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U radu je ispitivana antimikrobna aktivnost etarskog ulja mati¢njaka
(Melissa officinalis) izolovanog destilacijom vodom i vodenom parom,
pomocu uredaja SP-250, GC i GC-MS analizom odredene su najzastupljenije
komponente kod etarskog ulja M. officinalis, a za ispitivanje bioloske
aktivnosti kori$¢ene su razli¢ite bakterije, kvasac Candida albicans, i plesni.
Primenjena je metoda difuzije u bunar¢i¢ima ili aromatogram, kojom su
odredene zone inhibicije i zone smanjenog rasta. Nakon toga primenjivan je
bujon dilucioni postupak za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije
(MIC). Etarsko ulje M. officinalis pokazalo je jako antimikrobno dejstvo.

Melissa officinalis L. je aromati¢na, viSegodiSnja zeljasta biljka. Lisce
oslobada miris na limun kada se istrlja i zgnje€i prstima. Mati¢njak je jedna od
retkih biljaka koja je istovremeno lekovita, mirisna, ukrasna, zacinska,
aromaticna, medonosna i industrijska [1,2]. Od mati¢njaka se beru list
(Melissae folium) i herba tj. nadzemni deo biljke (Melissae herba). U svezem
listu je prisutna veca koli¢ina ulja, ali tokom suSenja ulje delimi¢no ispari ili se
usmoli, tako da je najbolje da se koristi za dobijanje etarskog ulja kad je sirova.
Sadrzaj etarskog ulja iz sirove biljke moze opasti za 30% od pocetne koli¢ine
za 3 meseca. Sastav etarskog ulja zavisi od raznih faktora: genotipa, nacina
obrade biljnog materijala, metode dobijanja etarskog ulja, porekla i klime, i
to da li je dobijeno iz lis¢a prve ili druge kosidbe takode igra vaznu ulogu [3-8].
Najvazniji lekoviti sastojak mati¢njaka je vrlo lako isparljivo mirisno etarsko
ulje-Melissa aetheroleum, koje se dobija destilacijom pomocu vodene pare iz
sirove ili osusene herbe. List mati¢njaka sadrzi 0,02-0,3% etarskog ulja sa vise
od 70 razli¢itih komponenti (mono-terpenoidi ¢ine vise od 60% etarskog ulja,
dok seskviter-penske strukture ¢ine vise od 35% etarskog ulja). Frakcije koje
sadrze kiseonik su uglavnom (-90%) mo-noterpenoidi, dok su ugljovodoni¢ne
frakcije uglavnom (-90%) seskviterpenske strukture [9]. Medu glavnim mo-
noterpenoidnim komponentama su citral a i b (geranial i neral) i citronelal, koji
zajedno ¢ine 40-75% etarskog ulja i nose aromu ulja. Ukupna koli¢ina ovih
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aldehida je pro-menljiva, ali je stalan njihov madusobni odnos u ulju
(geranial:neral = 4:3) [10]. Prisutne su male koli¢ine sledecih
monoterpenoida: metilcitronelat, geranialace-tat, citronelol, geraniol, nerol,
linalol, a-terpineol, terpinen-1-oM, neralacetat, cis- i trans-ocimen. Od
jedinjenja seskviterpenske strukture dominantni su: (B-kariofilen, B-kariofilen
oksid i germakren-D, zajedno sa nesto germakra-1(10)E-dien-4-ol. Ostala
vazna jedinjenja seskviterpenske strukture su: o-kubeben, o-kopaen, (B-
bourbonen, a-humulen, farnezol i kariofilenol [11-19].

Odnos monoterpenskih alkohola (nerol, geraniol, linalol, citronelol i dr.)
i monoterpenskih aldehida (citral a i b, citronelal) karakteriSe etarsko ulje
mati¢njaka i taj odnos iznosi oko 1:30 [20].

U listu mati¢njaka, osim etarskog ulja prisutni su i heterozidi flavonoida
(kvercitrin, ramnocitrin, derivati apigenina i luteolina kao npr. luteolin-7-
glikozid), zatim fenolkarbonske kiseline (glikozidno vezane hlorogenska i
kafena kiselina i narocito vazna rozmarinska kiselina zvana 'tanin usnatica’
(koje ima oko 4%), tanini, triterpeni (ursolna i oleanolna kiselina) i glikozidi od
alkoholnih i fenolnih komponenti npr. glikozidi geraniola, nerola, eugenola,
benzil alkohola, B-feniletil alkohola [21-30].

