 h. Nakon toga je u
10 mL tekuceg RVS (Rappaport-Vassiliadis bujon; Torlak, Beograd, Srbija ) dodano
0,1 mL ranije inkubiranog uzorka i inkubirano pri 41,5 °C tijekom 24 h. Promjena
boje podloge ukazuje na prisustvo Salmonelle ssp. te se vrsi zasijavanje na ¢vrstom
XLD (ksiloza lizin deoksiholatni agar; Torlak, Beograd, Srbija, selektivni agar
namijenjen za izolaciju i odredivanje brojnosti Salmonella vrsta) i inkubira pri
37 °C, 24-48 h. Izrasle kolonije su smede boje. U 9 mL fizioloske otopine doda se
par kolonija i napravi tekuca kultura Salmonella spp. koja se zasije na hranljivi agar
(podloga namijenjena za kultiviranje Sirokog spektra mikroorganizama). Nakon
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stajanja od 15 minuta i inicijalnog zagrijavanja na kuhalu radi potpunog otapanja,
uradeno je razlijevanje podloge i autoklaviranje u trajanju od 20 minuta pri 121 °C.
Nakon izoliranja Salmonela spp. iz uzorka, dodatna potvrda identifikacije uradena je
bojenjem po Gramu, kojom je utvrdeno da izolirani sojevi predstavljaju Gram-
negativne Stapice, a kultivacija istih sojeva na XLD agaru dala je crvenkasto roze
kolonije ¢ime je potvrdeno da se radi o sojevima roda Salmonella. U metodi bojenja
po Gramu upotrebljavaju se 4 reagensa: primarna boja - kristal (gencijana) violet
koja boji Gram-pozitivne bakterije u ljubic¢asto; Lugolova otopina, 96 % etanol i
sekundarna boja-Safranin (fuksin) koja boji Gram-negativne bakterije crveno
(Mihajilov-Krstev, 2008). Izolirana Salmonella spp. zasije se na Salmonella
Chromogenic Agar (Torlak, Beograd, Srbija).

Odredivanje antimikrobne aktivnosti na ukupan broj mikroorganizama uradeno je na
hranljivoj podlozi za ukupan broj bakterija (UBB, Liofilchem, Italija), koja je nakon
inicijalnog zagrijavanja na kuhalu razlivena u Petrijeve zdjele 1 autoklavirana u
trajanju od 20 minuta pri 121 °C. U 9 mL fizioloske otopine doda se par kolonija
ranije izraslih na podlozi i napravi takuca kultura koja se zasije na podlogu za
ukupan broj bakterija.

Disk difuzijska metoda

Metoda se zasniva na principu difuzije antimikrobnog ekstrakta u ¢vrstu hranljivu
podlogu, pri ¢emu on djelyje manje ili viSe inhibitorno na bakterije koje su
prethodno zasijane na tu podlogu. Primjenjuju se celulozni diskovi, na koje se
nanosi uzorak koji je ekstrahiran iz biljaka. U Petrijevim zdjelama se vrsi
zasijavanje kultura mikroorganizama. Po 1 mL suspenzije bakterijske kulture nanese
se ravnomjerno na podlogu Stapicem po Drigalskom. Zatim se postavljaju celulozni
diskovi natopljeni sa ekstraktima biljaka (4l/lium ursinum L., Allium sativum L. i
Allium cepa 1..). Ovako pripremljeni uzorci idu na inkubaciju (Inkubator Selecta:
2000209, Spanjolska). Ekstrakt difundira sa mjesta nanoSenja u podlogu u svim
pravcima. Do sprjeCavanja rasta testiranog mikroorganizma dolazi ukoliko je on
osjetljiv na djelovanje ispitivanog uzorka. Sirina zone inhibicije (promjer inhibicije),
razmjerna je stupnju osjetljivosti mikroorganizma na primijenjeni agens, odnosno
antimikrobnom uéinku ispitivanog ekstrakta. Nakon inkubacije na 37 °C, prvo
ocitavanje o inhibiciji je obavljeno nakon 24 h, a kona¢ni rezultati su ocitani nakon
48 h. Ako nema zone inhibicije, znaci da mikroorganizam nije otporan na djelovanje
ispitivane tvari (Tablica 2) Eksperiment je neophodno izvoditi u replikatu. Potrebno
je koristiti dvije vrste kontrole: pozitivnu i1 negativnu. Negativna kontrola
podrazumijeva da se na disk umjesto uzorka u odredenom razrjedenju nanosi ili
voda ili otapalo u kojim je uzorak razrijeden. Pozitivna kontrola podrazumijeva
primjenu antibiotika. Antibiotik (Amoksicilin) je koriSten kao kontrola za usporedbu
aktivnosti ekstrakata.
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Tablica 2. Otpornost bakterija prema antibioticima
Table 2. Resistances of bacteria against antibiotics

Zona inhibicije Oznake osjetljivosti Tumacdenje
do 10 mm R* otporna bakterija
10 - 17 mm [ 9%* umjereno ogjetljiva
’ bakterija
> 17 mm S, 3%** osjetljiva bakterija

*R —resistant, **I — intermediate, ***S - sensitive

REZULTATI I RASPRAVA

U radu je ispitivana antimikrobna aktivnost metanolnog ekstrakta u odnosu na
izoliranu bakteriju Salmonella spp. 1 ukupnom broju bakterija, te je disk difuzijskom
metodom odredena zona inhibicije .

Rezultati dobiveni ispitivanjem utjecaja razliCitih ekstrakata na rast Salmonella spp.
i ukupnog broja bakterija prikazani su u slijede¢im tabelama.

