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Namen diplomskega dela je bil ugotoviti protimikrobno uc¢inkovitost ekstrakta iz
semen navadnega ricka v primerjavi s protimikrobno uc¢inkovitostjo €istih fenolnih
kislin in rozmarinovih ekstraktov na bakterije Bacillus cereus in Staphylococcus
aureus. Uporabili smo metodo difuzije v agarju z diski, metodo dilucije v agarju in
spremljali kinetiko odmiranja bakterij po dodatku ekstrakta v tekoce gojisce. Pri
metodi dilucije v agarju smo za ekstrakt semen navadnega ricka pri bakteriji B.
cereus dolocili minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC) 0,63 mg fenolnih
spojin/ml gojisca, pri bakteriji S. aureus pa 1,25 mg fenolnih spojin/ml gojisca.
MIC vrednosti pri metodi difuzije v agarju so bile visje, zato jih nismo mogli
dolociti. S spremljanjem krivulje rasti/odmiranja smo skusali dolociti kinetiko
protimikrobnega delovanja izbranih ekstraktov, v koncentracijah MIC, dolo¢enih v
agarju. Po 24-urni inkubaciji bakterij Staphylococcus smo ugotovili, da visja
koncentracija dodanega ekstrakta deluje celo baktericidno, nizja pa je zavrla rast
bakterij. Pri sporogenih bakterijah Bacillus pa sta obe koncentraciji le zavrli rast
bakterij. Med cistimi fenolnimi kislinami je bila najbolj ucinkovita karnozolna
kislina, vrednost MIC je pri obeh vrstah bakterij znasala 0,16 mg fenolnih spojin/ml
gojisca. Protimikrobna ucinkovitost ekstraktov je v povezavi z njihovo sestavo.
Najbolj u¢inkoviti so rozmarinovi ekstrakti, ki vsebujejo najvec karnozolne kisline.
Vsi ekstrakti, vkljuéno z ekstraktom semen navadnega ricka, so bili bolj u¢inkoviti
od distih fenolnih kislin, ki jih vsebujejo, kar kaze na sinergisticno delovanje
razli¢nih fenolnih spojin v rastlinskih ekstraktih.
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The aim of this research was to investigate antimicrobial activity of extract from
gold of pleasure seeds in comparison with pure phenolics acids and rosemary
extracts against Bacillus cereus and Staphylococcus aureus. We have used disk
diffusion method, agar dilution method and kinetics of antibacterial activity after
adding extracts in liquid media. Minimal inhibitory concentration (MIC) values
determined with the dilution method for extract from gold of pleasure seeds for
Bacillus and Staphylococcus were 0,63 mg and 1,25 mg phenolic compounds/ml
agar, respectively. MIC values determined with disc diffusion method were higher,
therefore they could not be determined. With time-kill analysis we tried to
determine kinetics of antibacterial activity of selected extracts, using MIC
concentrations, determined in agar. MIC concentration from agar dilution test was
even bactericidal during 24-h of incubation for Staphylococcus. MICs from dilution
and diffusion test were inhibitory for Bacillus. Carnosic acid has the highest
antimicrobial activity among pure phenolics acids, tested MIC values for both
microorganisms were 0,16 mg phenolics compounds/ml. The antimicrobial activity
of extracts is in close connection with their composition. The highest antimicrobial
activity have extracts which contain the highest concentration of carnosic acid. All
plant extracts tested expressed better antimicrobial activity against both tested
organisms as pure phenolic compounds they contain. This indicates sinergistic
antimicrobial activity of different phenolic substances in plant extracts.
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1 UVOD

V danaSnjem svetu je skrb za zdravje ljudi eden glavnih ciljev razvitih dezel. Ohranjanje in
krepitev zdravja pa je tesno povezano s prehrano in prehranjevalnimi navadami ljudi.
Varna in kakovostna hrana je osnova zdrave prehrane. Ljudje smo z uzivanjem hrane
izpostavljeni razlicnim zdravju Skodljivim snovem. Pojem »varna hrana« danes vkljucuje
poleg kemijske varnosti tudi prepreCevanje bolezni, povzroCenih z zauzitjem
mikrobiolosko onesnazene hrane. Proizvajalci za podaljSanje obstojnosti zivil posegajo po
kemijskih konzervansih, ki prepreCujejo oz. upocasnijo kemijsko in mikrobiolosko
kvarjenje (Gosnjak, 2004).

Sodobni potrosniki zahtevajo prehransko bolj zdravo hrano, bolj primerno za uporabo, bolj
svezo, bolj naravno in hkrati manj toplotno obdelano in brez kemijskih dodatkov.
Posledica teh trendov je vecje tveganje rasti mikroorganizmov, kar vpliva na varnost in
trajnost zivil. Alternativno nadomestilo za kemijske konzervanse pa so lahko tudi naravni
rastlinski ekstrakti, ki imajo poleg antioksidativnega tudi protimikrobno delovanje (Gould,
2004).

Pomembno pa je poudariti, da le nekateri rastlinski ekstrakti lahko izpolnijo zahteve glede
izbora splos$no uporabnega dodatka zivilu. Imeti morajo Sirok spekter protimikrobnega
delovanja, primerne fizikalno kemijske lastnosti (topnost, hidrofilnost oz. hidrofobnost,
obstojnost), ucinkovitost v zivilu, ki mora biti povsem varno za potrosnika, poleg tega ne
sme spremeniti senzoricnih lastnosti zivila. Protimikrobni uc€inki rastlinskih izvleckov so
znani za Stevilne rastline, vendar pa so ekstrakti zaradi svojih mo¢nih arom omejeni pri
uporabi v hrani (Del Campo in sod., 2000).

Fenolne spojine so sekundarni produkti metabolizma rastlin, ki jih z ustrezno ekstrakcijsko
metodo pridobimo iz rastlinskega substrata. V rastlini fenolne spojine $¢itijo pred napadom
insektov, bakterij in plesni, povecajo pa tudi odpornost rastline pred izpostavljenostjo UV
zarkom (Pietta, 2000). Ugotovljeno je bilo, da ima vecina fenolnih spojin precej Sirok
spekter protimikrobnega delovanja, ucinkujejo lahko tako bakteriostaticno kot
fungistati¢no.

Navadni ricek (Camelina sativa) spada v druzino kriznic. Slovenija je ena redkih drzav,
kjer Se vedno pridelujejo navadni ricek, in sicer na Koroskem. Glavni produkt navadnega
ricka so semena, ki vsebujejo priblizno 40 % olja na suho snov. Olje iz semen navadnega
ricka vsebuje visok delez veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin, in sicer 40-60 % vseh MK.

Protimikrobni ucinek fenolnih spojin v ekstraktu semen navadnega ri¢ka, komercialnih
ekstraktih rozmarina in €istih fenolnih kislin smo ugotavljali pri bakterijah Bacillus cereus
in Staphylococcus aureus. Bakterije rodu Bacillus so razSirjene v naravi (zemlja, zrak,
voda, rastline) in so jih pogosto izolirali tudi iz razli¢nih zivil Zivalskega izvora, vkljucno s
toplotno obdelanimi zivili, v katerih spore prezivijo toplotno obdelavo in lahko povzro¢ajo
kvarjenje. Nekateri sevi vrste B. cereus pa lahko povzrocajo celo toksikoinfekcije s hrano.
Bakterije rodu Staphylococcus naseljujejo sluznice in kozo ljudi in toplokrvnih Zivali.
Najbolj proucena vrsta je S. aureus, ki je prav tako pogost povzrocitelj kvarjenja hrane in
zastrupitev z enterotoksinom, ki ga lahko izlo¢ajo v zivila. Zato je inhibicija rasti bakterij
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Bacillus in Staphylococcus s fenolnimi spojinami v rastlinskih ekstraktih vsekakor
zazeljena za zagotavljanje varnosti, kakovosti in podaljSane obstojnosti zivil.