List i etarsko ulje mati¢njaka se koriste kao fitopreparati u obliku
infuza, ekstrakata i tinkture za razli¢ite vrste poremecaja (kod blagih nesanica
1 kod poremecaja varenja hrane, odnosno kod poremecene funkcije organa
gastrointestinalnog trakta). Lekoviti preparati mati¢njaka deluju sedativno,
spazmoliti¢no 1 antibakterijski. Mati¢njakovo etarsko ulje se veoma ceni 1 ima
veliku cenu u industriji parfema i kozmetike. Velike koli¢ine etarskog ulja
mati¢njaka, se utroSe u industriji koncetrata i aroma 1 industriji likera (npr. pica
Benediktin i Shartrez) [29,31,32].

Etarsko ulje mati¢njaka spada u grupu etarskih ulja sa najjacim
antimikrobnim dejstvom, jer u njegovom sastavu dominiraju monoterpenski
aldehidi. Poznato je inhibitorno dejstvo etarskog ulja mati¢njaka protiv Listeria
monocytogenes i Mycobacterium tuberculosis. Takode, in vitro ispitivanjima,
etarsko ulje je pokazalo antifungalno dejstvo prema Microsporum gypseum
Trichophyton equinum, T. rubrum, Collectotrichum species, Trichoderma
viridae, Aspergillus niger, Penicillium ochrochloron [15,33-43].

U in vitro ispitivanjima, vodeni ekstrakti lis§¢a mati¢njaka pokazuju i
dobro antivirusno dejstvo, prema razli¢itim tipovima virusa [22,23,44-48]. Jo$
uvek je pod diskusijom, da li je prisustvo polifenola uzrok za pokazivanje
virustatickog dejstva, ili je za osobinu virustatika odgovoran ¢itav kompleks
supstanci (zajednicki potencijal ili kombinovano delovanje svih sastojaka
biljke). Pretpostavlja se da u reakciji izmedu polifenola i virusa i proteina
¢elijske membrane, polifenolne komponente mati¢njaka, zauzmu virusne
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recipijente 1 usled toga spreCavaju adsorpciju virusa na ¢elijski zid [9]. Ekstrakti
mati¢njaka 1 rozmarinska kiselina su takodje pokazali antivirusno dejstvo
protiv HIV-a [33,49].

U ovom radu je ispitan hemijski sastav etarskog ulja Melissa officinalis
sa domaceg podneblja i odredjivana je njegova antimikrobna aktivnost prema
razli¢itim vrstama bakterija kvasaca i plesni.

MATERIJAL | METODE

Etarska ulja

Biljni materijal sakupljen je na lokalitetu Bavaniste u Banatu. Etarsko
ulje Melissa officinalis izolovano je iz osuSene herbe, postupkom destilacije
vodom i vodenom parom, pomocu destilacionog uredaja SP-250.

GC i GC/MS

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza etarskog ulja vrSena je
gasnohromatografeki, uz koriS¢enje plameno-jonizuju¢eg (FID) i maseno-
spektrometrijskog detektora (MSD). GC analiza je uradena na aparatu Hevvlett
Pa-ckard - 5890 Series Il gasnom hromatografu, opremljenom split-splitless
injektorom, kapilarnom kolonom sa HP 5 stacionarnom fazom (25 m x 0.32
mm; debljina filma 0.52 um) i plameno-jonizuju¢im detektorom (FID). Rastvor
etarskog ulja u etanolu injektiran je u split modu (1:30). Temperatura injektora
iznosila je 250°C, detektora 300°C, dok je temperatura kolone linearno
povecavana od 40-240°C (4°/min). U slu¢aju GC/MSD hromatografisanje je
vrseno na HP G-1800C Series Il, po GSD analitickom sistemu, na HP-5MS
kapilarnoj koloni (30 m x 0,25 mm; debljina filma 0,25 um) u ve¢ opisanom
rezimu. Nose¢i gas bio je helijum. Maseni spektri (tehnika jonizacije: El,
70 eV) snimani su u opsegu m/z od 40-400. ldentifikacija komponenti ulja
vrSena je masenospektrometrijski, poredenjem njihovih retencionih
vremena, Kovats indeksa (RI) i masenih spektara sa referentnim supstancama
i/ili jedinjenjima iz raspolozive kompjuterske datoteke (Wiley275, NIST/NBS)
i literature (Adams). Kao osnova za kvantifikaciju uziman je procenat povrsine
dobijen hromatografisanjem uz koriS¢enje plameno-jonizujuceg detektora.