Tablica 3. Rezultati antimikrobne aktivnosti ekstrakata roda 4//ium na UBB
Table 3. Results of antimicrobial activity of extracts Allium on Plate Count Agar

Zona inhibicije -

Ispitivane biljke UBB Tumacenje
1. | Allium ursinum L. 213 osjetljiva bakterija (S)
2. | Allium sativum L. 2791 osjetljiva bakterija (S)

umjereno osjetljiva

25 Allium cepa L. 15,24 BalEeaAT)

Tablica 4. Rezultati antimikrobne aktivnosti ekstrakata roda Allium na Salmonella

spp-
Table 4. Results of antimicrobial activity of Allium extracts against Salmonella spp.

.. - Zona inhibicije - . .
Ispitivane biljke pr— Tumacenje

. . umjereno osjetljiva
1. | Allium ursinum L. 14,73 bakteriiai(@)

. . umjereno osjetljiva
2. | Allium sativum L. 14,11 Bakietiiah
3. Allium cepa L. <10 mm otporna bakterija (R)
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Tablica 5. Ukupna antimikrobna aktivnost i aktivnost na Sallmonela spp.
Table 5. Total antimicrobial activity and activity against Sallmonela Spp.

Sallmonela ssp.
15,24 10

2791
21,13

Izvor varijacije

Minimum

Maksimum

Srednja vrijednost

Zbir 64,28

Al-ltmetlcka 21,4266

sredina

Standardna 6,3402

devijacija

Varijacija 40,198 6,6082 58987,7
Koeficijent

29,590 31,5830

varijacije
ANOVA Suma kvadrata
107,866

Sr.vrijednost
4

Fisher test pr>F
23,4032 0,09833*

Tablica 6. Kruskal-Wallis test
Table 6. Kruskal- Wallis test

H (posmatrana vrijednost) 3,857
H (kriti¢na vrij ednost) 3,857
P-pojedinacno 0,04953
jednosmjerna p-vrijednost <0,0001

nivo znacajnosti 0,05
.

inhibicije od 27.91 mm kod Allium sativum L., statisticki znacajnim manjim
utjecajem kod Allium ursinum L. sa zonom inhibicije od 21,13 mm te skoro
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zanemariv utjecaj Allium cepa L. sa zonom inhibicije od svega 15,24 mm.
Istrazivanja provedena od Nath i sur. (2010) i Skerget i sur. (2009) sa ekstraktima
suhih listova lukovice roda Allium pokazale su da oni posjeduju znacajne
antioksidativne i antimikrobne osobine. Benkeblia i sur. (2005) testirali su
antibakterijsku aktivnost etericnih ulja izoliranih iz razlicitih vrsta Allium, te je
dokazano da etericno ulje crnog luka pokazuje slab antimikrobni ucinak, izmedu
ostalih testiranih bakterija i na Salmonella enteritidis, dok vrste Allium sativum L. i
Allium ursinum L. pokazuju znacajno visu antimikrobnu aktivnost, $to je u skladu i
sa naSim provedenim istrazivanjem.

Bakht 1 sur. (2013) su disk difuzijskom metodom testirali antimikrobnu
(antibakterijsku 1 antifungalnu) aktivnost 6 razlicitih ekstrakata (etanolni, etil-
acetatni, kloroformni, petrol-eterski, n-butanolni 1 vodeni) pripremljenih od svjezih
lukovica roda Allium na 9 vrsta mikroorganizama, medu kojima je i Salmonella
typhi. Najvecu efikasnost na Salmonella typhi pokazao je tretman kloroformnim
ekstraktom Allium wrsinum L. (1 to pri koncentraciji od 1 1 2 mg/disku), dok je
Allium cepa L. etil-acetatna subfrakcija pokazala slabu inhibiciju rasta.

Prema podacima dobivenim u ovome radu, svi ekstrakti ispitivanih biljaka pokazali
su znaCajnu aktivnost na Salmonella ssp. Zone inhibicije ukazuju na visoku
razlicitost, te se dijametar kretao manje <10 mm u slucaju Allium cepa L. na
Salmonellu spp., do 27,91 mm u slucaju Allium sativum L. na UBB. Antibiotik
(Amoksicilin) je koristen kao kontrola za usporedbu aktivnosti ekstrakata.

ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata dobivenih u ovom istraZivanju mozemo zakljuciti slijedece:

e Zakljucno, vrsta Allium ima dobru antimikrobnu aktivnost pri djelovanju na
ukupni broj bakterija gdje se zona inhibicije kretala od 15,24 mm (umjerena
osjetljivost) za ekstrakt Allium cepa L., porasla na 21,13 mm (osjetljiva) kod
Allium ursinum L. 1 27,91 mm (osjetljiva) kod Allium sativum L. Ovaj
rezultat daje nam povjerenje da konvencionalni medicinski pristup moze se
koristiti za lijeCenje nekoliko bolesti.

e Provedena istraZivanja su dokazala da Allium ursinum L. 1 Allium sativum L.
pokazuju i znacajno djelovanje protiv Sallmonela ssp. gdje se zona
inhibicije kretala od 14,11 do 14,73 mm, te rezultati ukazuju mogucénost
koristenja navedenih biljaka za lije€enje Sallmonela ssp. infekcija.

Stoga, uzimajué¢i u obzir rezultate dobivene iz ovog istrazivanja, sve veca
ogranicenja za primjenu antibakterijskih kemikalija, kao §to su nuspojave i otpornost
bakterija u biofilmu i medicinsku otpornost, osjeca se potreba za zamjenom tih
materijala prirodnim materijalima i biljnim kombinacijama.
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