1.1 CILJI DIPLOMSKE NALOGE

Cilji naloge so bili:

Izbrati optimalno metodo ugotavljanja protimikrobne aktivnosti pri izbranih sevih
bakterij Bacillus cereus in Staphylococcus aureus;

Dolo¢iti minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC) fenolnih spojih v ekstraktu
semen navadnega ricka, izbranih Cistih fenolnih spojin in komercialnih rastlinskih
izvle¢kov;

Potrditi, da je navadni ricek dober vir fenolnih spojin s protimikrobno
ucinkovitostjo;

Potrditi, da imajo fenolne spojine v ekstraktu navadnega ricka sinergisticno
protimikrobno delovanje, ki je uc¢inkovitejSe od Cistih fenolnih kislin in primerljivo
z delovanjem nekaterih drugih komercialnih rastlinskih izvleckov.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Razmascena semena navadnega ricka so dober vir protimikrobnih snovi, vendar
nacin dolocanja protimikrobne aktivnosti vpliva na dobljeni rezultat, zato je
pomembna izbira metode;

Ciste fenolne kisline in rozmarinovi ekstrakti imajo protimikrobni uc¢inek na
bakterije B. cereus in S. aureus, pri ekstraktih semen navadnega ricka pa zaradi
vsebnosti razli¢nih protimikrobno aktivnih fenolnih spojin lahko pri¢akujemo boljsi
ucinek od ¢istih fenolnih kislin.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 RASTLINSKI EKSTRAKTI KOT NARAVNA PROTIMIKROBNA SREDSTVA

Vedno vecje zanimanje po nadomestitvi tradicionalnih konzervansov z naravnimi je
spodbudilo raziskave o novih virih naravnih konzervansov. Ze od nekdaj je znano, da
imajo aromati¢ne rastline in njihove zafimbe, kot tudi njihova eteri¢na olja in ekstrakti
mocno protimikrobno delovanje. Rastlinske ekstrakte zato lahko uporabimo za upocasnitev
ali inhibicijo rasti patogenih mikroorganizmov in mikrobnih povzrociteljev kvarjenja
hrane. Velika vecina teh ekstraktov je na sploSno spoznana kot varna (angl. generally
recognized as safe, GRAS) (Santoyo in sod., 2005).

Rastlinske protimikrobne spojine lahko razdelimo na ve¢ skupin (Cowan, 1999):
- fenoli in polifenoli (enostavni fenoli in fenolne kisline, kinoni, flavoni, flavonoidi
in flavonoli, tanini in kumarini)
- terpenoidi in aromati¢na olja
- alkaloidi
- lektini in polipeptidi.

Rastline imajo skoraj neomejeno sposobnost sinteze aromatskih spojin, ve¢inoma so to
fenolne spojine ali njihovi derivati, ki so najbolj odgovorni za protimikrobno delovanje
rastlinskih ekstraktov. To so sekundarni metaboliti, ki sluzijo kot obrambni mehanizem
rastline pred mikroorganizmi, insekti in rastlinojedci. Nekateri sekundarni metaboliti, kot
naprimer terpenoidi, dajejo rastlinam znacilen vonj, drugi (kinoni in tanini) pa so
odgovorni za pigmente. Mnogi so odgovorni za rastlinsko aromo, nekaj rastlin in zacimb,
ki jih uporabljamo ljudje v prehrani, pa ima pozitivho vlogo tudi z zdravstvenega vidika
(Cowan, 1999).

2.1.1 Fenolne spojine v rastlinah

Glavna skupina fenolnih spojin so fenolne kisline, ki so v velikem Stevilu prisotne v hrani
rastlinskega izvora (Friedman in sod., 2003).

Fenolne kisline razdelimo v dve skupini (Mattila in sod., 2006):
- hidroksibenzojske kisline (galna kislina, protokatehujska kislina, vanilinska kislina,
siringinska kislina in kina kislina)
- hidroksicimetne kisline (p-kumarna kislina, kavna kislina, ferulna kislina,
sinapinska kislina)

Fenolne kisline so v rastlinski hrani ve¢inoma v vezani obliki. Hidroksicimetne kisline se v
hrani pogosto pojavljajo v obliki preprostih estrov s kino kislino ali glukozo. Najbolj topna
hidroksicimetna kislina je najverjetneje prav klorogenska kislina, ki je spojina kavne in
kine kisline. Za razliko od hidroksicimetnih kislin so derivati hidroksibenzojskih kislin
zastopani v hrani v obliki glukozidov, medtem ko so glukozni estri le redki (Mattila in
sod., 2006).
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Najenostavnejsi fenoli so sestavljeni iz enega samega substituiranega benzenovega obroca.
Ferulna in kavna kislina sta najbolj pogosta predstavnika te Stevilne skupine. Pogosti
zaCimbi, pehtran in timijan, vsebujeta kavno kislino, ki je ucinkovita proti virusom,
bakterijam in glivam. Mesto vezave in Stevilo hidroksilnih skupin, vezanih na benzenovem
obrocu, vpliva na toksi¢nost do dolo¢enega mikroorganizma; vecja hidroksilacija vodi v
vecjo toksiCnost. V povezavi s tem je znano, da imajo bolj oksidirani fenoli vecji
inhibicijski u¢inek (Cowan, 1999).

Na sintezo fenolov moc¢no vplivajo naslednji faktorji: svetloba, temperatura, vsebnost
ogljikovih hidratov, mineralov in vode v celici. Biosinteza fenolnih spojin v rastlinah je
kompleksen proces in je rezultat medsebojnega sodelovanja ve¢ razli¢nih poti. Vse fenolne
spojine, z izjemo flavonoidov, nastajajo iz fenilalanina ali njegovega prekurzorja Sikimske
kisline (Abram in Sim¢i¢, 1997).

2.1.1.1 Zgradba fenolnih kislin
Fenolne kisline, za katere domnevamo, da se nahajajo v metanolnem ekstraktu iz semen

navadnega ricka, so: galna, protokatehujska, vanilinska, siringinska, kina, p-kumarna,
kavna, ferulna, sinapinska, klorogenska, karnozolna in rozmarinska kislina.

a R ]1II <RE b RS N A COOH
HOOC —"{; J—R3 p
\ f’{ HO
R4 R6

Kislina R1 R2 R3 R4 Kislina R5 R6
Galna H OH OH OH p-Kumarna H H
Protokatehujska H OH OH R Kavna H OH
Vanilinska H OCH; OH H Ferulna H OCH;
Siringinska H OCH; OH OCH; Sinapinska OCH; OCH;

Slika 2-1: Zgradba hidroksibenzojskih (a) in hidroksicimetnih (b) kislin (Ayaz in sod.,
2008)

Hidroksicimetne kisline so zaradi njihove propenske stranske verige veliko manj polarne
od hidroksibenzojskih kislin. Ta lastnost lahko pospesi prehod molekul skozi celi¢no
membrano in na ta nain poveca njihov inhibicijski uéinek (Rodriguez Vaquero in sod.,
2007). Puupponen-Pimié in sod. (2005) so proucevali u¢inek polifenolnih sestavin na po
Gramu pozitivne in po Gramu negativne bakterije in ugotovili, da p-kumarna, kavna,
ferulna in cimetna kislina inhibirajo rast bakterij Escherichia coli in Salmonella enterica
pri visokih koncentracijah (10 mg/ml). Galna in protokatehujska kislina imata tri in dve
hidroksilni skupini v svoji zgradbi, vanilinska kislina pa eno hidroksilno ter eno metoksi
skupino.
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Galna kislina

Galna kislina (3,4,5-trihidroksibenzojska kislina) je naravni produkt hidrolize taninov. Je
ucinkovita protimikrobna spojina in Stevilni antioksidativni in protimikrobni prehrambeni
aditivi vsebujejo galno kislino kot glavno sestavino (Strli¢ in sod., 2002). Leta 2007 so
Chanwitheesuk in sod. uspeSno izolirali protimikrobno sestavino, galno Kkislino, iz
etanolnega ckstrakta Caesalpinie mimosoides. Galna kislina je inhibirala rast bakterij S.
typhi in S. aureus, vrednost MIC je bila 2500 pg/ml in 1250 pg/ml.

