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PREDGOVOR

Promene koje se ubrzano deSavaju na globalnom i lokalnom nivou od naucnih,
klimatskih, ekonomskih pa do politi¢kih podsticu potrebu da prouc¢imo njihov uticaj na
zivi svet 1 na jednu od najvaznijih ljudskih delatnosti - proizvodnju hrane.

Nasa poljoprivreda, nase selo, nasi poljoprivredni proizvodaéi nisu danas ono §to su
i pre trideset, Cetrdeset ili manje godina bili, srpsko selo se danas vise nego ikad
ubrzano 1 u hodu menja. Poljoprivredna nauka mora preuzeti deo odgovornosti u
pogledu proizvodnje dovoljne koli¢ine kvalitetne hrane za ljudsku ishranu jer prolaze
vremena kada se za svaku losu Zetvu traze opravdanja u klimi.

Sa ciljem da budemo u toku odredenih zbivanja, kao i da sami svojim rezultatima
uticemo na razvoj poljoprivrede i njenih pratec¢ih delatnosti osim kroz edukaciju
studenata, Agronomski fakultet u Catku organizuje i Savetovanje o biotehnologiji.

Osnovni cilj Savetovanja je upoznavanje S§ire nauCne i strucne javnosti sa
rezultatima najnovijih naucnih istrazivanja, domac¢ih i inostranih nauc¢nika iz oblasti
osnovne poljoprivredne proizvodnje i prerade i zaStite Zivotne sredine. Na taj nacin
fakultet nastoji da omogu¢i direktan prenos nauc¢nih rezultata Siroj proizvodnoj praksi,
pa pored nauénih radnika, agronoma, tehnologa, na ovogodi$njem Savetovanju bice i
znacajan broj poljoprivrednih proizvodaca, stru¢nih savetodavaca, nastavnika, itd.

U Zborniku radova XXIV Savetovanja o botehnologiji sa medunarodnim ucesc¢em,
predstavljeno je ukupno 126 radova iz oblasti Ratarstva, Povrtarstva i Krmnog bilja,
Vodéarstva i vinogradarstva, Zootehnike, Zastite bilja, proizvoda i zivotne sredine i
Prehrambene tehnologije.

Pokrovitelj za XXIV Savetovanje o biotehnologiji sa medunarodnim uces¢em je
Ministarstvo prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije, a materijalnu i
organizacionu podrsku su nam pruzili grad Cagak, privrednici, dugogodisnji prijatelji
Agronomskog fakulteta, kojima se i ovim putem zahvaljujemo.

Kolektivu Agronomskog fakulteta, takode dugujemo zahvalnost, jer su i ovaj put
radnici svih struktura, svako na svoj naéin, doprineli realizaciji jo$ jednog Savetovanja.

U Cacku, marta 2019. godine

Programski i Organizacioni odbor
XXIV Savetovanja o biotehnologiji
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ANTIMIKROBNA AKTIVNOST SEKUNDARNIH BILJNIH
METABOLITA

g Y ee sl . .1 .1
Ljubica Sarcevic-Todosijevi¢', Bojana Petrovi¢', Predrag Vukomanovic',
e S ) vl .3
Ljubisa Zivanovic¢®, Jana Garcic¢', Vera Popovic¢

Izvod: Sekundarni metaboliti biljaka odgovorni su za Sirok dijapazon aktivnosti
biljnih droga. Ciljevi istrazivanja sekundarnih biljnih metabolita, odnose se i na potrebe
pronalaska novih antimikrobnih materija s obzirom na globalnu pojavu otpornosti
bakterija na antibiotike. U ovom radu, razmatra se antimikrobna aktivnost sekundarnih
biljnih metabolita.

