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Izvod

U radu su prikazani rezultati ispitivanja hemijskog sastava, antioksidativne i antimikrobne
aktivnosti etarskog ulja Ocimum sanctum L. gajenog u Srbiji. Koli¢ina etarskog ulja u suvoj
herbi prosecno iznosi 0,68%. U njemu je identifikovana 41 komponenta. Najzastupljenija
hemijska grupa su seskviterpenski ugljovodonici sa 80,47%. Seskviterpenski ugljovodonik
[kariofilen je sa 63,80% dominantna komponenta u etarskom ulju. Koli¢ina etarskog ulja
koja je potrebna da se ostvari 50% inhibicije DPPH radikala iznosi 0,35 ug/ml te ono pose-
duje visoku sposobnost neutralizacije slobodnih radikala. Etarsko ulje je ispoljilo antibak-
terijsku aktivnost na sve testirane Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterijske sojeve.
Ono je delovalo na sve sojeve inhibitorno u intervalu 0,34-41,50 pl/ml i baktericidno u
opsegu 22,50-124,50 ul/ml. Etarsko ulje je ispoljilo i antifungalnu aktivnost na sve testi-
rane gljive i delovalo je inhibitorno u intervalu 4,42-8,83 ul/ml i mikrobicidno u opsegu
10,00-50,00 pl/ml.
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Etarska ulja svojim hemijskim sastavom, antioksi-
dativnim i antibakterijskim delovanjem uticu na mnoge
fizioloske procese, kako biljnog tako i ljudskog orga-
nizma, i na taj nacin stite od slobodnih radikala i razvoja
patogenih mikroorganizama [1]. Otpornost nekih bak-
terija i gljiva na komercijalne antibiotike i moguci nega-
tivni efekti sintetickih antioksidanata opravdano su
povecali interes za istrazivanja etarskih ulja [2-4]. Etar-
ska ulja ispoljavaju antimikrobno, antivirusno, antioksi-
dativno, antikancerogeno, hepatoprotektivno delova-
nje [5-7].

Ocimum sanctum L. (Lamiaceae) sin. Ocimum tenui-
florum L. — Tulsi bosiljak je lekovita biljka poreklom iz
tropskih i subtropskih delova Indije. Koristi se u tradi-
cionalnoj i oficinalnoj medicini u Indiji. U Ajurveda i
Sidha medicini se primenjuje za lecenje razlicitih infek-
cija, koznih bolesti, poremecaja jetre, nazeba, kaslja,
groznice i malarije [8]. Dosadasnja istrazivanja etarskog
ulja vrste Ocimum sanctum pokazuju da ono ima zna-
¢ajnu antiinflamatornu, antioksidantivnhu, imumomo-
dulatorsku i antistresnu aktivnost [9-12]. Na oshovu
kompozicije i dominatne komponente u etarskom ulju
u okviru vrste Ocimum sanctum identifikovano je neko-
liko hemotipova: eugenolni [8,9,13,14], kariofilenski
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[8,15,16], metileugenolni [17] i kariofilensko-metileu-
genolni [8] .

Ocimum sanctum L. je vrsta bosiljka koja do sada u
Srbiji nije istrazivana a malo je proucavana i u Evropi. U
Srbiji je najviSe proucavana vrsta Ocimum basilicum L.
Cije etarsko ulje po hemijskom sastavu pripada linalo-
Inom (evropskom) hemotipu i ispoljava izrazito antimik-
robnu aktivnost [3,18,19].

Cilj rada je ispitivanje introdukovane vrste Tulsi bo-
silika (Ocimum sanctum L.), odnosno odredivanje he-
mijskog sastava, antioksidativne i antimikrobne aktiv-
nosti njegovog etarskog ulja.

EKSPERIMENTALNI DEO
Biljni materijal

Kao materijal za istrazivanje koris¢en je bosiljak Oci-
mum sanctum L , genotip Holy red iz kolekcije banke
Biljnih gena Srbije i Instituta za ratarstvo i povrtarstvo
Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu (oznaka DB0013).
Biljni materijal za analize je dobijen sa poljskog ogleda
koji je postavljen u Sur€inu tokom 2010. godine. Usev
bosiljka je gajen do faze pocetka cvetanja, kada su uzi-

mani uzorci. Herba bosiljka je osusena prirodno, pro-
pisno je upakovana i ¢uvana do hemijskih analiza.