Protokatehujska kislina

Protokatehujska kislina (3,4-dihidroksibenzojska kislina) je bel prah, je slabo topna v vodi
in dobro topna v etanolu. V naravi je prisotna v mnogih rastlinah in rastlinskih smolah, Se
posebej veliko protokatehujske kisline pa lahko najdemo v hibiskusu (Hibiscus sabdariffa
L.), japonskem kostmicju (Lonicera japonica), ozepku (Hyssopus officinalis L.), baziliki
(Ocimum basilicum L.) in origanu (Origanum majorana L.) (Zgérka in Glowniak, 2001).
Stevilne in vitro $tudije so pokazale, da je protokatehujska kislina sposobna inhibirati rast
Stevilnih bakterij in plesni (Yin in Chao, 2008).

Vanilinska kislina

Vanilinska kislina (4-hidroksi-3-metoksibenzojska kislina) je oksidirana oblika vanilina.
Dobimo jo v obliki belih ali rumenih kristalov. Je najpomembnejsa sestavina biovanilina,
ki je v svetu eden najbolj cenjenih naravnih arom. Derivati vanilinske kisline se v Evropi
uporabljajo kot blago pozivilo (Ghosh in sod., 2006).

Siringinska kislina

Cista siringinska kislina (4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzojska kislina) se nahaja v obliki
belih kristalov. V vodi je slabo topna, prav tako tudi v etanolu. Je prevladujoca
komponenta v rdeCem grozdju, najdemo pa jo tudi v borovnicah, lubenici, breskvah,
zelenem grozdju, grenivki in rdec¢em vinu (Mattila in sod., 2006). Raziskave so pokazale,
da je siringinska kislina neucinkovita proti bakterijam C. jejuni, E. coli, L. monocytogenes
in S. enterica (Friedman in sod., 2003).

p-Kumarna kislina

p-Kumarna kislina (4-hidroksicimetna kislina) je najve¢ v naravi. Prosto ali vezano v
obliki estra ali glikozida p-kumarno kislino najdemo v $tevilnih uzitnih delih rastlin kot so
arasidi, paradiznik, korenje, zelje in ¢esen. Najve¢ p-kumarne kisline (od 100 do 200 pg/g
suhe snovi) so izolirali iz cvetov sivke in timijana ter listov oZepka in rozmarina, za Sentraj
pa je bila vrednost nad 2000 pg/g (0,2%) suhe snovi (Zgorka in Gtowniak, 2001). Cista p-
kumarna kislina se nahaja v obliki kristalov, ki so slabo topni v vodi, vendar zelo dobro
topni v etanolu in dietil etru (Ayaz in sod., 2008).
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Kavna kislina

Cista kavna kislina (3,4-dihidroksicimetna kislina) je rjavkast prah. Topna je v vro&i vodi
in alkoholu. Kavno kislino so nasli v Stevilnih rastlinah kot metabolni produkt. Kavna
kislina je prevladujo¢a fenolna komponenta v son¢ni¢nih semenih, moc¢no vpliva na
topnost rastlinskih proteinov. Nasli so jo tudi v paradizniku, njena koncentracija je vecja v
lupini paradiznika, kot v mesu. Te fenolne komponente so odgovorne za encimsko
porjavenje, v paradizniku pa delujejo predvsem kot antioksidanti (Chen in Ho, 1997).

Ferulna kislina

Cista ferulna kislina (4-hidroksi-3-metoksicimetna kislina) je svetlo rumen kristalini¢en
prah. Topna je v vodi, etanolu, dietil etru, etil acetatu in acetonu. Najdemo jo v listih in
semenih Stevilnih rastlin, Se posebej pa v Zitaricah, kot so riz, koruza in oves. Poleg tega je
tudi v kavi, jabolkih, artioki, araSidih, ananasu in pomaran¢i (Zhao in Moghadasian,
2008). V pomaran¢nem soku je odgovorna za nespremenjeno aromo med skladiS¢enjem.
Prav tako je eden najpomembnejSih antioksidantov v pivu. Fenilni estri kavne in ferulne
kisline se nahajajo tudi v propolisu oz. zadelavini, ki ima znano protimikrobno delovanje
in se Ze stoletja uporablja kot protivnetno sredstvo v ljudski medicini (Chen in Ho, 1997).

Sinapinska kislina

Cista sinapinska kislina (3,5-dimetoksi-4-hidroksicimetna kislina) je rumeno rjav
kristalini¢en prah. Ni topna v vodi. V nekaterih rastlinskih ekstraktih, vklju¢no s semeni
rdeCega zelja in navadnega riCka, je zastopana v vecji koncentraciji kot ostale fenolne
kisline, in sicer v prosti, zaestreni ali glikozilirani obliki (Ayaz in sod., 2008).

Kina kislina

Kina kislina (1,3,4,5-tetrahidroksicikloheksankarboksilna kislina) je bel kristalini¢en prah.
V naravi jo najdemo v Stevilnih rastlinah in sicer v listih tobaka, listih korenja, jabolkih,
breskvah, hruskah, slivah in v zelenjavi. Kina kislina je poleg Sikimske kisline klju¢ni
intermediat pri biosintezi aromatskih spojin. Je topna v vodi in alkoholu, vendar netopna v
etru. Kina kislina je izhodiS¢na snov za sintezo novih zdravil (Buchler GmbH, 2004).

Slika 2-2: Strukturna formula kina kisline (Murugan in sod., 2005)
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Klorogenska kislina

Klorogenska kislina (3-kafeoilkila kislina) je naravni fenolni produkt, izoliran iz listov in
plodov rastlin, pa tudi iz kavnih semen. Po strukturi je klorogenska kislina ester kina in
kavne kisline. Nahaja se v obliki trdnih kristalov. Klorogenska kislina je topna v organskih
topilih, kot so etanol, dimetilsulfoksid (DMSO) in dimetil formamid (Marshall in sod.,
2000).

OH

HO A OH
OH
CH
Slika 2-3: Strukturna formula klorogenske kisline (Marshall in sod., 2000)

Topnost klorogenske kisline v teh topilih je priblizno 25 mg/mL. Prav tako kot kavne je
tudi klorogenske kisline veliko v paradizniku. Dobro je znano, da je klorogenske kisline 5-
10 % mase kavnih zrnc in igra pomembno vlogo pri barvi kave in oblikovanju njene arome
(Chen in Ho, 1997).

Karnozolna kislina in karnozol

Rozmarinovi ekstrakti, pridobljeni iz listov, imajo zelo visoko antioksidativno in
protimikrobno aktivnost, zato se vedno bolj uporabljajo kot aditivi v prehrani.
NajpomembnejSa sestavina je diterpen, karnozolna kislina, ki jo je v izobilju v listih
rozmarina (Munné-Bosch in Alegre, 2001). V naravi jo najdemo v nekaterih rastlinah iz
druzine ustnatic, predvsem v rozmarinu in zajblju. Vsebnost karnozolne kisline v
posusenih rozmarinovih listih je med 2 in 3 % . Topna je v metanolu, etanolu, acetonu in
deloma tudi v vodi (Rizner Hras in sod., 2000).