Mikroorganizmi

Kao indikatorski mikroorganizmi koris¢ene su razliite vrste
enteropatogenih bakterija: Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella sp.,
Salmonella enteritidis ATCC 13076, Shigella sp., Proteus vulgaris ATCC 4307,
potencijalno patogene bakterije: Pseudomonas aerugenosa, sojevi ATCC
27833, DV 2739, DV 2769, DV 5999, Staphylococcus aureus, sojevi ATCC
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25923, DV 2678, ATCC 6538, VMA, Corynobacterium sp., sporogene
bakterije: Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus, nepatogene bakterije
intestinalne mikroflore: Bifido-bacterium sp., Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus acidophilus ATCC 4357, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
rhamnosus, patogen izolovan iz hrane: Listeria monocytogenes IM 2000, plesni:
Aspergillus niger, Alternaria sp., patogeni kvasac: Candida albicans. Sve kori-
S¢ene kulture su iz kolekcije laboratorije za mikrobiologiju TMF-a i iz
mikrobioloske kolekcije Instituta za virusologiju i imunologiju - Torlak.

Metode odredjivanja antimikrobnog delovanja

Aromatogram ili metoda difuzije u bunarci¢ima

Za pripremu agarne podloge kori$¢en je hranljivi agar (Torlak) za bakterije
I Saburoumaltozni agar (Torlak), za kvasce i plesni. Nasloj razlivene agarne
podloge sa odgovaraju¢im medijumom postavljene su cevcice pre¢nika 7 mm,
na obeleZene tacke. Agarna podloga sa postavljenim bunarci¢ima je prelivana
soft agarom (odgovaraju¢i medijum sa dodatkom 0,6% agara) koji je
inokulisan sa odgovaraju¢im indikatorskim mikroorganizmom. Nakon
ocvrS€avanja soft agara (15 minuta) sterilno su izvucene cevcice. U tako
formirane bunarc¢i¢e naneto je 20 ul svakog od ispitivanih uzoraka (etarsko ulje
mati¢njaka i etanol). Petri ploe su termostatirane na temperaturi od 37°C za
bakterijske kulture i na 30°C za kvasce i plesni. Inkubacija je trajala 24-A8
Casova za bakterijske kulture, i 48-72 ¢asa za kvasce i plesni. Nakon inkubacije
izmerene su Sirine (u mm) zona inhibicije (bistre) i/ili zona smanjenog rasta
(difuzne) koje se obrazuju oko bunar¢iéa.

Bujon dilucioni postupak

Kao hranljiva podloga koris¢en se TSB (tripton soja-bujon - Torlak), kome
je dodato 0,01% Tween 80-poioksietilen sorbitan monooleata i 0,6%
kvascevog ekstrakta. Pripremljena je serija razblazenja ispitivog etarskog ulja
mati¢njaka u hranljivoj podlozi. Zatim su bujoni inokulisani sa izabranim
indikatorskim kultutama i inkubirani na odgovaraju¢im temperaturama (37°C
za bakterije i 30°C za kvasce i plesni). Nakon 24 Casa, ocitavani su rezultati
minimalne inhibitorne koncentracije (MIC). To je najmanja koncentracija
etarskog ulja pri kojoj mikroorganizmi ne rastu u bujonu, ali rastu presejani na
¢vrstu podlogu bez dodavanja etarskog ulja. Ova koncentracija uocava se u
jednoj od epruveta - u seriji razblazenja, u kojoj nije doslo do zamucenja
bujona, jer nema rasta mikroorganizma.
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REZULTATI I DISKUSIJA

Rezultati kvalitativne i kvantitativne analize hemijskog sastava etarskog
ulja Melissa officinalis L, Lamiaceae dati su u tabeli 1.

Tabela 1. Hemijski sastav etarskog ulja herbe M. officinalis
Table 1. Chemical composition of the essential oil M. officinalis