Izolacija etarskog ulja

Etarsko ulje iz suve herbe bosiljka Ocimum sanctum
L.je dobijeno je hidrodestilacijom u oficinalnom aparatu
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po Clavenger-u [20]. Odredena je koli¢ina etarskog ulja
na 100 g suve herbe (v/w) u tri ponavljajnja i izrazena je
kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD). Do-
bijeno ulje je osus$eno uz pomoé¢ bezvodnog natrijum
sulfata i ¢uvano na temperaturi od 4 °C do hemijske
analize GC-FID/MS, odredivanja antioksidativnhog po-
tencijala i antimikrobne aktivnosti.

Gasno masena hromatografija etarskog ulja (GC i
GC/MS)

Klasicna analiticka gasnohromatografska analiza
(GC-FID) uradena je na Hewlett-Packard gasnom hro-
matografu, model HP-5890 Series Il, opremljenom split-
splitless injektorom povezanim sa HP-5 kolonom (25
mx0,32 mm, debljine filma 0,52 um) i plameno-joni-
zujuéim detektorom (FID). Etanolni rastvori uzorka etar-
skog ulja (1 pl, 1% rastvor) injektovani su u split-reZzimu
(1:30). Kao noseci gas koriséen je vodonik (1 ml/min).
Temperatura injektora iznosila je 250 °C, a detektora
(FID) 300 °C, dok je temperatura kolone menjana u li-
nearnom rezimu temperaturskog programiranja od 40—
—260 °C (4 °C /min).

Gasna hromatografija sa masenom spektromerijom
izvrSena je na HP G 1800C Series Il GCD analitickom
sistemu, opremljenim split-splitess injektorom, pove-
zanim sa HP-5MS kolonom (30 mx0.25 mmx0.25 um) i
maseno spektrometrijskim selektivnim detektorom. Pri-
menjeni su isti analiti¢ki uslovi. Etanolni rastvori uzorka
etarskog ulja (1 ul, 1% rastvor) injektovani su u split-
rezimu (1:30). Kao noseci gas koriséen je helijum (1
ml/min). Temperatura injektora iznosila je 250 °C, a
transfer linije (MSD) 260 °C dok je temperatura kolone
menjana u linearnom rezimu temperaturskog progra-
miranja od 40-260 °C (4 °C/min). Maseni spektri sni-
mani su u El rezimu (70 eV), u opsegu m/z 40-400.

Identifikacija pojedinaénih komponenata etarskog
ulja vrsena je masenospektrometrijski preko Kovacevih
indeksa, uz koriséenje razli¢itih baza masenih spektara
(NIST/Wiley), razli¢itih nacina pretrage (PBM/NIST/
/AMDIS) i raspolozivih literaturnih podataka [21]. Za
kvantifikacione svrhe, kao osnova uzeti su procenti
povrsina pikova, dobijeni integracijom sa odgovarajucih
hromatograma (GC/FID).

Odredivanje antioksidativne aktivnosti etarskog ulja
(DPPH metoda)

Relativna antiradikalska aktivnost etarskog ulja ispi-
tivana je pomocu stabilnog slobodnog radikala DPPH
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) i odredena je po spektrofo-
tometrijskoj metodi [22] sa modifikacijama koje se
odnose na koli¢inu analiziranog uzorka, koncentraciju
DPPH rastvora i jedinjenja koja su koris¢ena kao pozi-
tivna kontrola.