Slika 2-4: Strukturna formula karnozola (A) in karnozolne kisline (B) (Horiuchi in sod.,
2007)
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Fenolni diterpeni so glavna komponenta nepolarne frakcije v ekstraktu rozmarina in
predvidevajo, da sta zato karnozol in karnozolna kislina odgovorna za protimikrobno
delovanje ekstraktov rozmarina. Karnozol je lakton karnozolne kisline. Zaradi tega imata
podobno protimikrobno delovanje, vendar pa ima sam karnozol manjsi protimikrobni
ucinek (Del Campo in sod., 2000).

RoZmarinska kislina

Rozmarinska kislina je ester kavne in 3-(3,4-dihidroksi fenil) mle¢ne kisline. Zgrajena je iz
dveh fenolnih obro¢ev, med katerima sta karbonilna in karboksilna skupina. Vsak obro¢ pa
vsebuje po dve hidroksilni skupini (Chen in Ho, 1997).

OH
o) COOH

HO

HO

Slika 2-5: Strukturna formula rozmarinske kisline (Petersen in Simmonds, 2003)

Je derivat fenolnih kislin in je poleg karnozolne kisline in karnozola najbolj odgovorna za
protimikrobno delovanje rozmarinovega ekstrakta (Moreno in sod., 2006). Rozmarinska
kislina je vodotopna in jo pridobivajo z vodno ekstrakcijo. Cista ima dober protimikroben
uc¢inek na po Gramu pozitivne bakterije, kjer je doloCena minimalna inhibitorna
koncentracija 16-60 pg/ml. Na po Gramu negativne bakterije Cista spojina nima
protimikrobnega ucinka in je verjetno aktivna le v prisotnosti karnozolne kisline (Petersen
in Simmonds, 2003).

2.1.1.2 Protimikrobno delovanje fenolnih spojin

Glede na to, da rastlinski ekstrakti vsebujejo veliko razlicnih kemijskih spojin, je zelo
verjetno, da njihova protimikrobna aktivnost ni vezana na en sam specificen mehanizem,
ampak na vec razli¢nih tar¢ v celici. Pomembna lastnost veliko fenolnih spojin je njihova
hidrofobnost, ki jim omogofa vezavo z lipidi bakterijske celicne membrane in
mitohondrijev, s tem se spremeni struktura celicne membrane, tako da postane bolj
propustna. Pojavi se pomanjkanje ionov in drugih celi¢nih sestavin. ManjSa izguba iz
bakterijske celice ne vpliva na celiéno sposobnost za zivljenje, vecja izguba celicnih
sestavin oz. izguba dolo¢enih molekul in ionov pa povzroc€i celi¢no smrt (Burt, 2004).

Nacin protimikrobnega delovanja fenolnih spojin je odvisen tudi od njihove koncentracije.
Nychas (1995) meni, da v manjsSih koncentracijah vplivajo na encime, ki so povezani z
oskrbo celice z energijo, medtem ko vecje koncentracije lahko povzro¢ijo obarjanje
proteinov. Interakcije z membranskimi proteini pa lahko povzrocijo spremembo strukture
bakterijske celice in njene funkcionalnosti.
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Protimikrobna ucinkovitost ekstraktov je odvisna od strukture in medsebojnih interakcij
posameznih kislin. O sinergizemu govorimo, ko je u€inek vecih sestavin ekstrakta vecji kot
vsota posameznih u¢inkov (Burt, 2004).
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P, s f—n _y H' protonskega
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proteini ——
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Slika 2-6: Mesta in mozni mehanizmi protimikrobnega delovanja sestavin eteri¢nih olj v
bakterijski celici (Burt, 2004)

Delovanje polifenolov je lahko direktno zaviralno oz. destruktivho na dolocene
mikroorganizme ali pa delujejo le kot sinergisti in povecajo ucinek ostalih konzervansov.
Fenolne spojine so zelo reaktivne. Pri vezavi na proteine mnogokrat povzrocijo
inaktivacijo posameznih encimov ali povzro¢ijo poskodbe na genskem materialu.
Ugotovili so, da povzroc¢i dodatek fenolnih spojin na rastni medij motnje na citoplazmatski
membrani, tako da celica skozi membrano v okolico izgubi mnogo znotrajceli¢nega
materiala. Na protimikrobno aktivnost polifenolov vplivajo Se prisotnost lipidov, soli, pH
in temperatura. Soli delujejo sinergisticno s polifenoli ter tako povecajo njihovo
antimikrobno uc¢inkovitost (Davidson in Branen, 2005).

Da dosezemo v zivilu enak protimikrobni ucinek kot v in vitro pogojih, je potrebna vecja
koncentracija ekstrakta. Mnogo Studij je potrdilo vpliv hrane na odpornost
mikroorganizmov do fenolnih spojin, vendar ne opisujejo natan¢no vzrokov in mehanizma
odpornosti. Vecje koliCine hranil v zivilih v primerjavi z gojiS¢em omogocajo bakterijam,
da hitreje popravijo Skodo, ki je nastala na celicah. Ne le intrinzi¢ni dejavniki hrane
(mascoba, proteini, vsebnost vode, antioksidanti, konzervansi, pH, sol in ostali aditivi),
tudi ekstrinzi¢ni dejavniki (temperatura, pakiranje v vakum/plin/zrak/, lastnosti
mikroorganizmov) vplivajo na bakterijsko obcutljivost (Burt, 2004).
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2.1.2 Navadni ric¢ek (Camelina sativa) kot vir protimikrobno aktivnih fenolnih spojin

Navadni ricek (Camelina sativa) spada v druzino kriznic - Brassicaceae. Izvorna rastlina je
divji ricek, ki se kot plevel pojavlja na nasih njivah in ob poteh. Pridelava ri¢ka ni zahtevna
in ne obremenjuje okolja. Danes ricek pridelujejo in raziskujejo v Avstriji, Nemciji,
Belgiji, Rusiji, Ameriki, Kanadi, na Irskem in v Veliki Britaniji. Zaradi edinstvenih
lastnosti olja in razlicnih moznosti uporabe so ri¢ek uvrstili med »nove« poljs¢ine, kar Se
dodatno vzpodbuja razvoj in raziskave (Grobelnik Mlakar in sod., 2003).

imenujejo, »totrovo« olje. Rastlina je enoletnica, izredno Sibka, z dobro razvejano glavno
korenino. Iz listne rozete zraste od 30 do 100 cm visoko, rahlo dlakavo steblo, ki ob
zrelosti oleseni. Steblo in listi so najbolj podobni lanu, socvetje pa je rumeno cveto¢ grozd.
Plod je luscek hruskaste oblike, v katerem so zelo drobna semena rdeckaste barve
(Grobelnik Mlakar in sod., 2003).

Slika 2-7: Navadni ri¢cek (Camelina sativa) (Der Leindotter (Camelina sativa Crtz.), 2008)

Ricek je skromna, glede tal in klimatskih razmer nezahtevna rastlina. Uspeva tako na
humusnih kot tudi na slabSe rodovitnih ilovnato-pes¢enih tleh, kar je sicer za oljnice
neobicajno. Olje, ki ga pridobimo iz semen navadnega ri¢ka, vsebuje zelo visoko
koncentracijo polinenasi¢enih mascobnih kislin in sicer 40-60 % vseh mascobnih kislin.
(Abramovic¢ in sod., 2007).