Br Komponenta RI %

1 1-okten-3-ol 962.1 0.50
2 6-metil-5-hepten-2-on 972.3 2.18
3 sabinen 975.8 011
4 B-pinen 975.8 011
5 6-metil-5-hepten-2-ol 983.7 0.05
6 oktan-3-ol 986.9 0.02
7 m-cimen 1016.1 0.18
8 trans-B-ocimen 1040.5 0.04
9 bergamal 1046.4 0.18
10 v-terpinen 1049.8 0.03
11 cis-linalol oksid 1065.4 0.03
12 rozefuran 1089.3 0.52
13 n-nonan-1-al 1097 0.12
14 6-metil-3,5-heptadien- 1100.2 0.02
15 cis-roze oksid 1103.2 0.13
16 hrizantemol 1141.2 0.79
17 citronelal 114791 |0.70
18 cis-hrizantemol 1157.7 1.04
19 rozefuran epoksid 1168.4 041
20 metil salicilat 1186.2 0.02
21 safranal 11914 0.03
22 nerol 1224.0 0.63
23 B-citronelol 1225.7 1.02
24 neral 1238.8 14.70
25 piperiton 1249.2 0.03
26 geraniol 1252.5 142
27 metil citronelat 1255.7 2.58
28 geranial 1270.6 17.30
29 karvakrol 1300.4 1.10
30 metil geranat 1318.9 1.55
31 citronelol acetat 1347.4 0.07
32 neril acetat 1358.5 0.05
33 geranil acetat 1378.5 5.53
34 B-kariofilen 1411.2 541
35 a-humulen 1446.7 |0.32
36 alo-aromadendren 1454.2 0.04
37 germakren D 1476.0 0.03
38 ar-kurkumen 1478.9 0.07
39 B-lonon 1482.6 0.07
40 kariofilen oksid 1581.6 3.01
41 humulen epoksid 1607.4 0.13
42 heksahidrofarnezil aceton 1843.6 0.08
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Kod etarskog ulja M. officinalis, od identifikovane 42 komponente
najzastupljeniji je geranial (17,30%), a zatim slede neral (14,70%), citronelal
(10,70%), geranil acetat (5,53%), B-kariofilen (5,41%), kariofilen oksid
(3,01%), metil citronelat (2,58%), 6-metil-5-hepten-2-on (2,18%), metil
geranat (1,55%), geraniol (1,42%), karvakrol (1,10%), cis-hrizantemol
(1,04%) 1 pB-citronelol (1,02%), dok je pojedinac¢ni sadrzaj svih ostalih
komponenti manji od 1%.

Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti

Metodom difuzije u bunarcCi¢u utvrdjeno je da je od 26 ispitivanih
indikatorskih sojeva, bakterija Staphylococcus aureus ATCC 25923 pokazala
najvecu osetljivost prema etarskom ulju mati¢njaka, dok je Klebsiella sp. bi-la
rezistentna. Osetljive vrste su takode, bakterije Listeria monocytogenes, zatim
sojevi Pseudomonas aerugenosa DV2739 i R aerugenosa DV2769, kvasac
Candida albi-cans i plesan Alternaria sp., kod kojih nije detektovan rast na
Petri plo¢ama. Kod Esherichia coli ATCC 25922 se uocava zona aktivacije tj.
pojacanog rasta koja prelazi u zonu redukcije rasta dok se kod Proteus vulgaris
javlja dvostruka zona redukcije (smanjenog rasta).

Rezultati dobijeni pomocu difuzione metode prikazani su u tabeli 2, kao
Sirine zona inhibicije 1 zona smanjenog rasta (redukcija rasta). Kao kontrola
koris¢en je apsolutni etanol.

Rezultati dobijeni dilucionom metodom (MIC) dati su u tabeli 3.
Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) odredene su za 13 odabranih
indikatorskih sojeva koje su pokazale osetljivost u prethodnom ispitivanju.

Iz rezultata prikazanih u tabeli 3, uocava se da etarsko ulje Melissa
officinalis L, Lamiaceae pokazuje antimikrobnu aktivnost u opsegu
koncentracija 0,1 ul/ml do 1,75 pl/ml. Najvecu osetljivost prema etarskom ulju
melise pokazala je bakterija Listeria monocytogenes (MIC = 0,1 pl/ml), a
zatim sojevi S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 6538, S. aureus DV 2678
i Pseudomonas aerugenosa DV5999 (MIC = 0,25 ul/ml), i plesni Aspergillus
niger (MIC = 0,25 pl/ml) i Alternaria sp. (MIC = 0,3 ul/ml). Najmanju
osetljivost prema etarskom ulju melise pokazao je Proteus vulgaris ATCC 4307
(MIC = 1,75 ul/ml) i Pseudomonas aerugenosa ATCC 27833
(MIC =1,25 pl/ml).
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Tabela 2. Antimikrobna aktivnost etarskog ulja Melissa officinalis
Table 2. Antimicrobial activity of the esential oil Melissa officinalis