Etarsko ulje je rastvoreno u metanolu i pripremljene
su koncentracije od 0,06, 0,09, 0,12, 0,15 i 0,20 mg/ml.
Reakciona smesSa od 500 pl testiranog ulja u metanolu i
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500 pl metanolnog rastvora DPPH (150 uM), ostavljena
da stoji u mraku na sobnoj temperaturi 20 min. Nakon
toga je spektrofotometrijski merena apsorbancija DPPH
na 517 nm (Agilent 8453 UV-VISIBLE). Kao kontrola
koris¢en je metanol, a kao pozitivna kontrola Troloks
(analog a-tokoferola rastvoren u vodi) i askorbinska
kiselina. Svako merenje je uradeno u tri ponavljanja.
Antiradikalska aktivnost je prikazana kao % inhibicije
DPPH radikala prema formuli:

%inhibiCije = 100(Ablank - Atest)/AbIank

gde je: Apank — apsorbancija DPPH bez testiranog
uzorka, Ast — apsorbancija DPPH sa testiranim uzor-
kom.

Dobijeni rezultati su izrazeni kao vrednosti /Csy
(ug/ml), a koje su dobijene linearnom regresijom i
predstavljaju koncentraciju uzorka koja je potrebna da
inhibira DPPH aktivnost za 50%. Podaci su prikazani kao
srednja vrednost + standardne devijacije (SD).

Odredivanje antimikrobne aktivnosti etarskog ulja
Mikroorganizmi i uslovi skladistenja

U radu su koris¢eni mikroorganizmi (bakterije i glji-
ve) iz mikoloske laboratorije Odeljenja za biljnu fizio-
logiju, Instituta za bioloska istrazivanja ,SiniSa Stanko-
vi¢“ u Beogradu. U ispitivanju je koris¢éeno 8 bakte-
rijskih sojeva i 7 mikromiceta (gljiva). Testirani su sle-
dedi bakterijski sojevi: Gram (+): Bacillus cereus (klinicki
izolat) Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Micrococcus
flavus (ATCC 10240), Listeria monocytogenes (NCTC
7937) i Enteroccocus faecalis (humani izolat) i Gram (-):
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853), Salmonella typ-
himurium (ATCC 13311), Escherichia coli (ATCC 35218).
Od gljiva ispitivani su: Aspergillus ochraceus (ATCC
12066), Aspergillus versicolor (ATCC 11730), Aspergillus
niger (ATCC 6275), Aspergillus fumigatus (biljni izolat),
Trichoderma viride (IAM 5061), Penicillium ochrochlo-
ron (ATCC 9112) i Penicilium funiculosum (ATCC 36839).

Za uzgoj bakterijskih kultura koris¢ena je Miuller—
—Hinton ¢vrsta podloga. Za uzgoj gljiva koris¢ena je
¢vrsta Malt-agar podloga (MA). Kulture su skladistene
na 4 °Ci presejavane jednom mesecno.

Mikrodiluciona metoda

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja
koris¢ena je metoda mikrodilucije na mikrotitracionim
plo¢ama, 96-sistem [23,24]. U odredivanju antimikrob-
nog dejstva koris¢en je automatski cita¢ mikrotiter
plo¢a (Sunrice RC), opseg sa standardnim optickim
spektrom.

Odredivane su minimalne inhibitorne (MIC) i mini-
malne fungicidne (MFC) koncentracije serijskim razredi-
vanjem etarskih ulja.

Za ispitivanje antibakterijske aktivnosti pripremane
su kulture bakterijskih sojeva u TSB tec¢noj podlozi. U
zavisnosti od Zeljene koncentracije etarskog ulja prav-
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liena su razblazenja razlicitom koli¢inom te¢nog medi-
juma uz dodavanje prekonocne kulture bakterija (106
celija/ml). Mikrotitracione ploce inkubirane su na 37 °C,
u trajanju od 24 h. Najniza koncentracija pri kojoj nije
bilo vodljivog rasta uzeta je za minimalnu inhibitornu
koncentraciju (MIC). Minimalna baktericidna koncen-
tracija (MBC) odredivana je reinokulisanjem 2 ul u 100
ul te€nog medijuma i inkubiranjem sledeéa 24 h na 37
°C. Ukoliko nije bilo rasta data koncentracija je uzimana
za MBC. Streptomicin i ampicilin su komercijalni anti-
biotici koris¢eni kao pozitivne kontrole i sadrie 1mg
aktivne supstance u 1 mL 5% DMSO (Sigma P7794).

