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Timol smanjuje pokretljivost
bakterija inkorporacijom u
bakterijske æelijske membrane

Sekundarni metaboliti biljaka iskazuju široku paletu bioloških aktivnosti,

meðu kojima se izdvajaju antibakterijska, antiviralna i antifungalna aktiv-

nost. Prethodna istra�ivanja su pokazala da predstavnici klase monoter-

penoidnih fenola, kao što su eugenol, timol i karvakrol, pokazuju sna�nu

antibakterijsku aktivnost, pri èemu je mehanizam njihovog delovanja još

nepoznat. Pretpostavlja se da se navedeni molekuli, zbog svoje hidrofobne

prirode, inkorporiraju u fosfolipidni dvosloj i menjaju pasivnu per-

meabilnost membrane usled narušavanja njenih teèno-kristalnih osobina,

na taj naèin dovodeæi do izlaska jona i esencijalnih metabolita u van-

æelijsku sredinu. U ovom radu je praæena inkorporacija molekula timola u

bakterijske æelijske membrane, kao i promena protonske motorne sile ba-

kterijskih æelija. Inkorporacija molekula timola je detektovana masenom

spektrometrijom, dok je promena protonske motorne sile posredno odre-

ðena praæenjem pokretljivosti bakterija, kao i pH vrednosti i konduktiviteta

vanæelijske sredine. Rezultati masene spektrometrije ukazuju na prisustvo

timola u æelijskim membranama nakon eksperimentalnog tretmana, dok re-

zultati eseja pokretljivosti pokazuju koncentracionozavisan trend opadanja

pokretljivosti bakterijskih æelija usled inkorporacije timola u æelijske mem-

brane. Rezultati ovog istra�ivanja su meðu prvim pokazali povezanost

inkorporacije molekula timola u bakterijske æelijske membrane sa padom

motiliteta bakterijskih æelija i znaèajni su za dalji tok odreðivanja moleku-

larnog mehanizma antibakterijskog dejstva ovog molekula.

Uvod
Sekundarni metaboliti velikog broja biljaka pokazuju širok spektar

biološkog dejstva, meðu kojima je naroèito izra�eno antibakterijsko, anti-
fungalno i antiviralno dejstvo (Lis-Balchin et al. 1999). Meðu sekundarnim
metabolitima biljaka posebno se izdvaja klasa monoterpenoidnih fenolnih
molekula, malih organskih jedinjenja, koji se sastoje od aromatiènog jezgra
za koje su vezane dve izoprenske jedinice i hidroksilna grupa (Hyldgaard et

al. 2012). Predstavnici monoterpenoidnih fenola koji su se izdvojili u
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preðašnjim istra�ivanjima su timol, eugenol i karvakrol, za koje je poka-
zano da iskazuju sna�no antibakterijsko dejstvo (Lambert et al. 2001).
Prethodne studije u ovom polju su pokazale da se karvakol, zahvaljujuæi
svojim osobinama lipofilnosti, inkorporira u lipidni dvosloj membrana bak-
terijskih æelija i narušava njenu teèno-kristalnu strukturu, èineæi je samim
tim permeabilnom za unutaræelijski sadr�aj (Helander et al. 1998). Po-
sledica ovako indukovane poveæane permeabilnosti membrane mo�e pod-
razumevati izlazak jona i esencijalnih metabolita u vanæelijsku sredinu i,
dalje, imati brojne posledice po vijabilnost bakterijske æelije. Meðu jonima
koji napuštaju unutrašnjost bakterijske æelije su i vodonikovi joni (protoni),
što za posledicu ima narušavanje protonske motorne sile (PMS). PMS je
esencijalna za brojne biološke fenomene bakterija, meðu kojima se nalazi i
funkcionisanje specijalizovanih proteinskih struktura za kretanje – flagela
(Ultee et al. 2000). U osnovi flagela se nalazi proteinski kompleks, slièan
motoru, lociran sa unutrašnje strane æelijske membrane. Transport protona
kroz specijalizovane strukture ovog proteinskog motora uzrokuje pretva-
ranje elektrohemijskog gradijenta protona u kinetièku energiju rotacije
flagela bakterijskih æelija, dovodeæi samim tim do njihovog kretanja (Mina-
mino at al. 2008).

