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Kratak sadrzaj: Prirodni ekstrakti pravljeni od svjeZeg biljnog materijala i bioloski aktivna

jedinjenja izolovana iz razli¢itih biljnih vrsta koje se ve¢ vijekovima koriste u narodnoj medicini
mogu predstavljati dragocjene izvore za proizvodnju novih prirodnih konzervanasa i ljekovitih
ripravaka. Bijeli ljiljan — Lilium candidum se takode dugo koristi u tradicionalnoj medicini za
ijjecenje opekotina 1 promrzlina, upale uha i nosa, kao melem za ispiranje rana i posjekotina.
Korijen, listovi 1 cvjetovi imaju ljekovita svojstva, ali je malo podataka u literaturi o
antibakterijskom dejstvu ekstrakta bijelog ljiljana na odredene patogene i da se utvrdi opravdanost
njegovog koristenja u tradicionalnoj medicini.

U radu je ispitana antibakterijska aktivnost ekstrakta bijelog ljiljana na pet referentnih kultura
(Escherichia coli WDCM 00090, Listeria monocytogenes WDCM 00020, Salmonella enterica
WDCM 00030, Pseudomonas aeruginosa WDCM 00024) i sedam bakterijskih kultura
(Escherichia coli, Providencia stuartii, Pseudomonas spp. B-hemoliti¢na Escherichia coli,
koagulaza pozitivan stafilokok, Staphylococcus aureus, Sreptococcus grupe D) iz kolekcije
Laboratorije za mikrobiologiju Veterinarskog instituta ,,Dr Vaso Butozan* Banja Luka.

Rezultati rada su potvrdili da ekstrakt bijelog ljiljana pokazuje odredenu antibakterijsku
aktivnost prema ispitanim patogenima koriStenim u ovom istrazivanju. Antibakterijska aktivnost
ekstrakta bijelog ljiljana se kretala u opsegu od 5,33 mm do 18,88 mm, zavisno od bakterijskog
soja 1 koncentracije ekstrakta bijelog ljiljana.

Kljucne rijeci: Lilium candidum, antimikrobna aktivnost, ekstrakt bijelog ljiljana

UvOD

Upotreba biljaka u medicinske svrhe je nastanka i lijeCenja mnogih bolesti danasnjice
Siroko rasprostranjena i danas, 30-40% svih (Fahimi, 2015., Rai, 2013., Brochardt i sar,
medicinskih preparata sadrzi jednu ili vise 2008).
bioaktivnih komponenti izolovanih iz biljaka. Ljekovitost ljiljana je poznata od davnina i
Sve se vise paznje posveéuje upotrebi prirodnih  jako je cijenjena u narodnoj medicini. O
fitohemijskih komponenti koje posjeduju  Koristenju ljiljanovog ulja u medicinske svrhe
antimikrobna, antioksidativna, antifugalna, svjedoCe brojni recepti iz elizabetanskog doba
antivirusna, antikancerogena, antiinflamatorna i jer se smatralo da ljiljan ima magi¢nu mo¢ i
druga svojstva koja potpomazu u spredavanju koristen je u lijeCenju groznice, kao sredstvo za
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CiS¢enje rana, te kao obloga u lijeCenju
opekotina i Cireva, ali i za olakSavanje simptoma
artritisa i reume.

Krin-bijeli ljiljan (Lilium candidum) je
viSegodiSnja biljka koja moZze da naraste u visinu
do 100 cm. Ima karakteristican miris i prili¢no
krupan bijeli cvijet ljevkastog izgleda, Sirokih i
dugih  latica. Zbog svoje ljepote i
karakteristicnog mirisa sadi se kao ukrasno bilje
u vrtovima i parkovima (Lesinger, 2016).

Lilium candidum sadrzi razlic¢ite boloski
aktivne komponente koje djeluju
antiinflamatorno, antimutageno,antioksidativno,
antivirusno (Fahimiisar., 2015., Lesinger, 2016;
Eisenreichova 1 sar., 2004, Mucaji, 2007).
Upotreba ljiljanovog ulja u tradicionalnoj
medicine je vjekovna, ali savremena medicina je
dugo osporavala njegova ljekovita svojstva.
Eksperimentalne studije su ipak potvrdile neka
ljekovita svojstva (Wang i sar., 2019., Fahimi i
sar., 2015, Gao i sar., 2015, Zhang i sar., 2017).