Gljive su gajene na MA podlozi, 21 dan na sobnoj
temperaturi, 24 °C. Inokulumi su su pripremani tako sto
su spirane spore sterilnim 0,85% rastvorom NaCl, koji
sadrzi 0,1% Tween 80 (v/v). Koriséeni su inokulumi sa
10° CFU/m medijuma. Nakon inokulacije od 7 dana na
25 °C, utvrdene su MIC vrednosti.

Minimalne fungicidne koncentracije (MFC) su odre-
divane reinokulisanjem u Cist medijum i inkubiranjem
na istoj temperaturi, 24 h. Koncentracije na kojoj nije
bilo rasta micelije, uzimane su kao MFC vrednosti. Kao
kontrola koris¢eni su antimikotici: bifonazol koji sadrzi
1g u 100 mL 70% etanola uz dodatak solubizatora i gli-

Tabela 1. Hemijski sastav etarskog ulja Ocimum sanctum L.

Table 1. Chemical composition of essential oil of Ocimum sanctum L.

cerola (Srbolek, Beograd, Srbija 10 mg/ml) i ketonazol
koji sadrzi 1 mg/ml u 5% DMSO (Hemofarm koncern
A.D., Vrsac, Srbija 1 mg/ml).

Pored reinokulacije rezultati su ¢itani na mikrotitra-
cionom ¢itac¢u na 450 i 650 mm talasne duZine.

REZULTATI | DISKUSIJA

Hemijski sastav etarskog ulja Ocimum sanctum L.

Dobijeno etarsko ulje vrste Ocimum sanctum L.
(genotip Holy red) jeste intenzivno Zute boje i jakog
aromati¢nog mirisa. Koli¢ina etarskog ulja na 100g suve
herbe (v/w) iznosi 0,68% (+0,15). U istrazivanjima istog
genotipa u SAD (Indijana) sadrzaj etarskog ulja je iz-
nosio 0,93% [14]. U Misisipiju (SAD) genotip Holy red je
ostvario prosecne vrednosti etarskog ulja od 0,32 do
0,55% [25,26].

Hemijski sastav etarskog ulja odreden gasnomase-
nom hromatografijom prikazan je u tabeli 1. Ukupno je
identifikovana 41 komponenta. Detektovane kompo-
nente se mogu grupisati u tri grupe: monoterpene,
seskviterpene i fenilpropanoide. Zastupljenost grupa
hemijskih jedinjenja prikazana je u tabeli 1 i na slici 1.

b

Komponenta KIE® KIL RRT® cl mas.%
a-Pinen 934.2 932 0,656 10 0,67
Kamfen - 946 0,688 10 0,64
Sabinen 974.7 969 0,739 2 0,13
[Pinen 977.0 974 0,748 8 0,49
Mircen 994.7 988 0,770 0 0,03
p-Cimen 1026.0 1020 0,846 1 0,04
Limonen 1030.3 1024 0,855 4 0,25
1,8-Cineol 1032.4 1026 0,863 6 0,37
¥Terpinen 1060.5 1054 0,919 1 0,03
Fenhon 1090.5 1083 0,982 1 0,07
Linalol 1105.5 1095 1,000 50 3,21
Kamfor 1146.7 1141 1,108 1 0,07
S Terpineol 1171.9 1162 1,150 30 1,91
Terpinen-4-ol 1181.3 1174 1,172 2 0,13
a-Terpineol 1195.5 1186 1,198 1 0,06
Metil kavikol 1203.5 1195 1,213 1 0,08
Eugenol 1363.5 1356 1,519 114 7,25
trans-Metil cinamat 1387.4 1376 1,577 4 0,28
[Elemen 1395.0 1389 1,590 74 4,71
Methil eugenol 1410.7 1403 1,598 66 4,21
Seskvitujen 1418.3 1405 1,625 2 0,12
[SKariofilen 1420.0 1417 1,653 1000 63,80
a-trans-Bergamoten 1439.3 1432 1,664 8 0,49
a-Guajen 1441.8 1437 1,678 9 0,55
a-Humulen 1456.4 1452 1,690 8 0,49
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Tabela 1. Nastavak
Table 1.Continued