Prethodna istra�ivanja su pokazala da timol, prvobitno izolovan iz
majèine dušice (Thymus serpyllum), ima jako antibakterijsko dejstvo. Me-
ðutim, molekularni mehanizam antibakterijske aktivnosti ovog jedinjenja
nije u potpunosti poznat. Struktura timola je veoma slièna strukturi karva-
krola, pri èemu je polo�aj izoprenske grupe timola na 2. ugljenikovom
atomu, a karvakrola na 3. ugljenikovom atomu aromatiènog jezgra (She-
karchi et al. 2010). Shodno navedenim èinjenicama, mo�e se pretpostaviti
da timol ispoljava svoju aktivnost preko poveæavanja pasivne permeabil-
nosti membrane i gubitka esencijalnih metabolita iz bakterijske æelije.

Cilj ovog rada je da se, praæenjem sastava æelijske membrane E. coli,
pokretljivosti bakterija, kao i promene fizièko-hemijskih parametara spo-
ljašnje sredine, ispita povezanost inkorporacije molekula timola u bakte-
rijske æelijske membrane sa promenama u PMS bakterijskih æelija. Ovi
rezulati su bitni za dalji tok odreðivanja molekularnog mehanizma antibak-
terijskog dejstva molekula timola.

Materijal i metode
U svrhu testiranja gore navedene hipoteze, primenjene su standardne

metode ispitivanja motiliteta bakterijskih æelija, kao i merenja konduktivi-
teta i pH vrednosti vanæelijske sredine, dok su postojeæi protokoli izolacije
æelijskih membrana modifikovani u svrhu precizne detekcije molekula ti-
mola masenom spektrometrijom.

244 • PETNIÈKE SVESKE 74 DEO II



Materijali

Istra�ivanje je vršeno na E. coli gajenoj u LB podlozi (kazein hidro-
lizat – 10 g, NaCl – 5 g, ekstrakt kvasca – 5 g, za 1 L podloge). Timol je
rastvoren u dimetilsulfoksidu (DMSO) i finalna koncentracija timola u
razlièitim eksperimentalnim grupama je iznosila 0.1 mg/mL, 0.2 mg/mL,
0.4 mg/mL, 0.8 mg/mL, pri èemu su koncentracije preuzete iz preðašnjih
studija minimalne inhibitorne koncentracije molekula timola (Burt 2004).
Tretman timolom je trajao 12 h, dok je kontrolna grupa gajena u netreti-
ranoj LB podlozi, kao i u LB podlozi sa 0.2% DMSO. Bakterije su gajene
na uslovima od 37°C. Tretmani bakterija su vršeni tokom eksponencijalne
faze rasta populacije da bi se izbegla letalnost timola u ranim fazama rasta
bakterijske populacije.

Metode

Detekcija timola u membranama. U svrhu testiranja inkorporacije
molekula timola u æelijske membrane bakterija korišæena je kombinacija
postojeæih protokola diferencijalnog centrifugiranja æelijskih lizata i ma-
sene spektrometrije izolovanih membrana, uz prilagoðavanje potrebama
ovog istra�ivanja.

