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Ogled je izvoden u hemijskoj 1 mikrobioioskim laboratorijama
Agronomskog fakulteta i Zavoda za zaStitu zdravija u Cagiu.
Kao test organizmi, za ispitivanje antimikrobnog dejstva biljnib
cksirakata Melilotus nﬁ'ic:'naii.s' (L.) Pall (zuti kokotac), Melilotus
aibus Medic. (beli kokotac) 1 Melitis melissophyilum L.
(medenika), koriscene su sledece vrste mikroorganizama:
Escherichia coli. Proteus mirabiiis. Salmonella enteritidis.,
Pseudomonas aeruginesa, Streptococcus-haemoliticus A,
Staphylococcus aureus i Candida aibicans. Na povrdini
zasejanog hranljivog agara postavijeni su sterilni filter papiri
pre¢nika 11 mm na r\oy, su pasterovom pipetom nanoSeni
petroletarski i etilacetatni ekstrakii navedenih biljnih vrsta, kao i
samih ekstragenata (petroletra 1 etilacetata). Antimikrobna
aktivnost petroletarskin  ekstrakata ispitivanih biiljaka nije
zapazena, $to se ne moZe reci za etilacefatni ekstrakt Zutog
kckoca i medenike. Etilacetatni ekstraki Zutog kokoca je delovao
na sve ispitivane patogene, osim na Lscherichia coli, dok je etil-
acetatni L.kstr(-LL medenike delovao samo na  Salmonella
enteritidis, Pseudomonas agruginosa i Staphylococcus aureus.
Kliu«“-ne redi: Melilotus officinalis (L.) Pall, Melilotus aipus Medic., Melitis melissopnyluin
L., petreletarski ekstrakt, etilacetatni ekstrakt. antimikrobna aktivnost.
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Sve tri ispitivane biljke [Melilotus officinalis (L.) Pall-Zzuti kokotac, Melilotus
aibus Medic—peli kokotac i Melitis melissophyllivn L. —medenikal, u osuSenom stanju.
imaju prijatan i aromati¢an miris po kumarinu. U Nemacko], Svajcarskoj i l:ncvlebkcu Zuti
kokotac u osusencm stanju se upotrebijava kao zacin u slatkim jelima. a mladi listovi 1
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izdanci zutog i belog kokoca dodaju se salatama, varivima i supama’. Kokotac je veoma
medonosna biljka, a njegov med ima izvanredan kvalitet i aromu. Prvi povod za njegovo
uvodenje u kuituru bio je proizvodnja meda. Pokazalo se da je izuzetno korisna biljka za
popravljanje nepovoljnih osobina zemljiSta, prvenstveno plodnosti. Pored toga, koristi se za
zelenu stodnu hranu, seno, ispasu i silazu. Beli kokotac je znaCajniji za proizvodnju stocne
hrane od 7utog kokoca, iako Zzuti ima manje kumarina. Poznato je nepoZelino dejstvo
kumarina koji je u novije vreme uvriten u kancerogena jedinjenja. Truli kokotac moze kod
¥ivotinja da izazove teSku bolest “sweet clover disease”. Bolest izaziva dikumarol koji
nastaje od kumarina pod uticajem gljivi¢ne transformacije trulog kokoca®. Zato se danas
proizvodi opiemenjeni kokotac koji sadrzi vrlo malo kumarina.

Za razitku od zutog i belog kokoca medenika nema ovako Siroku primenu. U
narodnoj medicini® se upotrebljava jer deluje sliéno drugim kumarinskim biljkama
(lazarkinji i kokocu). Zajedno sa mati¢njakom i hmeljom Koristi se u obliku Caja protiv
nesanice, nervoze, histerije i sli¢nih bolesti.

Zuti i beli kokotac se od najstarijih vremena upotrebljavaju u narodnoj medicini’,
posebno Zuti kokotac, koji je u narodu poznat pod imenom lekovita zdraljika. Koriste se za
ublazavanje bolova i gréeva u Zelucu i crevima, potstiCu izlu¢ivanje znoja 1 mokrace,
zaustavijaju krvarenje iz nosa a i upotrebljavaju se protiv migrene, reume i gihta.

Na osnovu poznaiih podataka o upotrebi ovih biljaka i novijih saznanja o
moguéim Stetnim posledicama njihove duze primene, zakljuceno je da bi bilo interesantno
utvrditi da li one imaju inhibitorno dejstvo prema nekim patogenim mikroorganizmima.