Komponenta KIE® KIL RRT® cl mas.%
trans-fFarnezen 1461.0 1454 1,710 64 4,09
10-epi--Akoradien 1469.6 1474 1,742 4 0,24
Germakren D 1484.3 1484 1,756 4 0,24
trans-Muurol-4(14),5-dien 1488.0 1493 1,767 4 0,28
Biciklogermakren 1499.6 1500 1,781 4 0,27
o-Bulnezen (6-Guajen) 1509.0 1509 1,800 2 0,13
#Kadinen 1517.4 1513 1,809 1 0,04
trans-Kalamenen 1524.6 1521 1,821 4 0,28
[Seskvifelandren 1526.0 1521 1,830 2 0,12
trans-a-Bisabolen 1545.8 1530 1,838 2 0,13
trans-Nerolidol 1566.7 1561 1,865 2 0,15
Maliol 1569.7 1566 1,881 1 0,08
Kariofilen oksid 1584.6 1582 1,935 53 3,39
1,10-di-Epi-kubenol 1617.9 1618 1,978 4 0,24
Aromadendran-14-ol 1673.8 1679 2,127 1 0,07
a-Bisabolol 1690.2 1685 2,151 3 0,17
Ukupno 100,00
Monoterpenski ugljovodonici 2,28
Oksidovani monoterpeni 5,82
Seskviterpenski ugljovodonici 80,47
Oksidovani seskviterpeni 4,10
Fenilpropanoidi (Aromati¢ne komponente) 7,33

- . b . X X - X X .
aEksperlmentaIno odreden Kovacev indeks; "Kovacev indeks dat literaturnim podacima; “relativno retenciono vreme (FID) odgovarajuce kompo-

oy d L
nente u odnosu na odabranu referentnu (zajednicku) komponentu; “koncentracioni indeks
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Slika 1. Grupe hemijskih jedinjenja u etarskom ulju Ocimum sanctum L.
Figure 1. Group of chemical compounds in the essential oil of Ocimum sanctum L.

Oksidovani
seskviterpeni

Fenilpropanoidi

Najzastupljenija hemijska grupa su seskviterpenski
ugljovodonici sa 80,47%. Ostale grupe su manje za-
stupljene: oksidovani monoterpeni 5,82%, oksidovani
seskviterpeni 4,1%, monoterpenski ugljovodonici 2,28%
i fenilpropanoidi 7,33%.

Seskviterpenski ugljovodonik fkariofilen je sa 63,80%
najzastupljenija komponenta u ispitivanom etarskom
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ulju. Ostale komponente u etarskom ulju zastupljene su
u znatno manjoj koli¢ini: eugenol 7,25%, [-elemen
4,71%, metil eugenol 4,21%, trans-f-farnezen 4,09%,
kariofilen oksid 3,39%. Interesantno je da je dobijen
veoma nizak sadrZaj linalola (0,07%) i metil kavikola
(0,08%), komponenti koje su najzastupljenije u evrop-
skom hemotipu bosiljka [18,27]. Na slici 2 prikazan je
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Slika 2. Normalizovani hromatogram etarskog ulja Ocimum sanctum L.
Figure 2. Normalised chromatogram essential oil of Ocimum sanctum L.

normalizovani hromatogram dominantnih komponenti
u etarskom ulju izrazen u vrednostima koncentracionog
indeksa (CL) i relativnog retencionog vremena (RRT).

Rezultati ispitivanja hemijskog sastava etarskog ulja
Ocimum sanctum L. pokazuju da ono pripada kario-
filenskom hemotipu, te da je to novi identifikovani he-
motip bosiljka na nasem podrucju.

Kariofilenski hemotip je detektovan i u SAD gde je
sadrzaj fkariofilena iznosio 75% i kariofilensko-metil-
eugenolni hemotip sa sadrzajem Skariofilena od 41% i
metil eugenola od 33% [14]. U etarskom ulju vrste O.
sanctum gajene u Brazilu dobijene su dve glavne kom-
ponente: 59,4% [kariofilena i 29,4% a-humulena [16].

Antioksidativana aktivnost etarskog ulja Ocimum
sanctum L.