Bakterijske æelije su tretirane timolom u finalnim koncentracijama od
0.1, 0.2, 0.4 i 0.8 mg/mL. Nakon tretmana æelije su centrifugirane na 5000
rpm 10 minuta. Po završetku centrifugiranja supernatant je odliven, a talog
resuspendovan u 2 mL destilovane vode. U svaki uzorak je dodat lizozim u
finalnoj koncentraciji od 0.2 mM i inkubiran na ledu 30 minuta. Nakon
inkubacije dodato je 15 mL pufera za lizu æelija (140 mM NaCl, 2.7 mM
KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, 50 mM TRIS i 1 mM EDTA),
nakon èega su uzorci centrifugirani na 35000 g 30 minuta na 4°C. Super-
natant je odliven, nakon èega je celokupan postupak ponovljen radi boljeg
odvajanja æelijskih membrana od citosolne frakcije liziranih bakterijskih
æelija. Nastali pelet je resuspendovan u 2 mL pufera za lizu, u koji je dodato
5 μL proteinaze K. Uzorci su ponovo centrifugirani na 35000 g u plastiènim
vajlama 15 minuta, nakon èega je supernatant odliven, a pelet ponovo
resuspendovan u 2 mL pufera za lizu. Radi fazne ekstrakcije nepolarnih
molekula timola od amfipatiènih molekula fosfilipida, dobijena membran-
ska frakcija je tretirana visoko nepolarnim organskim rastvaraèima u višku,
tj. sa 6 mL petroletra. Nakon 20 minuta centrifugiranja na 4000 rpm organ-
ska faza je sakupljena, dok je vodena faza, koja sadr�i fosfolipidne moleku-
le, odbaèena. Dodat je anhidrovan MgSO4 u svrhu skupljanja eventualno
zaostale vode, a zatim je izvršena filtracija, nakon èega je filtrirani sadr�aj
uparen do suva i rastvoren u metilen-hloridu. Tako pripremljeni uzorci su
naneti na gasnu hromatografiju spojenu sa masenom spektrometrijom
(GC-MS). Korišæen je Agilent Technologies 7890A gasni hromatograf sa
Agilent Technologies 240 Ion Trap masenim spektrometrom (EI jonizacija,
sa energijom elektrona od 70 eV, 40–1000 m/z). Korišæena je VF5MS
kolona (30 m � 250 �m � 0.2 �m) i helijum kao noseæi gas pri protoku od 1
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mL/min. Poèetna temperatura stacionarne faze je iznosila 40°C, a zatim je
poveæana na 310°C, brzinom od 7°C/min, i na toj temperaturi zadr�ana 10
minuta. Ukupno snimanje je trajalo 48 minuta.

Merenje pH i konduktiviteta. U cilju detekcije poveæanja permeabil-
nosti membrana bakterijskih æelija, kao i kretanja protona niz svoj elektro-
hemijski gradijent ka vanæelijskoj sredini, promene u pH vrednosti i
konduktivitetu vanæelijske sredine su praæene standardnim metodama.

Æelije su tretirane timolom u eksponencijalnoj fazi rasta populacije (4h
nakon zasejavanja), u finalnim koncentracijama od 0.1, 0.2, 0.4 i 0.8
mg/mL. Nakon 12 h tretmana, izmerene su vrednosti pH i konduktiviteta.
Izvršeno je precizno merenje parametara vanæelijske sredine kontrolne
grupe usled moguænosti smanjenja pH vrednosti sredine, koja mo�e da se
javi kao posledica metabolièke aktivnosti bakterijskih æelija.

Test pokretljivosti. Promene u permeabilnosti membrane mogu do-
vesti do pada elektrohemijskog gradijenta jona bitnih za biološke aktivnosti
bakterijskih æelija, kao što su vodonikovi joni (H+), pri èemu mo�e doæi do
smanjenja PMS bakterijskih æelija. Smanjenje PMS sa sobom povlaèi i
smanjenje pokretljivosti bakterija, usled zavisnosti rada flagelarnih ba-
zalnih motornih proteina od potencijalne energije protonskog gradijenta.
Pokretljivost bakterija je moguæe kvantifikovati korišæenjem testova po-
kretljivosti (engl. Motility test).

Test pokretljivosti bakterija je izvršen inokulacijom bakterijskih æelija
na LA podloge sa koncentracijom agra od 0.3% i dodatim razlièitim ekspe-
rimentalnim koncentracijama timola. Inokulacija bakterija je izvršena u
srednji sloj (polovina ukupne dubine agra) u dve odvojene taèke. Inkubacija
bakterija u odgovarajuæim koncentracijama timola je trajala 24 h, nakon
èega su mereni preènici izraslih kolonija. S obzirom na to da su kolonije
nepravilnog oblika, za merenje su izabrane najdu�e razdaljine krajeva
kolonije, po standardnom protokolu za merenje zone rasta.