Kljuéne reéi: sekundarni biljni metaboliti, antimikrobna aktivnost.
Uvod

Biljke imaju vaZznu ulogu u odrzavanju zdravlja ljudi i pobolj$anju kvaliteta
ljudskog Zivota, a koris¢enje biljaka u ove svrhe datira od davnina. Infektivne bolesti su
jo§ uvek vodeéi uzrok smrtnosti $irom sveta, uprkos velikom napretku medicine i
farmacije, izmedu ostalog, i zbog globalne pojave otpornosti bakterija na antibiotike, pa
se namece potreba za pronalaskom novih antimikrobnih jedinjenja (Freiesleben and
Jager, 2014).

Pod pojmom "biljna droga" u farmaciji, podrazumevaju se biljni organi ili njihovi
delovi, koji sadrze farmakoloski aktivna jedinjenja; u Sirem smislu droge su proizvodi
koji se iz biljnog organizma mogu izdvojiti procesom ekstrakcije. Farmakoloski aktivne
materije u biljkama, uglavnom pripadaju grupi sekundarnih metabolita i upravo su ovi
sastojci odgovorni za aktivnost biljnih droga. FarmakoloSka aktivnost biljnih droga je
izuzetno  Siroka, obuhvata antioksidativna, antimutagena, antikancerogena,
antialergijska, antiinflamatorna, antibakterijska, antivirusna, citotoksi¢na, diureticka,
spazmoliti¢ka, sedativna i mnoga druga dejstva (Kovacevi¢, 2004; Popovié i sar., 2016;
2018a).

Jedan od znacajnih ciljeva istrazivanja sekundarnih biljnih metabolita, odnosi se i
na mogucnosti pronalaska novih antimikrobnih materija, posebno ako se ima u vidu
pomenuta pojava otpornosti bakterija na konvencionalna antibiotska sredstva.
Istrazivanjima je potvrdeno da antimikrobnu aktivnost poseduju brojni polifenolni
sastojci biljaka (jednostavni polifenoli, fenolne kiseline, lignani, hinoni, flavonoidi,
tanini, kumarini), terpenoidi i etarska ulja, alkalodi, lektini, polipeptidi, poliacetileni
(Kovacevié, 2004; Cowan, 1999; Kovacevi¢ i Kundakovi¢, 2007).

U ovom radu, razmatra se antimikrobna aktivnost sekundarnih biljnih metabolita.
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Sekundarni metaboliti biljaka

Biljke sintetiSu veliki broj organskih jedinjenja, koja su tradicionalno
klasifikovana kao primarni i sekundarni metaboliti, iako oStre granice izmedu ovih
grupa nisu uvek jasne. Primarni metaboliti su oznaceni kao jedinjenja koja ucestvuju u
osnovnim metabolickim procesima biljke, a nastaju u procesima fotosinteze, glikolize,
ciklusa limunske kiseline, sinteze aminokiselina, transaminacije, sinteze enzima,
proteina i strukturnog materijala ¢elija. Sekundarni metaboliti su jedinjenja koja nemaju
direktnu ulogu u fundamentalnim metabolickim procesima, ve¢ imaju vazan ekoloski
znacaj za opstanak biljke, kao i zastitnu ulogu u adaptaciji biljke na uslove biotickog i
abiotickog stresa. Odnosi izmedu biljaka i drugih ¢lanova biocenoza, ukljucujuéi
mikroorganizme, u ekosistemima su veoma sloZeni i ¢esto su posredovani produkcijom
sekundarnih metabolita. Sekundarni metaboliti su niskomolekulska jedinjenja, bez
energetskog znacaja, odlikuju se hemijskom raznovrsno§¢u i bioloSkom i
farmakoloskom aktivno$éu (Odum, 1972; Kovacevi¢, 2004; Veberi¢, 2010, Saréevié -
Todosijevi¢ et al., 2016; Sarevié - Todosijevi¢ i sar., 2018a; Saréevié - Todosijevi¢ i
Stevanovi¢, 2018; Saréevi¢ - Todosijevié et al., 2019).