Zaradi visoke vsebnosti esencialnih mascobnih kislin alfa linolenske (omega-3) in
linoleinske (omega-6) mascobne kisline ter visoke vsebnosti in stabilnosti vitamina E
uvrscajo rickovo olje med funkcionalno hrano. Na Finskem so s klini¢no $tudijo potrdili
terapevtske ucinke rickovega olja pri boleznih srca in ozilja (padec LDL holesterola).
Rickovo olje lahko uporabljamo v margarinah, obogatenih z omega-3 MK, kot biodizel,
primeren je za izdelavo barv (Grobelnik Mlakar in sod., 2003).
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Na Koroskem pridobivajo rickovo ali totrovo olje iz posusenega semena, ki ga zmeljejo in
pomesajo z vodo v gosto rjavo zmes. Zmes prazijo pri temperaturi 60 do 90 °C, dokler ne
postane sipka in na otip suha. Nato iz nje s stiskalnico iztisnejo olje. Sveze olje pustijo stati
priblizno dva tedna, da se zbistri, nato ga cedijo skozi gazo. Totrovo olje je bistro, rumene
do zeleno rumene barve, znacilnega vonja in rahlo pekocega okusa. V tradicionalni
medicini ga uporabljajo za zdravljenje Zelod¢nih tezav in opeklin (Grobelnik Mlakar in
sod., 2003).

V ekstraktu semen navadnega ricka so dolocili prisotnost fenolnih spojin, med katerimi
prevladujejo hidroksibenzojske in hidroksicimetne kisline, kumarini, flavonoidi in lignini
(Matthdaus, 2002). Vsebnost skupnih fenolnih spojin v ekstraktu razmaScenih semen
navadnega ricka dolo¢ena z Folin-Ciocalteau metodo in izraZzena na galno kislino se giblje
od 1 mg/g do 2,4 mg/g (Matthius in Zubr, 2000). Velike razlike se kazejo med vzorci iz
razlicnih lokacij. Na vrednost vpliva izbira ekstrakcijskega topila. Na splosno velja, da
kolicina ekstrahiranih fenolnih spojin pada s padcem polarnosti topila. Prevladujoca
fenolna kislina v semenih rastlin iz druzine kriznic je sinapinska kislina. Med oljnicami, ki
spadajo v druzino kriznic je bolje raziskana oljna repica. V preostanku semen po stiskanju
olja iz oljne repice so ugotovili predvsem prisotnost sinapinske kisline in njenih estrov
(glukozil sinapat in sinapin, ki je ester sinapinske kislina in holina) (Vuorela in sod., 2004).

Slika 2-8: Seme navadnega ricka (Cappers in sod., 2006)

V diplomski nalogi sem uporabila metanolni ekstrakt razmaScenih semen navadnega ricka.
Glede na predhodne raziskave (Abramovic in sod., 2007) smo pricakovali visoko vsebnost
fenolnih spojin, ki so vir antioksidativne in predvidoma tudi protimikrobne ucinkovitosti.
Na ta nacin predstavljajo ti ekstrakti moznost nadaljnega izkoriSCanja stranskega
proizvoda, ki nastaja pri pridobivanju olja (Abramovi¢ in sod., 2007).
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2.1.3 RoZzmarin (Rosmarinus officinalis)

Rozmarin (Rosmarinus officinalis) je zimzeleni sredozemski grm, zraste do enega metra
visoko. Listi¢i so na zgornji strani zeleni in gladki, na spodnji strani pa imajo dlacice in
zleze z etericnimi olji. Rozmarin je nekoliko grenkega, trpkega in aromati¢enga okusa, ki
spominja na smolo, vonj pa je izrazit in zelo prijeten (Gonzalez-Trujano in sod., 2007).

vive

Uporablja se kot zaCimba v prehrani, v kozmetiki in tradicionalni medicini. Prav tako je
poznan po svojih antioksidativnih in protimikrobnih aktivnostih (Santoyo in sod., 2005).

Slika 2-9: Rozmarin (Rosmarinus officinalis) (Thompson, 2007)

Za protimikrobno delovanje rozmarinovih ekstraktov so odgovorne nepolarne fenolne
snovi. Cuvelier in sod. (1996) so razvrstili fenolne snovi rozmarinovih ekstraktov, glede na
polarnost, v tri skupine:

- fenolne kisline (ferulna kislina, kavna kislina in roZmarinska kislina)

- flavonoidi (apigenin in rutin)

- fenolni diterpeni (karnozolna kislina in karnozol)

Za protimikrobno delovanje ekstraktov je pomemben nacin ekstrakcije. V industrijskih
razmerah (v diplomski nalogi sem uporabila industrijsko pripravljen rozmarinov ekstrakt)
se veCinoma uporablja superkriticna tekocCinska ekstrakcija. Ekstrakti, pridobljeni na ta
nacin, imajo drugacno sestavo od ekstraktov, pridobljenih z vodno ekstrakcijo ali z
ekstrakcijo ob uporabi organskih topil. Ker so rozmarinovi ekstrakti uvrs¢eni med GRAS
zivila, predstavljajo alternativo sintetiénim protimikrobnim snovem (Santoyo in sod.,
2005).



Kutin T. Protimikrobna uéinkovitost rastlinskih ekstraktov iz navadnega ri¢ka (Camelina sativa).
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2008 13

2.2 BAKTERIJE RODU Staphylococcus

Stafilokoki so po Gramu pozitivni koki s premerom priblizno 1 um. Urejajo se v
nepravilne gruce. So negibljivi, fakultativni anaerobi, ki imajo encim katalazo, bolje
rastejo v aerobnem okolju in ne sporulirajo. Glede na prisotnost koagulaze, delimo
stafilokoke v dve skupini: na koagulazno pozitivne in koagulazno negativne stafilokoke.
Koagulazno pozitiven je samo S. aureus, ki na krvnem agarju raste najveckrat v obliki
gladkih zlatorumenih kolonij, velikih do 2 mm, obdanih z ozkim pasom popolne (beta)
hemolize (Seme, 2002a).

Okuzbe s sevi S. aureus, ki izlo¢ajo toksine, se kazejo s klini¢no sliko zastrupitve s hrano
in sindroma toksi¢nega Soka. Druge vrste stafilokokov, ki se od bakterije S. aureus lo¢ijo
po tem, da ne sintetizirajo koagulaze (koagulazno negativni stafilokoki), so del normalne
bakterijske flore koze in nekaterih sluznic (Seme, 2002a).

Slika 2-10: Staphylococcus aureus (Kunkel, 2004)

Zivila, ki so najpogosteje povezana z zastrupitvami s stafilokoknimi toksini so: meso
(govedina, svinjina, perutnina) in mesni izdelki (klobase, salame, hrenovke), solate, ki
vsebujejo jajca, perutnino, krompir, s kremami polnjeni slas¢icarski izdelki in mle¢ni
izdelki (sir). Vsem tem izdelkom je skupno to, da zahtevajo posebno obdelavo med
pripravo in so pogosto dalj casa izpostavljeni sobni temperaturi (Food Safety online, 2008).

2.3 BAKTERIJE RODU Bacillus

B. cereus je po obliki kolonij in mikroskopsko zelo podoben antraksovemu bacilu. Je po
Gramu pozitiven, sporogen, gibljiv in dela beta hemolizo na krvnem agarju. V naravi so
spore B. cereus razSirjene v prsti, prahu, vodi, rastlinah, dlaki ter kozi zivali (Gubina,
2002).