Rezultati
Kao posledica delovanja molekula timola na bakterijske æelije mo�e se

javiti poveæana permeabilnost membrane. U cilju ispitivanja prisustva ti-
mola u æelijskim membranama nakon eksperimentalnog tretmana, izvršena
je izolacija membranske frakcije centrifugiranjem æelijskog sadr�aja na
razlièitim brzinama, ne bi li se izvršilo razdvajanje najpre te�ih (organele), a
zatim lakših æelijskih komponenti (membrane). Analiza membranskog sa-
dr�aja je izvršena gasnom hromatografijom spojenom sa masenom spektro-
metrijom. Rezultati su prikazani na hromatogramima, na slici 1. Slika 1
prikazuje snimljen celokupan spektar za svaki uzorak bakterija tretiranih
koncentracijama: 0.1 mg/mL (spektar 1), 0.2 mg/mL (spektar 2), 0.4
mg/mL (spektar 3), 0.8 mg/mL (spektar 4) i kontrola, koja predstavlja ne-
tretirane bakterije (spektar 5)

246 • PETNIÈKE SVESKE 74 DEO II



ZBORNIK RADOVA 2015 BIOMEDICINA • 247

Slika 1.
Prikaz celokupnih spektara svih
uzoraka. Hromatogrami
predstavljaju celokupan spektar
za svaki uzorak bakterija
tretiranih odgovarajuæim
koncentracijama timola: Spektar 1
je za uzorak bakterija tretiranih
koncentracijom timola od
0.1mg/mL, spektar 2 je za uzorak
bakterija tretiran koncentracijom
timola 0.2 mg/mL, spektar 3 je za
uzorak bakterija tretiranih
koncentracijom timola od 0.4
mg/mL, spektar 4 je za uzorak
bakterija tretiranih
koncentracijom timola od 0.8
mg/mL, a spektar 5 predstavlja
negativnu kontrolu.

Figure 1.
Display of complete spectra of all
samples. The chromatograms
represent the full spectrum for
each sample of bacteria treated
with appropriate concentrations of
thymol: spectrum 1 represents the
sample of bacteria treated with
thymol concentration of
0.1 mg/mL, spectrum 2 represents
the sample of bacteria treated
with thymol concentration of
0.2 mg/mL, spectrum 3 represents
the sample of bacteria treated
with thymol concentration of
0.4 mg/mL, spectrum 4 represents
the sample of bacteria treated
with thymol concentration of
0.8 mg/mL and spectrum 5
represents negative control group.
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Slika 2.
Jedinjenje
registrovano na
retencionom vremenu
22.133 minuta u
eksperimentanoj grupi
tretiranoj timolom
koncentracije
0.1 mg/mL. Ostali
detektovani pikovi
predstavljaju
fragmente fosfolipida
i steroida koji ulaze u
sastav membrane
Gram-negativnih
bakterija.

Figure 2.
Compound detected at
retention time 22.133
minutes in
experimental group
treated with a thymol
concentration of
0.1 mg/mL. The other
peaks represent
fragments of
phospholipids and
steroids which are
included in the
membrane of Gram
negative bacteria.



Slika 2 prikazuje jedinjenje registrovano na retencionom vremenu
22.133 minuta u uzorku tretiranom timolom koncentracije 0.1 mg/mL. Ve-
oma je bitno napomenuti da su posredstvom masene spektrometrije detek-
tovani i fragmenti fosfolipidnih i steroidnih molekula koji ulaze u sastav
æelijske membrane bakterijskih æelija. U uzorcima bakterija tretiranih kon-
centracijama 0.1 mg/mL (spektar 1), 0.2 mg/mL (spektar 2), 0.4 mg/mL
(spektar 3) i uzorku negativne kontrole (spektar 5) fragmenti fosfolipidnih i
steroidnih molekula su detektovani na retencionim vremenima: 25.368,
26.548 i 27.655 minuta, dok je za uzorak bakterija tretiranih koncentra-
cijom timola 0.8 mg/mL (spektar 4) detektovano na retencionim vreme-
nima pikova od 27.320 do 38.126 minuta (slika1).
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Slika 3.
Vrednosti pH i
konduktiviteta u
razlièitim
eksperimentalnim
grupama