Poslednjih dvadesetak godina, uradeno je
vise studija koje su ispitivale sadrzaj i svojstva
Lilium candidum, kao i njegovo pozitivno/
negativno djelovanje na organizam (Wang i sar.,
2019, Fahimi i sar., 2015, Zhao i sar., 2015,
Bates, 2015, Kopaskova i sar., 2012, Huang,
2015).

Ljiljan, odnosno njegovi cvjetovi, listovi i
lukovica su bogati flavonoidima, glikozidima,
organskim kiselinama, azotnim i steroidnim
spojevima, saponinima, vitaminom C, taninom,
etarskim uljim, dok lukovica sadrzi jo§ gorke
materije, holing i fitosterol (Lesinger, 2016,
Wang i sar., 2019, Eisenreichova i sar., 2004).
Kako tkiva i ekstrakti biljaka sadrze jedinjenja
tanina, za koje se zna da reaguju sa proteinima
koze, nanoSenjem eckstrakta bijelog ljiljana na

ranu, opekotinu, odnosno povrijedeni ili oboljeli
dio, tanin reaguje sa proteinima, odnosno
kolagenim vlaknima i stvara se sloj koji Stiti
tkivo od daljeg razvoja nekroze. (Fahimi i sar.
2019, Kovacevié, 2004).

Ekstrakt bijelog ljiljana u dodiru sa ¢elijama,
tkivima i mikroorganizmima vrlo ¢esto ispoljava
efekat, odnosno poboljsava/pojacava sposobnost
organizma da odgovori na odredene fizicke ili
hemijske uticaje tako S$to ,,usisava” manje doze
istog ili sli¢nog agensa (Lesinger, 2016, Achary
isar., 2012).

Ekstrakt  bijelog ljiljana  dobija  se
maceracijom svjezih cvjetova u nerafinisanom
maslinovom ulju i1 poznato je po svom
antiinflamatornom djelovanju. Dobro se rastvara
u alkoholu i acetonu, a slabije u organskim
rastvara¢ima (Kopaskova i sar., 2012,
Eisenreichova i sar., 2004). Ekstrakt bijelog
ljiljana se dosta koristi u farmaceutsko-
kozmetickoj industriji zbog blagotvornog
dejstva na kozu (pospjeSuje epitelizaciju).
Takode se upotrebljava za lijeCenje razlicitih
osipa, fleka, liSajeva, psorijaze i ekcema. Koristi
se za svakodnevnu njegu zrele i suve koze, koze
kojoj treba vratiti tonus i odli¢na je zastita kozi
u zimskim danima (Lesinger, 2016, Huang i sar.,
2015).

U dostupnoj literaturi je malo podataka o
antibakterijskom svojstvu ekstrakta ulja ljiljana i
zbog toga je cilj ovoga rada da se ispitaju
antibakterijska svojstva ekstrakta ljiljanovog
ulja na odredene patogene i da se utvrdi njegova
opravdanost  koriStenja u tradicionalnoj
(narodnoj) medicine i da se utvrdi da li djeluje
baktericidno ili bakteriostatski na ispitane
bakterijske kulture.
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MATERIJAL I METODE RADA

Kao sirovina za dobijanje ekstrakta ulja,
koristeni su svjeZi cvjetovi sa prasnicima bijelog
ljiljana Lilium candidum, uzorkovanog sa
plantaznog uzgoja ,Klindi¢”, Banja Luka,
Republika Srpska.

Svjezi cvjetovi sa prasnicima su potopljeni u
staklenku napunjenu sa hladno cijedenim

maslinovim uljem u koli¢ini 1:3. Dobro
zatvorena staklenka je drzana 40 dana na suncu
uz povremeno protresanje. Tako pripremljeno i
odstajalo ulje je procijedeno i ¢uvano je u tamnoj
boci, zasti¢eno od direktnog uticaja svjetlosti.
Ekstarakt bijelog ljiljana je pomijeSan sa
96% alkoholom u koncentraciji: 1:2, 1:51 1:10.