Fenolna jedinjenja predstavljaju najveéu grupu sekundarnih metabolita,
obuhvataju jednostavna jedinjenja poput fenolnih kiselina, ali i polimere velike
molekulske mase, kao §to su kondenzovani tanini. Intenzivno se proucava hemijska
struktura i dejstvo fenolnih kiselina i njihovih heterozida. Uglavnom su prisutne u
zitaricama (pSenici, jeCmu, razi), a posebno ferulna kiselina, esterifikovana
polisaharidima, koji su sastavni deo Celijskog zida biljaka. Poseduju snaznu
antioksidativnu, antiinflamatornu, antikancerogenu i antimikrobnu aktivnost. Galna
kiselina poseduje aktioksidativna, anifugalna i antiviralna svojstva (Kovacevi¢, 2004;
Popovi¢ i sar., 2018a; 2018b; 2018c; 2019). Flavonoidi predstavljaju najvecu grupu
biljnih polifenola. U osnovi molekula aglikona kod ove grupe jedinjenja, nalazi se 2-
fenil-benzo-y-piron (flavon). Veliki broj lekovitih biljaka sadrzi flavonoide, koji imaju
izrazeno antiviralno i antibakterijsko dejstvo. Koncentrisani su u semenu, plodovima,
listu, cvetu, kori drveta (Kovacevié, 2004; Sargevié - Todosijevi¢ et al., 2018b). Biljni
ekstrakti bogati flavonoidima, ve¢ duzi period se koriste kao efikasni baktericidni agensi
protiv vrsta Escherichia coli, Staphylococcus nervous, Staphylococcus epidermidis 1 dr.
(Cushnie and Lamb, 2005), pri ¢emu su flavonoidi miricetin, apigenin, rutin, galangin,
2,4,2°-trihidroksi-5’-metil halkon i lanhokarpol vodete supstance (Kovacevi¢ i
Kundakovi¢, 2007).

Alkaloidi su heterocikli¢na azotna jedinjenja. Diterpenoidni alkaloidi, izolovani iz
biljaka familije Ranunculaceae, pokazuju znacajno antimikrobno dejstvo (Omulokoli
and Khan Chhabra, 1997). Glikoalkaloid iz familije Solanaceae, pokazuje anti-HIV
dejstvo kao i antibakterijsko dejstvo (McMahon et al., 1995).

U grupu sekundarnih biljnih metabolita, izrazenog antimikrobnog dejstva, ubrajaju
se i etarska ulja. Etarska ulja su lako isparljive kompleksne prirodne smese razlicitih
mono-, seskviterpena i fenilpropanskih jedinjenja. Od masnih ulja se razlikuju po
aromaticnosti i isparljivosti, daju biljkama karakteristiCan miris i predstavljaju najcesce
te¢ne produkte biljnog tkiva. Gotovo sva ulja intenzivno spreavaju razvoj
mikroorganizama, suzbijajuéi Sirenje infekcija na biljkama u kojima nastaju. Izuzetno
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bogate etarskim uljima su vrste familija: Pinaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Rosaceae,
Rutaceae, Apiaceae (Kovacevi¢, 2004; Miloradovi¢ i sar., 2018).

Antimikrobna aktivnost sekundarnih biljnih metabolita

Sekundarni metaboliti biljaka inhibiraju rast mikroorganizama razli¢itim
mehanizmima. Uopsteno gledano, smatra se da postoji pet osnovnih mehanizama
dejstva prirodnog proizvoda na ¢eliju mikroorganizma, a to su:

e dezintegracija ¢elijskog zida,
destabilizacija prolaska protona kroz membranu ¢elije,
spreCavanje protoka elektrona,
spreCavanje aktivnog transporta i
koagulacija celijskog sadrzaja (Sikkema et al., 1995; Madigan et al., 1997;
Faleiro, 2011).