MATERIJAL I METOD RADA

U istrazivanjima su korid¢eni ekstrakti slede¢ih biljnih kuitura: Zuti kokotac —
Melilotus officinalis (L.) Pall.; beli kokotac —Melilotus alous Medic. i medenika — Melitis
melissophylium L. Zuti kokotac i medenika su sakupljeni u okolini Kragujevca u julu 1997.
godine, a beli kokotac u okolini Cacka u avgustu 1998. godine, u fazi cvetanja. Nadzemni
delovi biljke su osueni na vazduhu, samleveni i ekstrahovani u Soxlet-ovoj aparaturi.
Postupak ekstrakcije za sve tri biljke je bio isti: 30 g osuSene biljne mase ekstrahovano je sa
600 cm’ petroletra. Posie uparavanja rastvarata u vakuumu, dobijeni su ekstrakti mrke
smolaste mase iz sve tri biljke (iz Zutog kokoca 1.2 g, iz beiog kokoca 1.0 g, a iz medenike
0.6 g ekstrakta). Biljni materijal, iz koga su ekstrahovani voskovi i masne materije pomodcu
petroletra, je vracen u Soxlet-ovu aparaturu i ekstrahovan sa 600 cm’ etilacetata. Posle
uklanjanja etilacetata u vakuum uparivacu dobijeni su ekstrakti guste lepljive mase (iz
7utog kokoca 0.9 g, iz belog kokoca 0.6 g, a iz medenike 0.5 g ekstrakta).

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti navedenih biljaka uzimano je po 1 mg
suvog ekstrakta i rastvarano u | ml odgovarajuceg rastvaraca, petroletru (ekstrakti dobijeni
ekstrakcijom sa petroletrom) i etilacetatu (ekstrakti ostali posle ekstrakcije sa etilacetatom).

Kao test organizmi za pracenje antimikrobnog dejstva ekstrakata navedenih biljnih
vrsta koriSéeni su sledeéi mikroorganizmi: Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella
enteritidis, Pseudomonas aeruginosa, Sireptococcus haemoliticus A, Staphylococcus
aureus i Candida albicans, dobijeni iz kolekcije mikroorganizama Zavoda za zaStitu
zdravlja u Cacku. U Petri 3olje su razlivene hranljive podloge za gajenje odgovarajucih
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mikroorganizama (Mueller-Hinton za Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella
enteritidis, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus haemoliticus A, Staphylococcus
aureus 1 Sabouraund-glikozni agar za Candida albicans ).

Sabouraund agar se steriliSe u autoklavu 15 minuta na 121°C i podesi pH vrednost
na 5,6. U 1 1 destilovane vode suspenduje se 38 mg Mueller—Hinton agara, zatim steriliSe
kao i prethodni i pH vrednost podesi na 7,4 + 0,2.

Nakon zasejavanja hranljivih podloga na povr3inu hranljivog agara svih varijanata
postavljeni su sterilni filter papiri preénika |1 mm na koje je Pasterovom pipetom naneseno
po 10 ul pripremljenog petroletarskog i etilacetatnog ekstraka ispitivanih lekovitih biljaka,
kao i samih rastvaraca petroletra i etilacetata.

Inkubacija je vr§ena u termostatu sedam dana na 22°C za Candidu albicans i 24
Casa na 37°C za sve ostale mikroorganizme, nakon &ega je meren preénik inhibicije rasta
mikroorganizama.

REZULTATI ISTRAZIVANJA [ DISKUSIJA

Za razliku od petroletarskih ekstrakata medenike, Zutog i belog kokoca, kod kojih
nije uo¢ena inhibicija rasta testiranih grupa mikroorganizama, njihovi etilacetatni ekstrakti
su bili veoma aktivni. [zuzev etilacetatnog ekstrakta belog kokoca, ¢ija se antimikrobna
aktivnost svela samo na Staphylococcus aureus, isti ekstrakti zutog kokoca i medenike su
ispoljili Siroki spektar antimikiobne aktivnosti, §to je u skladu sa rezultatima do kojih su
dosli i drugi autori®’.

Najvecu antimikrobnu aktivnost ispoljio je etilacetatni ekstrakt zutog kokoca
[Melilotus officinalis (L.) Pall.]. Ovo se posebno odnosi na Streptococcus B haemoliticus A
i Proteus mirabilis, dok je njihovo antimikrobno dejstvo prema ostalim bakterijskim
kulturama pribliZzno istog nivoa. Za razliku od navedenog, etilacetatni ekstrakt medenike je
najvecu antimikrobnu aktivnost ostvario prema Pseudomonas aeruginosa i Salmonella
enteritidis °, §to se ne moze redi za druge proucavane vrste mikroorganizama. Najnizu
antimikrobnu aktivnost ispoljio je ekstrakt belog kokoca i ograni¢io se samo na
Staphylococcus aureus.