Slika 1. Disk-difuzioni test

Za ispitivanje antibakterijske aktivnosti
ekstrakta bijelog ljiljana, koriS¢ene su referentne
kulture Escherichia coli WDCM 00090, Listeria
monocytogenes WDCM 00020, Salmonella
typhi WDCM 00030, Salmonella enterica
WDCM 00030, Pseudomonas aeruginosa
WDCM 00024 (BCCM™/LMG BACTERIA
COLLECTION, Belgium) i izolati iz kolekcije
kultura  Laboratorije = za  mikrobiologiju
Veterinarskog instituta “Dr Vaso Butozan®
Banja Luka: Escherichia coli, Providencia

stuartii, Pseudomonas spp., [3-hemoliticna
Escherichia  coli,  koagulaza  pozitivan
stafilokok, Staphylococcusaureus, Streptoc-

occus grupe D (urin, bris grla, bris nosa, ljudi i
zivotinja). Kulture su zasijane u hranjivom
bujonu i inkubirane na 37°C/18h. Petri-ploge sa
odgovaraju¢om podlogom (Miieller—Hinton
agar) su zasijane sa 0,1 ml bakterijske suspenzije
¢ija je koncentracija 10°cfu/ml.
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Slika 2. O¢itavanje rezultata

Za 1ispitivanje dejstva ekstrakta bijelog
ljiljana na inhibiciju rasta odabranih bakterijskih
vrsta, koriS¢ena je agar-difuziona metoda
(Kirby-Bauer, 1996) na cvrstoj sterilnoj
hranjivoj podlozi (Mieller-Hinton agaru -
MHA). Cilindri pre¢nika 9 mm su postavljeni na
povrsinu Cvrste hranjive podloge na koju je
prethodno zasijana odredena Cista bakterijska
kultura. U cilindre je mikropipetom nakapano
100 pl odredene koli¢ine (1:2; 1:5 i 1:10)
ekstrakta i alkohola. Da bi se iskljucio uticaj
maslinovog ulja na antibakterijsko djelovanje
ekstrakta bijelog ljiljana kao kontrola, u cilindar
je nakapano 100 pl maslinovog ulja. Sposobnost
rasta i razmnozavanja soja zavisi od njegove
osjetljivosti na ispitivani ekstrakt, tako da se oko
cilindra formira bistra prozirna zona u kojoj
nema rasta mikroorganizama, ukoliko efekat
postoji. Tako pripremljene ploce su drzane 30

minuta na sobnoj temperaturi kako bi se
omogucilo ravnomjerno difundiranje u podlogu,
a onda su inkubirane na 37°C/24 ¢asa.

Za svaki mikroorganizam 1 za svaku
koncentraciju ekstrakta bijelog ljiljana, uradena
su po tri ponavljanja, a rezultati su ocitani kao
pre¢nik zone inhibicije rasta i izrazeni kao
srednja vrijednost u milimetrima.

Da bi se vidjelo da li ekstrakt bijelog ljiljana
ima baktericidnu ili bakteriostatsku mo¢, sa zona
inhibicije je uziman mali komadi¢ agara i
dodavan u hranjivi bujon. Inkubacija je vrSena
na 37°C/24h. Ukoliko je nakon inkubacije doslo
do zamucenja bujona, smatra se da je ulje
djelovalo bakteriostatsko, odnosno, ukoliko je
nakon inkubacije bujon ostao bistar, dejstvo ulja
je baktericidno.

REZULTATI I DISKUSIJA

U radu je ispitana antibakterijska aktivnost
ekstrakta bijelog ljiljana na pet referentnih i
sedam bakterijskih kultura izolovanih iz
klinickog materijala. Rezultati koji su dobijeni
prikazani su tabelarno i graficki (Tabela 1. i
Grafikon 1.).