Medu antimikrobnim supstancama biljnog porekla, kao $to je naglaseno, posebno se
isticu etarska ulja, koja se tradicionalno koriste zbog prijatnog mirisa i antiseptickih
svojstava. Etarska ulja se smatraju za prirodne alternative hemijskim biocidima i
antibioticima, a efikasna su protiv velikog broja patogenih bakterija. Aromati¢ne biljne
vrste roda Thymus su vazne lekovite biljke, preporucuju se zbog terapijskih svojstava
njihovog etarskog ulja. Rod Thymus pripada familiji Lamiaceae, obuhvata oko 350 vrsta
(Janci¢, 2004).

U studiji Nikoli¢a i sar. (2014), izvedena je nau¢na validacija tradicionalne
upotrebe 1 ispitivanje fitohemijske i bioloske aktivnosti etarskih ulja Thymus serpyllum,
Thymus algeriensis 1 Thymus vulgaris. Analiza je otkrila timol kao glavnu komponentu
Thymus algeriensis, Thymus vulgaris 1 Thymus serpyllum, sa procentualnim udelom od
56,02%, 48,92% 1 38,50%. OsuSeni delovi Thymus vulgaris 1 Thymus algeriensis
odvojeni su od drvenastih delova (100 g) i podvrgnuti hidrodestilaciji, uz aparat
Clevenger 3 sata, u skladu sa standardnom procedurom. Dobijena etarska ulja su
osusena iznad Na,SO, i1 ¢uvana na 4°C pre daljih analiza. Ispitivano je dejstvo etarskih
ulja na sledece klinicke oralne izolate: Streptococcus mutans (IBR S001), Streptococcus
sanguis (dva soja, IBR S002 i IBR S003), Streptococcus pyogenes (dva soja, IBR S004
i IBR S005), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (IBR
POO01) i Lactobacillus sp. (IBR L002). Minimalna inhibitorna koncentracija je odredena
metodom mikrodilucije. U eksperimentu je kori$¢ena pozitivna kontrola s antibiotikom
(ampicilin 1 streptomicin) i antimikrobnim preparatom (Hexoral i Chlorhexidine
0,05%). Sva tri ulja pokazala su znacajnu antimikrobnu aktivnost prema svim testiranim
sojevima bakterija. Vrednosti inhibicije varirale su od MIK 2,5-160 pg/ml, a minimalna
baktericidna koncentracija (MBK) iznosila je 5-320 pg/ml. Thymus serpyllum je
pokazao najjacu antimikrobnu aktivnost (MIK 2,5-5 pg/ml, a MBK 5-10 pg/ml), dok je
Thymus vulgaris pokazao najnizi antimikrobni potencijal (MIK 80-160 pg/ml, MBK
160-320 pg/ml). Thymus algeriensis je inhibirao rast odabranih mikroorganizama u
srednjem dometu MIK 20-80 pg/ml, MBK 40-160 pg/ml. Uporedujuci rezultate dejstva
etarskih ulja sa standardnim lekovima (heksoral), zakljuceno je da ulja poseduju
snaznija antibakterijska dejstva na ispitivane patogene taksone mikroorganizama.
Etarsko ulje vrste Thymus serpyllum pokazalo je vecu antibakterijsku aktivnost nego
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testirana dva antibiotika. Ulje Thymus algeriensis je pokazalo jednak antibakterijski
potencijal kao streptomicin, ali ja¢i od ampicilina na slede¢im bakterijama:
Streptococcus sanguis, Streptococcus pyogenes 1 Staphylococcus aureus. Etarsko ulje
Thymus vulgaris je, takode, pokazalo vecu aktivnost od ampicilina na Streptococcus
pyogenes 1 Staphylococcus aureus (Nikoli€ i sar., 2014).
Izuzetno je znacajna studija Beatovica i sar. (2013), koja se odnosila na ispitivanje
hemijskog sastava i antimikrobne aktivnosti etarskog ulja svetog bosiljka, Ocimum
sanctum L. Etarsko ulje iz suve herbe vrste bosiljka (Ocimum sanctum L.), dobijeno je
hidrodestilacijom u oficinalnom aparatu po Clevenger-u.
Testirani su slede¢i bakterijski sojevi:
o Gram (+): Bacillus cereus (klini¢ki izolat) Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Micrococcus flavus (ATCC 10240), Listeria monocytogenes (NCTC
7937) 1 Enterococcus faecalis (humani izolat);

o Gram (-): Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella typhimurium
(ATCC 13311), Escherichia coli (ATCC 35218).