Indikatorski soj Sirina zone inhibicije (mm)
Melisa Etanol
| IAK_[RR
Bakterije
B. cereus 6 *
B. subtilis 3.5 *
E. coli ATCC 25922 0.5 1 11 *
E. coli TMF 6 35 *
P. aerugenosa DV 5999 4 na ivicama *
P. aerugenosa ATCC 27833 0.1 *
P. vuloaris ATCC 4307 05 3 7 *
S. aureus ATCC 25923 16 4
S. aureusAJCC 6538 6 25
S. aureus DV 2678 6 5 *
S. aureus VMA 8 3 *
S. enetritidis ATCC 13076 1 10 *
Shigella sp. 15 7 *
Corvnobacterium sp. 11 *
Klebsiella sp. * *
Bifidobacterium sp. 4 na ivicama *
L. acidophilus ATCC 4357 3 *
L. fermentum 3.5 *
L. plantarum 3.5 *
L. rhamnosus 3.5 *
Listeria monocytogenes nije detektovan rast
P. aerugenosa DV 2739 na Petri plo¢ama
P. aerugenosa DV2769
Kvasci
Candida albicans Inije detek.. rast na Petri plo¢ama
Plesni
A. niger 5 | | [*
Alternaria sp. nije detek. rast na Petri plo¢ama

| - inhibicija, AK - aktivacija, RR - redukcija rasta, * - nema zona
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Tabela 3. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) etarskog ulja M. officinalis
Table 3. Minimal inhibiting concentration (MIC) of the essential oil M. officinalis

Indikatorski soj MIC (ul/ml)
Bakterije
E. coli ATCC 25922 0.75
L. monocytogenes 1M 2000 0.1
R vulgaris ATCC 4307 1.75
P. aerugenosa ATCC 27833 1.25
P. aerugenosa DV 5999 0.25
S. enteritidis ATCC 13076 0.45
Shigella sp. 0.35
S. aureus ATCC 25923 0.25
S. aureus ATCC 6538 0.25
S. aureus DV 2678 0.25
Kvasci
C. albicans [0.45
Plesni
A. niger 0.25
Alternaria sp. 0.30
ZAKLJUCAK

Dobijeni rezultati ispitivanja kvalitativnog i kvantitativnog sastava
etarskog ulja M. officinalis su u skladu sa brojnim literaturnim podacima.
Ispitivano etarsko ulje mati¢njaka pokazuje znacajnu antimikrobnu aktivnost.
Etarsko ulje Melissa officinalis L, Lamiaceae je pokazalo antimikrobnu
aktivnost u opsegu koncentracija 0,1 ul/ml do 1,75 pl/ml. Jakom
antimikrobnom dejstvu etarskog ulja M. officinalis doprinosi dominirajuci
udeo monoterpenskih aldehida geraniala (17,30%), nerala (14,70%) i
citronelala (10,70%).
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SUMMARY

AMTIMICROBIAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL OF Melissa
officinalis L, Lamiaceae
(Scientific paper)

Nada Ani¢i¢!, Suzana Dimitrijevié!, M. Risti¢?, S. S. Petrovié*, S. D. Petrovi¢!*
Faculty of Technology and Metallurgy, Belgrade
?|nstitute forthe Research of Medical Plants "Dr Josif Pancic" Belgrade
3Hemofarm Koncern, Vrsac

The antimicrobial activity of the essential oil of Melissa officinalis was investi-
gated in this paper. The essential oil was obtained by the principle of water
and steam and analyzed by GC and GC-MS using FID and MSD. The main
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components of the oil of Melissa officinalis were geranial (17.30%), neral
(14.70%) and citronellal (10.70%). The antimicrobial properties were tested
against the follovving bacterial species: B subtilis, B.cereus, Bifidobacterium
sp., Corynobacterium sp., E. coli, Klebsiella sp., L. acidophilus, L. fermentum,
L. plantarum, L. rhamnosus, Listeria monocytogenes, P. vulgaris, P. aerugenosa,
S. enteritidis, Shigella sp., S. aureus, and fungi Candida albicans, Alternarija sp.
and Aspergillus niger. The diffusion technique was used for testing: the
antimicrobial activity, and the MIC was determined by the broth dilution met-
hod. The essential oil of M. officinalis shovved high antimicrobial activity.

Key words: Melissa officinalis < Essential oil * Antimicrobial activitye
Kljucne reci: Mati¢njak « Etarsko ulje * Antimikrobna aktivnoste
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