Rezultati istrazivanja su pokazali da je ulje
ekstrakta bijelog ljiljana ispoljilo antibakterijsko
djelovanje na sve testirane bakterijske vrste, a
intenzitet djelovanja je razliCit i kretao se u
opsegu od 5,33 mm do 18,33 mm.
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Tabela 1. Zone inhibicije rasta testiranih bakterijskih vrsta ostvarene sa razlicitim
koncentracijama ekstakta ulja bijelog ljiljana i etanola

Ekstrakt bijelog ljiljana : etanol

Mikroorganizam
Ekstrakt 1:2 1:5 1:10
Salmonella typhi WDCM 00031 12,004£2,65 | 13,00+£6,08 | 9,33+2,31 | 14,33+5,51
Salmonella enterica WDCM 00030 11,66+1,53 | 15,00+£0,00 | 14,66+5,03 | 16,66+7,23
Escherichia coli WDCM 00090 13,00+1,00 | 18,33£2,89 | 16,66+2,89 | 12,33£3,06
Pocudomonas acruginosa WDCM 7,0040,00 | 10,33+4,04 | 5.33+4,62 | 14,33+6,03
Listeria monocytogenes WDCM 00020 | 11,66£1,53 | 16,66+5,77 | 13,33+5,77 8,33+7,64
Pseudomonas spp 7,66+1,15 | 6,66+£5,77 | 8,66+1,15 | 12,33+0,58
Escherichia coli 8,06+1,15 | 6,33+5,51 6,66+5,77 | 18,33+5,69
3 hemoliti¢na Escherichia coli 14,66+0,58 | 18,00+£2,65 | 18,33+5,77 | 14,00+1,73
Streptococcus grupe D 11,00+7,73 | 10,00+£2,00 | 13,00+2,00 | 15,66+4,04
Staphylococcus aureus 8,00+1,15 8,00+0,00 | 11,00+£3,61 | 13,00+2,65
Koagulaza pozitivni stafilokok 7,33+0,58 8,00+0,00 | 7,66+7,51 9,00+1,00
Providencia stuartii 7,66+0,58 | 8,00+0,00 | 8,00+0,00 | 8,00+0,00

Prikazane vrijednosti date su u mm i
predstavljaju srednju vrijednost zona inhibicije
za tri mjerenja

Ekstrakt bijelog ljiljana je pokazao najjacu
antibakterijsku aktivnost prema /8- hem. E. coli
sa zonom inhibicije od 14,00 mm do 18,33 mm
i nesto slabijim inhibitornim dejstvom prema
referentnom soju E. coli sa zonom inhibicije od
12,33 mm do 18,33 mm, dok je prema E.coli
(klini¢ki izolat) najace djelovao u kombinaciji sa
alkoholom 1:10 sa zonom inhibicije 18,33
mm.Takode, potrebno je istaéi jace
antibakterijsko djelovanje ekstrakta i alkohola u
koncentraciji 1:10 na P. aeruginosa referentni
(14,33 mm) i klini¢ki izolat (12,33 mm).

Najmanju ili najslabiju antibakterijsku
aktivnost ekstrakt bijelog ljiljana je ispoljio
prema klini¢kim izolatima koagulaza pozitivan
stafilokok (zona inhibicije 7,33 mm do 9,00 mm)

i Providencija stuartii (7,66 mm do 8,00 mm) u
svim kombinacijama, $to se moZze objasniti
razli¢itom rastvorljivo$¢u ekstrakta bijelog
ljiljana i njegovih komponenti. Hidrofobnost je
vazna karakteristika eteriénih ulja i ekstrakata
jer poveéava propustljivost celijske membrane
bakterije 1 omogucava lak$i prolazak
komponenti u njen lipidni sloj. Promjena
propustljivosti ¢elijske membrane, obi¢no je
prac¢ena gubitkom osmotske kontrole ¢éelije, Sto
se smatra osnovnim principom antimikrobnog
djelovanja ekstrakta i eteri¢nih ulja (Bajpai i sar.,
2012, Bubonja i sar., 2008). Zbog razliCite
rastvorljivosti antibakterijskih komponenti u
vodi, primjenjuju se razliite metode ispitivanja
antibakterijske aktivnosti. U radu je koriStena
disk-difuziona metoda koja u potpunosti zavisi
od hidrofobnosti aktivnih komponenti i brzine
njihove difuzije kroz agar (Bubonja i sar., 2008).
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Najnovija istrazivanja u oblasti hemije,
biohemije i medicine potvrduju da ekstrakti
biljaka sadrze fenolne kiseline, flavone,
izoflavone, flavanole, katehine, tokoferole,
tanine, terpene, te da pokazuju antimikrobna,
antineoplasti¢na, antiviralna, antiinflamatorna,
antialergijska i antioksidativna svojstva (Wang i
sar., 2019, Al-Bayati, 2018, Jia, 2015, Li i sar.,
2018, Jin i sar., 2014, Han i Xie, 2013, Javed i
sar., 2012, Lu i sar., 2013). Fenolne komponente
toksicno djeluyju na mikroorganizme, a
mehanizam djelovanja obuhvata inhibiciju
oksidovanih komponenti, kao i mogucu reakciju
sa sulthidrilnim grupama kroz vise nespecifi¢nih
reakcija sa proteinima. Polifenolna jedinjenja se
akumuliraju uglavnom u ¢elijskim zidovima i to
najveéim dijelom na povrsini ploda (epidermalni
i subepidermalni slojevi), jer biosinteza ovih
jedinjenja zavisi od svjetlosti (Marzio i sar.,
2011, Pjanovié i sar. 2010., Rai, 2013).