V zivilstvu so bacili poznani kot povzroCitelji kvara. Izvor kontaminacije so Stevilne
surovine (riz, zita, mleko, voda, zac¢imbe), oprema in okolje (prah, zemlja). Razloga za
njihovo Stevilénost v zivilih sta vsesploSna razsirjenost teh mikroorganizmov in izredna
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sposobnost spor, da prezivijo pasterizacijo, susenje, zamrzovanje in sanitacijo s kemi¢nimi
sredstvi. Zato je pogosta kontaminacija suSenih, zmrznjenih in predhodno toplotno
obdelanih zivil. Tezave pri suSenih in zmrznjenih zivilih lahko nastopijo pri pripravi
gotove jedi, ker ob tem nudimo ugodne pogoje za kaljenje spor v vegetativne celice in
njihovo rast. Pri toplotno obdelanih zivilih pa kaljenje spor nastopi v primeru, ¢e Zivila ne
ohladimo takoj pod 6 °C oz., ¢e ga pustimo na sobni temperaturi do naslednjega dne
(Andersson in sod., 1995).

Vrste rodu Bacillus sintetizirajo izvenceli¢ne encime in s tem povzro¢ajo kvar zivil. So
saharoliti, lipoliti in proteoliti. Skrob razgrajujejo do oligosaharidov, disaharidov in
monosaharidov, proteine razgrajujejo do peptidov, mascobe pa do prostih mascobnih kislin
(Bailey in Holy, 1993).

Slika 2-11: Bacillus cereus (Terra, 2005)

B. cereus povzroca gastroenteritis z drisko in bljuvanjem, lahko pa tudi zunajcrevesne
okuzbe. Zastrupitev s hrano povzroci toksin, ki u¢inkuje enterotoksi¢no in hemoliti¢no ter
deluje na prepustnost zil v ¢revesni steni, posledica je driska. Bljuvanje povzroc¢a emeti¢ni
toksin. Inkubacijska doba je lahko kratka, v 4 urah po zauzitju hrane se pojavita huda
slabost in bljuvanje. Kadar je inkubacijska doba dolga, se v 10 do 18 urah po zauzitju
hrane pojavijo kr¢i v trebuhu in driska (Carlin in sod., 2006).

Eden od vzrokov, da je vrsta B. cereus prisotna v tako velikem Stevilu, je adhezivnost spor
na razli¢ne povrsine, predvsem hidrofobne. Na povrSini spor se nahajajo dolgi »izrastki,
ki pripomorejo k prilepljanju na povrsino (Andersson in sod., 1995).

.....

molekularnimi testi. Da je B. cereus povzro€il okuzbo s hrano, moramo pomisliti, kadar
ugotovimo v vzorcu hrane ve¢ kot 100.000 CFU/g te bakterije (Gubina, 2002).
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2.4 RAZVOJ BAKTERIJSKE ODPORNOSTI

Bakterije Bacillus cereus in Staphylococcus aureus so po Gramu pozitivne bakterije, za
katere je znacilno, da imajo citoplazemsko membrano in debelo rigidno celi¢no steno,
sestavljeno iz peptidoglikana in poliolpolifosfatnih polimerov, imenovanih teihoi¢na
kislina (Singleton in Sainsbury, 1980).

Peptidoglikan (murein) zagotavlja trdnost celi¢ne stene, kjer predstavlja glavno sestavino
stene (20-80 nm) pri po Gramu pozitivnih bakterijah in je s tem tudi nosilec vecine
lastnosti celi¢ne stene. Peptidoglikan je sestavljen iz dveh gradnikov, N-acetilglukozamina
in N-acetilmuraminske kisline. To sta aminosladkorja, izmenjujo¢e ponovljena v nekaj
desetih kopijah, kar oblikuje dolg linearni filament. Ve¢ takih filamentov je povezanih med
seboj s peptidi, ki dajejo trdnost celi¢ni steni. To trdnost pa Se dodatno utrjuje teihoicna
kislina, ki je sestavljena iz polimerov glicerola, fosfatov in sladkornega alkohola ribitola.
Kadar je na teihoi¢no kislino vezan lipid, nastane lipoteihoicna kislina (Madigan in sod.,
1997).

LIPOTEIHONIGN A
., KISLINA TEIHOICNA KISLINA

PERIPLAZMATSKI PROSTOR
MEMBRANA l PEPTIDOGLIKAN

Slika 2-12: Zgradba celi¢ne stene in citoplazemske membrane po Gramu pozitivnih
bakterij (Madigan in sod., 1997)

Poznamo pet osnovnih mehanizmov bakterijske odpornosti proti antibiotikom (Seme,
2002b):

- sprememba tarénega mesta oz. oprijemaliS¢a antibiotika;

- encimska razgradnja antibiotika;

- neprepustnost 0z. zmanjSana prepustnost celicne membrane za antibiotik;

- sprememba presnovne poti, na katero deluje antibiotik;

- aktivno iz¢rpavanje antibiotika iz bakterijske celice z aktivnim prenosom;

Ti mehanizmi so najbolj preuceni pri antibiotikih, delujejo pa tudi pri delovanju drugih
protimikrobnih snovi, vklju¢no z rastlinskimi izvlecki (Seme, 2002b).
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2.5 METODE UGOTAVLJANJA PROTIMIKROBNE UCINKOVITOSTI

Za ugotavljanje obcutljivosti bakterij proti razlicnim protimikrobnim snovem obstajajo
doloCena priporocila (British Society for Antimicrobial Chemotherapy, National
Committee for Clinical Laboratory Standards) (Barker, 1999). Za testiranje obcutljivosti
bakterij uporabljajo Stevilne metode, dilucijske in difuzijske. Izbira metode je odvisna od
mnogih zahtev, med drugim od obcutljivosti metode, enostavnosti izvedbe, fleksibilnosti in
mozne avtomatizacije metode. Na koncni izid testa vpliva mnogo dejavnikov: metode
separacije oz. ekstrakcije protimikrobnih snovi, volumen inokuluma, rastna faza tar¢nega
organizma, vrsta rastnega medija, pH medija ter ¢as in temperatura inkubacije (Rios in
sod., 1988).

Preglednica 2-1: Nekatere metode za doloCanje obcutljivosti bakterij za protimikrobne
snovi (Burt, 2004)

Namen Metoda Nacin od¢itavanja
Presejalni testi protimikrobne | Metoda difuzije v agarju z Cona inhibicije rasti na
aktivnosti diski agarju

Metoda difuzije v agarju z
luknjicami

Ugotavljanje protimikrobne | Dilucijska metoda v agarju Rast na gojiscu
aktivnosti

Dilucijska metoda v bujonu | Vidna rast/ motnost
Absorbanca (opticna
gostota)

Sprememba prevodnosti
Stetje kolonij
Ugotavljanje kinetike Krivulja prezivetja Vidna rast/ motnost
protimikrobne aktivnosti Opti¢na gostota
Absorbanca (opti¢na
gostota)

Sprememba prevodnosti
Stetje kolonij

Opazovanje fizi¢nih u€inkov | Elektronska mikroskopija
protimikrobne aktivnosti

Odpornost je definirana kot zacasna ali trajna sposobnost mikroorganizma in njegovih
potomcev, da ohrani zivost in se razmnoZzuje pod pogoji, ki bi unicili oz. ustavili razvoj
ostalih mikroorganizmov (Cloete, 2003). Najpogosteje uporabljeno merilo odpornosti
mikroorganizmov proti protimikrobnim sredstvom je minimalna inhibitorna koncentracija
(MIC).
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Preglednica 2-2: Nekateri najpogostej$i izrazi in njihove definicije, ki se v literaturi
uporabljajo kot merilo protimikrobne ucinkovitosti (Burt, 2004)