Antifungalni efekat je ispoljio samo etilacetatni ekstrakt Zutog kokoca 3to su
utvrdili i drugi istrazivaci’. Rezultati antimikrobne aktivnosti ispitivanih ekstrakata
prikazani su u tabeli 1.

ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata ovog istrazivanja, kao i sagledanih inostranih i domadih

esperimentalnih iskustava u ovoj oblasti, mogu se izvesti sledeci zakljucci:

¢ petroletarski ekstrakti medenike, belog i Zzutog kokoca nisu ispoljili antimikrobnu
aktivnost;

e etilacetatni ekstrakti su ispoljili izrazenu antimikrobnu aktivnost;

* etilacetatni ekstrakt Zutog kokoca i medenike su ispoljili Sirok spektar antimikrobne
aktivnosti, dok je etilacetatni ekstrakt belog kokoca bio aktivan samo u odnosu na
Staphylococcus aureus;
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e najvecu antimikrobnu aktivnost ispoljio je etilacetatni ekstrakt Zutog kokoca, nesto
nizu etilacetatni ekstrakt medenike, a najniZu etilacetatni ekstrakt belog kokoca;

o antifungalni efekat je ispoljio samo etilacetatni ekstrakt Zutog kokoca.

Tabela 1. Antimikrobna aktivnost biljnih ekstrakata izrazena veli¢inom zone inhibicje
u milimetrima
crobial activity of herb extracts represented as diameter of inhibition zone

Table 1. Antimi

in mm
i Senzibilnost na ekstrakte biljaka (pre¢nik zone mhibicije, mm)
Susceptibility to herb extracts (inhibition zone diameter, mm)

Zuti Zuti Beli Beli | Mede- | Mede- | Petrol- | Etil-
kokotac | kokotac | kokotac | kokotac | nika nika Etar acetat
Yellow |. Yellow White | White | Honey | Honey | Petrol- | Ethyl-
melilot | melilot | melilot | melilot | balm balm ether | acetate

(PE) | (EtOAc) (PE) |(EtOAc)| (PE) |(EtOAc)| (PE) |(EtOAc)

Escherichia coli - - - - - 16 - 16

Proteus - 21 - - - 12 - 13

mirabilis

Salmonella - 15 - - - 16 - 12

enteritidis

Pseudomonas - 19 - - - 16 - 12

aemgmosa

Streptococus - - 23 - - - 15 - 15

hemolizniA

Staphylococcus - 14 - 11.5 - 14,5 - 12

aunreus

Candida - i3 - - - - - -

albicans

PE — petroletar; EtOAc — etilacetat
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF THE PETROL-ETHER AND ETHYL-
ACETATE EXTRACTS OF MELILOTUS OFFICINALIS (L.) PALL, MELILOTUS
ALBUS MEDIC. AND MELITIS MELISSOPHYLLUM L.

Gordana Aéamovié-Dokovi¢', Dragutin Puki¢', Leka Mandi¢',
Svetlana Kalinié, Tatjana Boskovi¢?
'Faculty of Agronomy, Caéak, Yugoslavia
*Health Institute Cagak, Yugoslavia

SUMMARY

The experiment was carried out at the chemical and microbiological laboratories of the
Faculty of Agronomy and at Health Institute in Cagak. As a test organisms for examination
of antimicrobial activity of herb extracts from Melilotus officinalis (L.) Pall (yellow
melilot), Melilotus albus Medic. (white melilot) and Melitis melissophyllum L. (honey
balm) the following species were used: Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella
enteritidis, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus haemoliticus A, Staphylococcus
aureus and Candida albicans. Sterile and clean paper filters 11 mm in diameter were placed
over the surface of the nutritional agar, and petrol ether and ethyl acetate extracts of
Melilotus officinalis (L.) Pall (yellow melilot), Melilotus albus Medic. (white melilot) and
Melitis melissophyllum L. (honey balm) as well as the extragents themselves were applied
over these filters by means of Paster's pipette. Antimicrobial activity of the petrol ether
extracts from the examined herbs was not noticed, whereas ethyl acetate extracts of the
yellow melilot and honey balm was. The ethyl acetate extracts of the yellow melilot
affected all the pathogenic microorganisms, with the exception of Escherichia coli, whereas
those of honey balm affected only Salmonela enteritidis, Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus.
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