Rezultati  ovog rada  ukazuju na
antibakterijski potencijal ekstrakta bijelog
ljiljana i u skladu su sa rezultatima drugih
istrazivaca koji su se bavila istrazivanjem
ekstrakata biljaka (Fahimi i sar., 2015, Patocka i
Navratilova, 2019, Devi i sar., 2016, Capasso i
sar., 2005, Wang i sar., 2012, Mateji¢ i sar.,
2012, Sedighinia, 2012), ali i autora koji su se
bavili ispitivanjem hemijskog sastava i
antimikrobnog djelovanja eteri¢nog ulja ljiljana
(Fahimi i sar. 2015, Wong i sar., 2019, Bates i
sar., 2015, Achary i sar., 2012, Yarmolinsky i
sar., 2009).

Da bi se vidjelo da li ekstrakt bijelog ljiljana
ima baktericidnu ili bakteriostatsku mo¢, sa zona
inhibicije je uziman mali komadi¢ agara i
dodavan u hranjivi bujon.

Na Grafikonu 1. je radi bolje preglednosti
prikazan tip djelovanja ekstrakta bijelog ljiljana.

3.5
3
2.5
2
1.5
1
0.5

m Bakteriostatsko dejstvo

m Baktericidno dejstvo

Grafikon 1. Prikaz djelovanja ekstrakta bijelog ljiljana na testirane mikroorganizme

Antibakterijska aktivnost ekstrakta bijelog ljiljana i njegovih komponenti moze da varira od
djelimi¢ne do potpune inhibicije rasta bakterija, tako da bakteriostatsko djelovanje ekstrakta bijelog
ljiljana potvrduje tu €injenicu. Samo u Cetiri slucaja ekstrakt bijelog ljiljana je djelovao baktericidno.
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ZAKLJUCAK

Rezultati ovog rada su potvrdili odredeni
antibakterijski potencijal ekstrakta bijelog
ljiljana na sve testirane bakterijske sojeve, ali u
razli¢itom opsegu.

-Najbolju  antibakterijsku  aktivnost
ekstrakt bijelog ljiljana je ispoljio prema
klinickom izolatu B-hemoliti¢na Escher-
ichia coli sa zonom inhibicije od 14,66 mm
do 18,33 mm.

-Slabiju  antibakterijsku  aktivnost
ekstrakt bijelog ljiljan je ispoljio prema
klini¢kim izolatima Providencia stuartii, sa
zonom inhibicije, od 7,66 mm do 8,00 mm

pozitivnom stafilokoku, sa zonom inhibicije
od 7,33 mm do 9,00 mm.

-Najslabiju antibakterijsku aktivnost
ekstrakt bijelog ljiljana je ispoljio prema P.
aeruginosa u kombinaciji ekstrakt: etanol
1:5 ( 5,33mm), zatim prema E. coli (6,33
mm) i Pseudomonas spp (6,66 mm), u
kombinaciji ekstrakt:etanol 1:2.

Danas postoji sigurna tendencija vracanju
prirodi i ovaj rad predstavlja samo uvod u
buduca klinicka i laboratorijska istrazivanja i
podstrek vracanju primjeni biljnih preparata u
lijecenju razli¢itih oboljenja ljudi i zivotinja.

u svim kombinacijama i koagulaza
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