Figure 3.
Values of pH and
conductivity in
different experimental
groups

Slika 4.
Zavisnost preènika
izraslih kolonija od
koncentracije timola

Figure 4.
Thymol inhibits
bacterial motility by
being incorporated in
their cell membrane



Usled poveæane permeabilnosti membrane mo�e doæi do kretanja
protona niz elektrohemijski gradijent, te je u tu svrhu merena promena kon-
duktivnosti i pH vrednosti vanæelijske sredine nakon dodavanja razlièitih
koncentracija timola. Rezultati su prikazani na slici 3.

Poveæana permeabilnost membrane i posledièno smanjenje protonske
motorne sile bakterijskih æelija se mo�e odraziti na njihovu pokretljivost. U
svrhu ispitivanja ove pojave, izvršeni su testovi pokretljivosti, u kojima je
merena pokretljivost bakterijskih æelija nakon tretmana timolom razlièitih
koncentracija, DMSO i kontrolnih grupa. Rezultati merenja motiliteta
pokazuju jako izra�enu zavisnost preènika kolonija od koncentracije timola
(slika 4).

Diskusija
Sve èešæa je pojava bakterijskih populacija rezistentnih na široko do-

stupne antibiotike. Ovaj problem primorava nauènu javnost da kontinuira-
no traga za novim izvorima biocida sa širokim spektrom delovanja (Burt
2004). U poslednje vreme veliko interesovanje je usmereno ka istra�ivanju
biocidnih potencijala sekundarnih metabolita aromatiènih biljaka.
Aromatiène biljke su najèešæe poznate u lokalnim farmakopejama po nji-
hovom spektru bioloških aktivnosti, meðu kojima se izdvajaju antiseptièno,
antioksidativno, sedativno, antiinflamatorno i spazmolitièko, pri èemu je
pokazano da njihovi sekundarni metaboliti inhibiraju rast bakterija ili u pot-
punosti ubijaju bakterijske æelije (Burt et al. 2003). Najsna�niju anti-
bakterijsku aktivnost iskazuju sekundarni metaboliti fenolne prirode, poput
karvakrola, timola i eugenola (Burt 2004).

Antibakterijsko dejstvo timola na æelije E. coli je veæ pokazano u pret-
hodnim studijama (Cosentino et al. 1999), pri èemu je taèan mehanizam
njegovog delovanja ostao nepoznat (Burt et al. 2003). U skladu sa njego-
vom strukturom, pretpostavljeno je da se njegova aktivnost iskazuje preko
interferiranja sa strukturom æelijske membrane i/ili narušavanja protonske
motorne sile, transporta elektrona i aktivnog transporta komponenti meta-
bolièkih puteva bakterijske æelije (Burt 2004). Prethodne studije su poka-
zale da timol dovodi do permeabilizacije æelijske membrane (Lambert et al.
2001) na naèin koji ne podrazumeva destabilizaciju æelijske membrane
koordinativnim vezivanjem katjona bitnih za stabilizaciju proteoglikana
æelijskog zida bakterijske æelije (Helander et al. 1998). Studije na Gram-
-pozitivnim bakterijama, kao što je Bacillus cereus, pokazale su da
strukturni izomer timola, karvakrol, direktno interaguje sa æelijskim mem-
branama i pozicionira se izmeðu lanaca masnih kiselina (Ultee et al. 2000).
Ovakvo pozicioniranje molekula karvakrola dovodi do ekspanzije i de-
stabilizacije membrane, poveæavajuæi njenu fluidnost i pasivnu per-
meabilnost (Ultee et al. 2002), što je upravo i pokazano merenjima
temperature faznih prelaza bakterijskih æelijskih membrana tretiranih
timolom (Ultee et al. 2000; Trombetta et al. 2005). Navedenim rezultatima
koji potvrðuju interakcije molekula timola sa bakterijskim æelijskim mem-
branama se pridru�uju i rezultati našeg istra�ivanja, dobijenih analizom
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izolovanih membrana E. coli nakon eksperimentalnog tretmana razlièitim
koncentracijama timola. Kao što se mo�e videti sa slike 1, na spektrima
masene spektrometrije su detektovani pikovi masnih kiselina specifiènih za
æelijske membrane bakterija, što potvrðuje uspešnost izolacije membranske
frakcije bakterijskih æelija. Ovom analizom je detektovano jedinjenje sa
strukturom timola na retencionom vremenu 22.133 minuta (slika 2). Na
slici 2 se vidi da je detektovan molekul timola, kod koga je hidroksilna
grupa derivatizovana silaniziranjem. Meðutim, analiza uzoraka tretiranih
koncentracijom od 0.8 mg/mL na retencionom vremenu 22.133 minuta ne
pokazuje prisustvo timola, što zahteva dalja istra�ivanja na temu koncen-
tracionozavisne inkorporacije molekula timola u bakterijske æelijske mem-
brane.