U ovom radu je koris¢ena metoda u kojoj DPPH
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) kao stabilna slobodno-radi-
kalska forma, direktno reaguje sa ispitivanim biljnim
ekstraktima ili jedinjenjima. Metoda je vrlo pogodna i
korisna za odredivanje antioksidativnosti, jer se za
kratko vreme moze analizirati veliki broj uzoraka, a
dovoljna je osetljiva i detektuje antioksidante u malim
koncentacijama [28].

Rezultati antioksidativne aktivnosti etarskog ulja pri-
kazani su u tabeli 2. Koli¢ina etarskog ulja koja je po-
trebna da se ostvari 50% inhibicije DPPH radikala iznosi
0,35 ug/ml. Poredenjem antioksidativnog kapaciteta
etarskog ulja sa askorbinskom kiselinom i troloksom,

ispitivano etarsko ulje poseduje visoku sposobnost
neutralizacije DPPH radikala.

Tabela 2. DPPH antiradikalska aktivnost (RSC) etarskog ulja
Ocimum sanctum L.
Table 2. DPPH radical-scavenging activity of essential oils of
Ocimum sanctum L.

Antioksidans DPPH ICsp, pg/mL

Etarsko ulje 0,35+0,02
Askorbinska kiselina (ASA) 2,80+0,21
Troloks 3,49+0,11

Dobijene vrednosti su u saglasnosti sa rezultatima
istrazivanja bosiljka Ocimum sanctum L. gajenog u Bra-
zilu ¢ija vrednost iznosi 0,26 pg/ml [16].

Komponente etarskog ulja bosiljka kod kojih je naj-
CesSc¢e proucavana antioksidativna aktivnost su: linalol,
metil kavikol, 1,8-cineol i eugenol. Fenolpropanoidi
eugenol i metil eugenol ispoljavaju znacajnu antioksida-
tivnu aktivnost u odnosu na linalol i druge komponente
u etarskom ulju bosiljka [29,30]. U ispitivanom etar-
skom ulju Holy red bosiljka dominantne komponente
su: fkariofilen (63,80%) i eugenol (7,25%). Literaturnih
podataka o antioksidativnoj aktivnosti S-kariofilena kao
pojedinacne komponente u etarskom ulju bosiljka nema.

U mnogim slucajevima, antioksidativna aktivnost
etarskih ulja se ne mozZe pripisati dominantnoj kompo-
nenti u etarskom ulju, ve¢ i drugim koje su prisutne u
manjem procentu. Takode, znacajan je i sinergisticki
efekat komponenti etarskog ulja [31].
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Antimikrobna aktivnost etarskog ulja Ocimum
sanctum L.

Veliki broj studija in vitro pokazuje visoku efikasnost
etarskih ulja protiv bakterija i gljiva zagadivaca hrane
[3,6,32].

Rezultati odredivanja antibakterijske i antifugalne
aktivnosti etarskog ulja dati su u tabelama 3 i 4. Gljive
su pokazale vecu osetljivost na etarsko ulje u odnosu na
bakterije.

Rezultati istrazivanja pokazuju izraZzenu antibakte-
rijsku aktivnost ulja na sve testirane bakterijske sojeve,
Gram (+) i Gram (-), a u odnosu na komercijalne anti-
biotike (tabela 3). Etarsko ulje je delovalo na sve tes-
tirane sojeve inhibitorno u intervalu 0,34-41,50 pl/ml i
baktericidno u opsegu 22,50-124,5 ul/ml. Referentni
antibiotik streptomicin je delovao inhibitorno u inter-
valu 1,25-10,00 pl/ml i baktericidno u opsegu 2,5-
—25,00 pl/ml, a ampicilin inhibitorno 100,00 pl/ml i bak-
tericino 150,00 pl/ml. ZabeleZzena je veca antibakterij-
ska aktivnost na Gram-negativne bakterije, najjosetlji-
viji bakterijski sojevi su Salmonella typhimurium (MBC =
= 22,50 pl/ml) i Escherichia coli (MBC = 25,00 ul/ml).
Listeria monocytogenes i Enterococus faecalis pokazale
su najvecu rezistentnost na ispitivano ulje (MBC =
= 124,50 pl/ml).