Za uzgoj bakterijskih kultura, koriS¢ena je Mueller-Hinton cvrsta podloga.
Antibiotici ampicilin i streptomicin su koriS¢eni kao pozitivne kontrole. Hemijski sastav
etarskog ulja odreden je gasnom hromatografijom. Detektovane komponente ulja su
svrstane u tri grupe: monoterpene, seskviterpene i fenilpropanoide. Rezultati
istrazivanja pokazuju izrazenu antibakterijsku aktivnost ulja na sve testirane bakterijske
sojeve, Gram (+) i Gram (—), a u odnosu na antibiotike. Etarsko ulje je delovalo na sve
testirane sojeve inhibitorno u intervalu 0,34—41,50 ul/ml i baktericidno u opsegu 22,50—
124,5 pl/ml. Referentni antibiotik streptomicin je delovao inhibitorno u intervalu 1,25—
10,00 pl/ml i baktericidno u opsegu 2,5-25,00 pl/ml, a ampicilin inhibitorno 100,00
ul/ml i baktericidno 150,00 pul/ml. Uocena je veca antibakterijska aktivnost na Gram-
= 22,50ul/ml) i Escherichia coli (MBK = 25,00ul/ml). Listeria monocytogenes i
Enterococcus faecalis pokazale su najvecu rezistentnost na ispitivano ulje (MBK =
124,50pl/ml) (Beatovi¢ i sar., 2013).

Ispitivanjem aktivnosti etarskih ulja mati¢njaka (Melissa officinalis), manuke
(Leptospermum scoparium) 1 vratiCa (Tanacetum vulgare) na sojeve Candida spp. i
Aspergillus spp., uzrocnike otomikoza, povrsnih gljivicnih infekcija koze spoljasnjeg
uSnog kanala, Jovanovi¢ et al. (2016) su dokazali da navedena etarska ulja imaju i
antimikoti¢ni efekat.

Jo$ jedna vazna biljna familija, s aspekta ekstrakcije i primene etarskih ulja, je
Myrtaceae (Janci¢, 2004). Znacajan predstavnik je vrsta Eucalyptus globulus zbog
izrazenih bioloskih i farmakoloskih svojstava. Koristi se za ekstrakciju etarskog ulja,
koje nalazi veliku primenu, i to kao anestetik, antiseptik, adstringent, dezinfekciono
sredstvo, zatim kao narodni lek za apsces, artritis, astmu, bronhitis, opekotine, dijabetes,
dijareju, difteriju, groznicu, grip. Takode, veliku primenu ima i u kozmetickoj industriji.
Mnogobrojne studije su se bavile antimikrobnim svojstvima etarskog ulja Eucalyptus
globulus. Bachir i Benali (2012) su ispitivali antimikrobnu aktivnost etarskog ulja iz
listova Eucalyptus globulus na dve medicinski znaCajne vrste bakterija, Escherichia coli
i Staphylococcus aureus, putem metode disk difuzije i metode razredivanja. Najveca
zona inhibicije je dobijena za Escherichia coli sa 100% koncentracijom etarskog ulja
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Eucalyptus globulus, a najmanja za Staphylococcus aureus sa 25% koncentracije listova
etarskog ulja. Sa porastom koncentracije etarskog ulja, raste i inhibitorni efekat na rast
ispitivanih mikroorganizama (Bachir and Benali, 2012). Beneta (1997), na osnovu
rezultata istrazivanja, navodi da je etarsko ulje vrste Eucalyptus globulus delovalo na
vecinu ispitanih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, kvasnica i dermatofita u
koncentracijama manjim od 2%, dok je slabije dejstvo utvrdeno za vrste Escherichia
coli, Candida glabrata te razliCite vrste roda Bacillus. Dermatofiti Trichophyton
mentagrophytes i Epidermophyton floccosum nisu bili osetljivi na delovanje etarskog
ulja (Beneta, 1997).