Izraz Definicija
- najnizja koncentracija, ki zniza prezivelost celic v
inokulumu
- najnizja koncentracija protimikrobnega agensa, ki inhibira
Minimalna inhibitorna vse testirane organizme po 48 urni inkubaciji
koncentracija (MIC) - najnizja koncentracija, ki inhibira vidno rast testnega
mikroorganizma

- najnizja koncentracija, ki se kaze v znacilnem znizanju
Stevila celic v inokulumu (>90 %)

- koncentracija, ki ubije 99,9% ali ve¢ inokuluma

- najnizja koncentracija, pri kateri ni opaziti rasti ob ponovni
kultivaciji v sveZ bujon

- najnizja koncentracija, pri kateri bakterije ne rastejo v
bujonu, vendar zrastejo po precepitvi na sveze gojisce

- najnizja koncentracija, pri kateri bakterije ne rastejo v
bujonu, in ne zrastejo po precepitvi na sveze gojisce

Minimalna baktericidna
koncentracija (MBC)

Bakteriostati¢na koncentracija

Baktericidna koncentracija

Dolocanje vrednosti MIC je uporabno za vrednotenje relativne stopnje obcutljivosti
bakterij proti razlicnim protimikrobnim snovem in za primerjanje relativnih aktivnosti
agensov proti razliénim vrstam mikroorganizmov (Burt, 2004). Tako lahko glede na
vrednost MIC dolo¢imo ucinkovitost protimikrobnega sredstva. Ce se pojavlja sprememba
v obcutljivosti mikroorganizma do doloCenega protimikrobnega sredstva, to pomeni, da je
organizem razvil odpornost, saj ga zacne zavracati in se nanj ne odziva ve¢. Tarce
delovanja protimikrobnih sredstev so ponavadi celi¢na stena, proteini v membrani, sinteza
folne kisline, metabolizem nukleinskih kislin, genetski material, encimi, itd. (Gilbert in
McBain, 2003). Raziskave so pokazale, da so vrednosti MIC za razli¢ne mikroorganizme v
bujonu nekoliko nizje kot na agarju (Burt, 2004).

2.5.1 Difuzijske metode

Difuzijske metode se veliko uporabljajo za rutinske preiskave, omogocajo hitrejSe
rezultate, a imajo omejitve. Engberg in sod. (1999) so ugotovili, da difuzijske metode
dajejo nizje rezultate za vrednosti MIC kot druge metode.

Difuzijske metode v agarju z diski

Difuzijska metoda z diski se uporablja za doloCanje obcutljivosti bakterijskih izlolatov za
razlicna protimikrobna sredstva. Pri izvedbi te metode postavimo papirnate diske,
prepojene z dolo¢eno koli¢ino protimikrobne snovi, na agar, inokuliran s testnim
mikroorganizmom. Protimikrobno sredstvo difundira skozi agar. Ko razdalja od diska
narasca, koncentracija protimikrobnega sredstva logaritemsko pada. Nastanejo inhibicijske
cone. Cim $irSe so, tem bolj uéinkovito je protimikrobno sredstvo. Metoda ima $tevilne
prednosti: tehni¢no je preprosto izvedljiva in ponovljiva, cenovno je ugodna in ne zahteva
drage opreme, daje rezultate, ki se lahko interpretirajo in je prilagodljiva glede na izbiro
protimikrobnih sredstev za testiranje (Woods in Washington, 1999).
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2.5.2 Dilucijske metode

Dilucijske metode se uporabljajo za dolocanje minimalne koncentracije (najpogosteje
izrazene v pg/mL) protimikrobnega agensa, ki je potreben, da ubije ali inhibira
mikroorganizem. Protokoli za dolo¢anje protimikrobne inhibitorne aktivnosti so izpeljani z
g0jis¢u, govorimo o dilucijski metodi v agarju, Ce pa testirani agens razred¢imo v tekocem
gojiscu, pa govorimo o makro- ali mikrodilucijski metodi v bujonu (Woods in Washington,
1999).

Dilucijske metode v agarju

Dilucijska metoda v agarju je dobro standardizirana in zanesljiva tehnika testiranja, ki jo
lahko uporabimo kot referenéno metodo za ovrednotenje drugih metod. V primerjavi z
dilucijsko metodo v bujonu omogoca hitrejSo detekcijo kontaminacije. Najvecja slabost
dilucijske metode v agarju je velika poraba materiala in ¢asa (Woods in Washington,
1999).

Dilucijska metoda v agarju je standardizirana metoda za ugotavljanje obcutljivosti bakterij.
Za testiranje obcutljivosti bakterij Staphyloccocus aureus se izvaja v aerobnih pogojih na
trdnem gojiscu (najpogosteje se uporablja gojis¢e TSA — tripton soja agar), vendar se
zaradi dolgotrajnosti le redko uporablja v laboratorijih za rutinske preiskave. Omogoca
socasno testiranje vecjega Stevila izolatov, opazna pa je tudi naklju¢na kontaminacija in
heterogenost mikroorganizmov na gojisc¢u (Woods in Washington, 1999).

2.5.3 Kinetika rasti ali odmiranja

Bakteriocidni ali bakteriostati¢ni u¢inek v odvisnosti od kontaktnega €asa protimikrobnega
sredstva lahko podamo s krivuljo inhibirane rasti ali krivuljo odmiranja. Najpogosteje
uporabljena metoda za doloCanje teh ucinkov je merjenje opticne gostote kot merila
koncentracije celic v teko¢em gojiscu in Stetje kolonijskih enot po nacepljanju in inkubaciji
na trdnem gojiscu (Burt, 2004).

2.5.4 Drugi nacini

Spremljanje fizikalnih uc¢inkov protibakterijske aktivnosti protimikrobnih snovi pa lahko
poteka z elektronskim mikroskopom. Na ta nacin lahko raziskujemo poskodbe bakterijske
celicne stene in izgube celi¢nih vsebin. Pri pripravi vzorcev za elektronski mikroskop
moramo zagotoviti, da so zaznane razlike med kontrolnimi in tretiranimi celicami
posledica u¢inkov protimikrobnih snovi in ne metode priprave preparatov (Burt, 2004).

Poleg ugotavljanja inhibicije rasti lahko protimikrobno u¢inkovitost merimo tudi tako, da
ugotavljamo povecano obcutljivost spor na toplotno obdelavo ali tako, da merimo
zmanj$ano sintezo toksinov.

B. cereus je psihrotrofni mikroorganizem, najveckrat izoliran iz pasteriziranih in
steriliziranih zivil. Da bi zagotovili varnost teh produktov, je pomembno razumeti faktorje,
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ki vplivajo na toplotno odpornost bakterijskih spor. Ugotovljeno je bilo, da temperatura
subkulture in sestava ter pH gojiS€a, pa tudi prisotnost nekaterih dovoljenih aditivov v
hrani, vplivajo na klitje, razvoj in toplotno odpornost bakterijskih spor. Nakisanje ima
skupaj s toplotno obdelavo sinergistiCen ucinek, in sicer zmanjsa toplotno odpornost B.
cereus in inhibira rast spor. Za ostale mikroorganizme, ki prav tako tvorijo spore, je bilo
ugotovljeno, da je zniZzanje D-vrednosti (Cas, ki je potreben za 90% redukcijo
mikroorganizmov pri konstantni temperaturi) pri nakisanju odvisno od substrata in od tipa
kislinskega medija (Moussa-Boudjemaa in sod., 2006).