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjima
na ovoj vrsti koja su sprovedena u Nepalu [33]. Takode,
potvrdena je i antibakterijska aktivnost ekstrakta Oci-

mum sanctum L. na gram-pozitivne i gram-negativne
bakterije [34].

U tabeli 4 prikazani su rezultati antifungalne aktiv-
nosti etarskog ulja. Rezultati pokazuju izrazenu antifun-
galnu aktivnost ulja na sve testirane gljive u odnosu na
komercijalne antimikotike. Etarsko ulje je delovalo na
sve testirane gljive inhibitorno u intervalu 4,42-8,83
pl/ml i mikrobicidno u opsegu 10,00-50,00 pl/ml. Refe-
rentni antimikotik ketonazol je delovao inhibitorno u
intervalu 10,00-50,00 pl/ml i fungicidno u opsegu
25,00-150,00 pl/ml, a bifonazol inhibitorno 100,00—
—200,00ul/ml i fungicidno 100,00-250,00 ul/ml. Naj-
osetljivije gljive su Aspergillus ochraceus, Penicilium
ochrochloron i Penicilium funiculosum (MBC = 10,00
ul/ml), dok je najrezistentnija gljiva Aspergillus niger
(MBC =50,00 pl/ml)

Iz rezultata hemijske analize etarskog ulja moze se
videti da je seskviterpenski ugljovodonik [-kariofilen
dominantna komponenta. Dosadasnja istrazivanja na
razlicitim vrstama bosiljka (Ocimum spp.) pokazala su
da je glavni nosilac antibakterijske aktivnosti u etar-
skom ulju linalol [6,35]. Antimikrobna aktivnost fka-
riofilena nije istrazena, dok je aktivnost fenilpropanoida
(eugenola i metil eugenola) poznata. Ovo nam sugerise
da glavne komponente etarskih ulja prilicno dobro re-
flektuju biofizicke i bioloske karakteristike ulja i da in-
tenzitet antimikrobnog delovanja ulja zavisi od koncen-
tracija glavnih komponenata [36,37].

Tabela 3. Antibakterijska aktivnost (MIC i MBC, ug/ml) etarskog ulja Ocimum sanctum L.
Table 3. Antibacterial activity (MIC and MBC, ug/ml) of essential oil of Ocimum sanctum L.

Bakterijski soj Etarsko ulje Streptomicin Ampicilin

MiIC MBC MiIC MBC MiIC MBC
Bacillus cereus 41,50 83,00 1,25 2,50 100,00 150,00
Staphylococcus aureus ATCC6538 8,83 41,50 10,00 25,00 100,00 150,00
Micrococcus flavus ATCC10240 2,20 41,50 1,25 2,50 100,00 150,00
Listeria monocytogenes NCTC 7937 2,20 124,50 10,00 25,00 100,00 150,00
Enteroccocus faecalis 8,83 124,50 2,50 5,00 100,00 150,00
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 22,50 41,50 1,25 2,50 100,00 150,00
Salmonella typhimurium ATCC13311 13,25 22,50 1,25 2,50 100,00 150,00
Escherichia coli ATCC35218 0,34 25,00 5,00 10,00 100,00 150,00
Tabela 4. Antifungalna aktivnost (MIC i MFC ug/ml) etarskog ulja Ocimum sanctum L.
Table 4. Antifungal activity (MIC i MBC ug/ml) of essential oil of Ocimum sanctum L.
Gljiva Etarsko ulje Ketokonazol Bifonazol

MIC MFC MIC MFC MIC MFC
Aspergillus ochraceus ATCC12066 4,42 10,00 10,00 25,00 100,00 200,00
Aspergillus versicolor ATCC11730 4,42 25,00 25,00 50,00 100,00 200,00
Aspergillus niger ATCC6275 8,83 50,00 50,00 150,00 150,00 100,00
Aspergillus fumigatus 4,42 25,00 25,00 50,00 150,00 100,00
Trichoderma viride IAM5061 4,42 25,00 25,00 100,00 200,00 250,00
Penicillium ochrochloron ATCC9112 4,42 10,00 10,00 25,00 150,00 100,00
Penicilium funiculosum ATCC36839 4,42 10,00 10,00 25,00 200,00 250,00