Prethodna istra�ivanja pasivne permeabilizacije bakterijskih mem-
brana u prisustvu karvakrola su pokazala da u njegovom prisustvu dolazi do
smanjenja koncentracije ATP molekula unutar æelije B. cereus, do oštrog
pada membranskog potencijala, PMS i pH gradijenta membrane B. cereus,
kao i pada u gradijentu jona natrijuma unutar i van bakterijske æelije (Ultee
et al. 1999). Naše merenje permeabilizacije membrane E. coli, posredstvom
merenja promene pH vrednosti vanæelijske sredine, nije dalo rezultate koji
se sla�u sa gorepomenutim studijama. Nepostojanje promene u pH vred-
nosti i konduktivitetu spoljašnje sredine kod razlièitih eksperimentalnih
grupa u odnosu na kontrolnu grupu se mo�e objasniti èinjenicom da je
efekat molekula timola bio ogranièen spoljašnjom membranom Gram-ne-
gativnih bakterija usled negativnog naelektrisanja i hidrofilnosti lipopoli-
saharidnih molekula (Dorman i Deans 2000; Trombetta et al. 2005; Ikigai
et al. 1993; Hancock 1997) ili nedovoljnom osetljivošæu pH elektrode i
konduktometra. U cilju boljeg razumevanja ovog fenomena, preporu-
èujemo korišæenje osetljivijih metoda u daljim istra�ivanjima promena
fizièko-hemijskih parametara vanæelijske sredine bakterijskih æelija treti-
ranih timolom. S druge strane, naše merenje pada PMS posredstvom praæe-
nja kretanja bakterijskih æelija pokazuje koncentraciono zavisan trend
opadanja pokretljivosti bakterijskih æelija nakon eksperimentalnog
tretmana. Preðašnje studije bakterijske pokretljivosti su raðene iskljuèivo
pod tretmanom bakterija molekulima karvakola, pri èemu je pokazano da
bakterijski motilitet opada upravo usled karvakol-indukovanog pada PMS
bakterijske æelije (Gabel et al. 2003). Ovaj podatak èini našu studiju utoliko
znaèajnijom, pošto su naši rezultati meðu prvima pokazali pad bakterijskog
motiliteta usled interferencije molekula timola sa bakterijskim æelijskim
membranama. Rezultatima koji potvrðuju interakcije molekula timola sa
bakterijskim æelijskim membranama se pridru�uju i rezultati studije Juvena
i saradnika (Juven et al. 1994), koji su pokazali da molekul timola iskazuje
veæi inhibitorni potencijal na bakterijske æelije na pH sredine 5.5 nego na
pH 6.5 usled protonovanja njegovih grupa – izoprenske i hidroksidne – i
poveæane hidrofobnosti molekula.