Pored pomenutih biljnih taksona, i mnoge druge biljne vrste i njihovi sekundarni
metaboliti pokazuju antimikrobna svojstva. Halilovi¢ et al. (2017) su ispitivali
antimikrobni ucinak ekstrakata iz plodova i listova borovnice, brusnice i aronije.
Najizrazeniji antimikrobni u¢inak od ispitivanih plodova pokazao je plod borovnice, a
od listova list brusnice. Bobicaste vrste su antimikrobno delotvornije prema Gram -
pozitivnim bakterijama u odnosu na Gram - negativne.

DBuki¢ i sar. (2016) su ispitivali hemijsku strukturu i antimikrobnu aktivnost vrste
Lotus corniculatus L. (zuti zvezdan). SasuSeni delovi biljke Zutog zvezdana su usitnjeni
pomoc¢u blendera i tako dobijeni biljni materijal ekstrahovan u Soxhlet aparatu.
Ekstrakcijom iz ispitivane biljke, dobijen je etanolski ekstrakt. Za utvrdivanje
antimikrobne aktivnosti, odredena je minimalna inhibitorna koncentracija ispitivanih
uzoraka. Standardni antibiotik amracin koriS¢en je za kontrolu osetljivosti testiranih
bakterija. Rezultati dobijeni mikrodilucionom metodom, ukazuju na znacajnu
inhibitornu aktivnost ekstrakta, pri ¢emu MIK vrednosti iznose od 7.8125 ug/ml do
125.00 pg/ml. Ekstrakt izolovan iz Lotus corniculatus L. pokazao je inhibitornu
aktivnost prema Sest testiranih bakterijskih sojeva. U pitanju su sledeci taksoni: Proteus
hauseri (ATCC 13315), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883), Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus mirabilis (ATCC 14153),
Bacillus subtilis (ATCC 6633). Biljni ekstrakt Lotus corniculatus L. ispoljava najjacu
antimikrobnu aktivnost u odnosu na Escherichia coli, a najslabiju antimikrobnu
aktivnost na Proteus hauseri (Pukié i sar., 2016).

Beli luk (Allium sativum L.) nalazi Siroku primenu u farmaceutskoj industriji, ali i
kao narodni lek. Sadrzi ugljene hidrate, steroidne saponozide, mineralne materije i
sumporne heterozide kao najvaznije sastojke. Dokazano je da beli luk poseduje
imunoloska, hepatoprotektivna, antioksidativna, antikancerogena i antimikrobna
svojstva (Kalaba i sar., 2015).

Zakljucak

Rezultati prikazanih istrazivanja, jasno ukazuju na znacajnu antimikrobnu
aktivnost sekundarnih biljnih metabolita, koja moze varirati u zavisnosti od
koncentracije ekstrakta koji se koristi, pa i dela biljke iz kojeg je dobijen ekstrat. U
brojnim slucajevima, sekundarni biljni metaboliti pokazuju snazniju antibakterijsku
aktivnost na testiranim taksonima mikroorganizama u odnosu na konvencionalne
antibiotike. Takvi rezultati predstavljaju dodatni motiv za dalja istrazivanja sekundarnih
biljnih metabolita i njihovu Siru primenu u medicini, kao i ostalim sferama zivota.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF PLANT SECONDARY
METABOLITES
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Abstract

Plant secondary metabolites are responsible for a wide range of herbal drug
activities. The objectives of the research of secondary plant metabolites also relate to the
needs of the invention of new antimicrobials due to the global appearance of bacteria
resistance to conventional antibiotic agents. In this paper, the antimicrobial activity of
secondary plant metabolites is considered.

Key words: plant secondary metabolites, antimicrobial activity.
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