432



D.V. BEATOVIC i sar.: ETARSKO ULJE O. sanctum

Hem. ind. 67 (3) 427-435 (2013)

ZAKLJUCAK

U ispitivanom etarskom ulju identifikovana je 41
komponenta. Najzastupljenija hemijska grupa su seskvi-
terpenski ugljovodonici sa 80,47%. Seskviterpenski
ugljovodonik fkariofilen je sa 63,80% dominantna
komponenta u etarskom ulju Holy red bosiljka. Ostale
komponente zastupljene su u znatno manjoj kolicini.
Detektovan je novi hemotip etarskog ulja do sada neo-
pisan kod nas. To je fkariofilenski hemotip etarskog
ulja bosiljka.

Etarska ulja su vrlo aktuelna alternativa sintetickim
antioksidantima. Ona se sve viSe koriste u industrijske
svrhe kao prirodni konzervansi i konzervacijski agensi u
hrani, kozmetickoj industriji i kao aktivni sastojci medi-
cinskih preparata. Ispitivano etarsko ulje bosiljka Oci-
mum sanctum L. je ispoljilo znacajno antioksidativno i
antimikrobno dejstvo te se moZe koristiti kao sirovina u
prehrambenoj, farmaceutskoj i hemijskoj industriji.
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SUMMARY

CHEMICAL COMPOSITION, ANTIOXIDATIVE AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL OF Ocimum sanctum L.

Damir V. Beatoviél, Slavica €, Jelaéiél, Cedo D. Oparnical, Dijana B. Krstié-Miloéeviéz,Jasmina M. Glamoélijaz,

Mihailo S. Risti¢’, Jovana D. Siljegovi¢’

"University of Belgrade, Faculty of Agriculture, Belgrade, Serbia

ZUniversity of Belgrade, Institute for Biological Research “SinisSa Stankovic¢”, Belgrade, Serbia

3Institute for Medicinal Plant Research “Dr Josif Pancic¢”, Belgrade, Serbia
(Scientific paper)

Ocimum sanctum L. (Lamiaceae) sin. Ocimum tenuiflorum L. or Tulsi basil is a
plant originating from the tropical and subtropical areas of India. It is used in both
the traditional and official medicine in India. Tulsi is a type of basil that is insuffi-
ciently explored and studied in Europe. The goal of this paper is to determine the
chemical composition, antioxidative, and antimicrobial activity of the essential oil
Ocimum sanctum L. grown in Serbia. The quantity of essential oil in 100 g of herb
(v/w) is 0.68%, with 41 components identified in the tested essential oil. The most
represented chemical group were sesquiturpene hydrocarbonates with 80.47%.
Other groups were much less represented. Sesquiturpene hydrocarbonate f-car-
iophyllene is a predominant component in the essential oil with 63.80%. The
quantity of tested essential oil needed to achieve 50% of inhibition of DPPH radi-
cals is 0.35 pg/ml, and it has high potential to neutralize free radicals. The essen-
tial oil exhibited antibacterial activity to all tested strains of bacteria, both Gram-
positive and Gram-negative. It affected all strains in an inhibitory way in the inter-
val 0.34-41.50 ul/ml, and in a bactericide way within the range 22.50-124.5
ul/ml. The most sensitive strains of bacteria were Salmonella typhimurium and
Escherichia coli, while Listeria monocytogenes and Enterococus faecalis showed
greatest resistance. The essential oil exhibited antifungal activity on all tested fungi.
It affected all tested fungi in an inhibitory way in the interval 4.42—-8.83 pl/ml, and
in a microbicide way within the range 10.00-50.00 pl/ml. The most sensitive fungi
are: Aspergillus ochraceus, Penicillium ochrochloron and Penicilium funiculosum,
while the most resistant one is Aspergillus niger. The tested basil essential oil Oci-
mum sanctum demonstrated significant antioxidative and antimicrobial effect and
may be used as a raw material in food, pharmaceutical and chemical industries.

Keywords: Ocimum sanctum e Essential
oil e Chemical composition e Antioxi-
dative activity e Antimicrobial activity

435




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