Rezultati dobijeni u ovom istra�ivanju, kao i rezultati prethodnih istra-
�ivanja mehanizama antibakterijskog dejstva timola i njemu sliènih mole-
kula, idu u prilog našoj hipotezi da timol pomoæu hidrofonih interakcija sa
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fosfolipidnim molekulima membrane, kao i membranskim proteinima, do-
vodi do narušavanja teèno-kristalnih osobina æelijske membrane i njene
pasivne permeabilizacije. Ovako indukovana pasivna permeabilizacija bak-
terijske membrane mo�e dovesti do izlaska esencijalnih jona i metabolita u
vanæelijsku sredinu (dominantno jona K+ i molekula ATP) i narušavanja
�ivotnih procesa bakterijske æelije. Naravno, ne mo�emo da iskljuèimo
moguænost da se interakcije timola sa drugim komponentama bakterijske
æelije nalaze u osnovi njegove antibakterijske aktivnosti. Preðašnje studije
su pokazale da antibakterijska aktivnost odreðenih površinskih aktivnih
hidrofobnih molekula ne zavisi od interakcija sa bakterijskom æelijskom
membranom. Vrlo je moguæe da monoterpenoidni molekuli mogu uæi u
permeabilizovane bakterijske æelije i intereagovati sa unutaræelijskim struk-
turama, što je mehanizam dejstva pretpostavljen za molekule linil-acetata
(Trombetta et al. 2002; Glover et al. 1999; Trombetta et al. 2005). Takoðe,
jedan od moguæih modela antibakterijske aktivnosti hidrofobnih molekula
sa hidroksilnom grupom je da slu�e kao transmembranski prenosioci mono-
valentnih katjona, prenoseæi K+ jone u vanæelijsku sredinu (Ulte et al.
2002).

Zakljuèak
Rezultati ovog istra�ivanja su pokazali da se molekuli timola, zbog

svoje hidrofobne prirode, inkorporiraju u fosfolipidni dvosloj Gram-nega-
tivnih bakterija i da se kao posledica tog inkorporiranja javlja smanjena
pokretljivost bakterijskih æelija. Takoðe, izolacija æelijskih membrana ba-
kterije pokazana gasno-masenom spektrometrijom potvrðuje validnost
korišæene metode, te se ona preporuèuje u daljim istra�ivanjima.

Smernice ka daljim istra�ivanjima mogu podrazumevati ispitivanje
antibakterijske aktivnosti molekula timola u zavisnoti od fizièko-hemijskih
osobina spoljašnje membrane razlièitih Gram-negativnih bakterija, kao i
hemijskog sastava citoplazmatiène membrane datih bakterija, dok bi takoðe
bilo pogodno ispitati interakcije fenolnih sekundarnih metabolita biljaka sa
unutaræelijskim komponentama bakterijske æelije.
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Zorica Sofilj

Thymol Inhibits Bacterial Motility by Being Incorpo-
rated in their cell Membrane

Secondary metabolites of various plants express a wide variety of bio-
logical activities, some of which are antibacterial, antiviral and antifungal.
Past studies have shown that representatives of a monoterpenoid phenol
class, such as eugenol, thymol and carvacrol, express strong antibacterial
activity, whereas the mechanism of their action still remains unknown. Pre-
vious studies have implied that these molecules, due to their hydro-
phobicity, incorporate into the phospholipid bilayer and change membrane
permeability due to the disruption of its liquid-crystalline properties, lead-
ing to the release of ions and essential metabolites. This study evaluated the
incorporation of thymol molecules in the bacterial cell membrane, as well
as changes in the proton motive force of bacterial cells. The bacteria were
treated with thymol in concentrations of 0.1 mg/mL, 0.2 mg/mL,
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0.4 mg/mL, 0.8 mg/mL and the incorporation of the molecules of thymol
was detected by mass spectrometry, whereas the change of the proton mo-
tive force was determined by the changes in bacterial motility, as well as the
pH and the conductivity of the extra-cellular environment. Results of mass
spectrometry confirmed the presence of thymol in cell membranes after ex-
perimental treatment, while results of motility assays show a concentra-
tion-dependent trend of motility decrease due to the incorporation of
thymol in the cell membrane. The results of this research are important for
the further determining of molecular mechanism of antibacterial effect of
hydrophobic secondary metabolites of plants, with implications for use in
pharmacology.
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