Plesni vrste Aspergillus flavus in Aspergillus parasiticus so sposobne proizvajati
kancerogene aflatoksine. Ze zelo majhna okuZba z aflatoksini ima lahko velik negativni
ucinek na varnost zivil in ekonomsko vrednost kmetijskih pridelkov. Znano je, da
oksidativni stres stimulira sintezo aflatoksinov plesni A. pasasiticus, po drugi strani pa
doloCeni antioksidanti inhibirajo njihovo sintezo. Tanini iz orehov inhibirajo sintezo
aflatoksinov s pomocjo galne kisline, ki ima proti-aflatoksigene ucinke. Aflatoksigeni
aflatoksigena aktivnost naravnih antioksidantov, kot je galna kislina, je verjetno v povezavi
z njihovo sposobnostjo zmanjSevanja oksidativnega stresa gliv (Kim in sod., 2007).
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3 MATERIAL IN METODE DELA

3.1 SHEMA DELA

Priprava testnih mikrobnih kultur
S. aureus in B. cereus

Revitalizacija

Izolate bakterij S. aureus in B. cereus
shranjene pri T=-80 °C smo cepili na
krvni/BC agar in inkubirali pri T=37 °C,
24 ur;

\ 4

Priprava inokulumov testnih kultur

V 4 ml bujona BHI smo nacepili obe
kulturi in inkubirali pri T =37 °C, 24 ur;

1 Priprava zaloznih raztopin protimikrobnih !

I uéinkovin:

- (iste fenolne Kisline: rozmarinska,

I ferulna, kavna, sinapinska,
klorogenska, galna, kumarna,
vanilinska, protokatehujska,
siringinska in karnozolna kislina;

- ekstrakt semen navadnega ricka;

- komercialni ekstrakti roZmarina:
VivOX, AquaROX in INOLENS;

L 1

__________ -

Priprava delovnih razredcitev Cistih
fenolnih kislin, ekstrakta semen
navadnega ri¢ka in komercialnih

ekstraktov in mikrobioloSkih gojis¢ za
testiranje protimikrobne ucinkovitosti

—

ﬁ TESTIRANJE PROTIMIKROBNE UCINKOVITOSTI B

\ 4

\ 4

\ 4

Metoda difuzije v Metoda dilucije v Makrodilucija — metoda v
agarju (MICygf) agarju (MICygj) bujonu (kinetika inhibicije

rasti/odmiranja)

DOLOCITEV PROTIMIKROBNE UCINKOVITOSTI IN ANALIZA
REZULTATOV

Primerjava aktivnosti
rickov ekstrakt : ¢iste fenolne spojine

Slika 3-1: Shema poteka dela

Primerjava aktivnosti
rickov ekstrakt : rozmarinovi ekstrakti
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3.2 MATERIAL

3.2.1 Mikroorganizmi

Pri poskusih smo uporabili sev B. cereus ZMJ 164 (WSBC 10530) in sev S. aureus ZMJ
72 (ATCC 25923) iz zbirke Katedre za zivilsko mikrobiologijo. Kulture so bile trajno

shranjene v tekocem gojiscu z dodatkom glicerola.

Preglednica 3-1: Delovni mikroorganizmi rodu Bacillus in Staphylococcus

Izolat
ZM1J 164 B. cereus WSBC 10530 — emeticni toksin
ZMJ 72 S. aureus ATCC 25923

3.2.2 Mikrobioloska gojisca
3.2.2.1 Agar TSA (angl. tryptone soya agar)

Osnovni medij:
- 20 g tripton soja agar (Oxoid, CM0131, Anglija)

Dodatki:
- 1,25 g dikalijev hidrogenfosfata K,HPO4
- 1,25 g D-(+)-glukoze (Kemika, 0705007, Hrvaska)
- 3,0 g kvasnega ekstrakta (Biolife, 412220, Italija)

Priprava za dilucijsko metodo v agarju:

Sestavine smo zatehtali v 1000 ml steklenico in dolili 500 ml destilirane vode, premesali
ter najprej v avtoklavu segrevali 10 min na 100 °C, da so se sestavine dobro raztopile. Z
dispenzorjem smo odmerili po 6 ml gojis¢a v epruvete. Epruvete smo nato pokrili s
pokrovckom ter sterilizirali v avtoklavu 20 min pri 121 °C. Do uporabe smo epruvete
hranili v vodni kopeli na 45 °C. Epruvete smo lahko hranili v hladilniku, vendar smo jih
morali pred uporabo ponovno avtoklavirati 10 min na 100 °C.

Priprava za $tetje na ploscah:
Zatehtali smo 20 g osnovnega medija za TSA, dodali dodatke in raztopili v 500 ml
destilirane vode. Sterilizirali smo v avtoklavu 15 min pri 121 °C.

3.2.2.2 Agar BCA (angl. Bacillus cereus agar)

Osnovni medij:
- 20,5 g Bacillus cereus agar base (Oxoid, CM617, Anglija)

Dodatki:
- Bacillus cereus antimicrobial supplement (Biolife, 4240001, Italija)
- 25 ml egg yolk emulsion, 50 % - jaj¢na emulzija (Biolife, 42111601, Italija)
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Priprava:

Zatehtali smo 20,5 g osnovnega gojis¢a, dodali 475 ml destilirane vode in sterilizirali v
avtoklavu (121 °C, 15 min). Nato smo ohladili na 47 °C. Ko je bila zmes ohlajena, smo
dodali oba dodatka in destilirano vodo. Zmes smo razlili v petrijevke in pustili, da se je
agar strdil. Tako pripravljene plosce smo lahko hranili v hladilniku 1 mesec.

3.2.2.3 Tekoce gojisc¢e TSB (angl. tryptone soya broth)

Osnovni medij:
- 15 g tryptone soya broth — tripton soja bujon (Oxoid, CM0129, Anglija)

Priprava:
Zatehtali smo 15 g osnovnega medija TSB in ga raztopili v 500 ml destilirane vode.
Sterilizirali smo pri 121 °C, 15 min. Tako pripravljenega smo shranili v hladilniku.

3.2.3 Raztopine in dodatki
3.2.3.1 Fizioloska raztopina

Sestavine za pripravo raztopine KH,POy:
- 3,4 g KH,PO4 (Kemika, Hrvaska)
- 1100 ml destilirane vode

Priprava:
Pripravili smo 100 ml vodne raztopine KH,POy4 s koncentracijo topljenca 3,4 g na 100 ml.
Za tem smo 1,2 ml tako pripravljene osnovne raztopine razred¢ili na 1000 ml z destilirano

vodo. Zmes smo dobro premesali in sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri temperaturi 121
°C.

3.2.3.2 Drugo

- Absolutni etanol (Merck Schuchardt, Nemcija)
- Etanol 96 % (Merck Schuchardt, Nemcija)
- Diski premera 6 mm (BD, 231039, Francija)

3.2.4 Kisline in ekstrakti
3.2.4.1 Komercialno pripravljene kisline

Komercialno pripravljene kisline - rozmarinska kislina in karnozolna kislina (Vitiva,
Slovenija), ferulna kislina in kumarna kislina (Merck Schuchardt, Nemcija), kavna kislina
(Sigma — Aldrich Chemie, gvica), klorogenska kislina, vanilinska kislina, kina kislina,
sinapinska kislina, galna kislina, protokatehujska kislina (Sigma — Aldrich Chemie,
Nemcija), siringinska kislina (Fluka, Sigma — Aldrich Chemie, Nemcija).



Kutin T. Protimikrobna ué¢inkovitost rastlinskih ekstraktov iz navadnega ri¢ka (Camelina sativa).
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2008 23

Priprava izhodne raztopine:

Zatehtali smo ustrezno koli¢ino posamezne kisline. Za pripravo izhodnih raztopin smo
uporabili ustrezno topilo. Preiskovane fenolne kisline (z izjemo kina in klorogenske
kisline, ki sta topni v vodi) so topne v etanolu.

Ustrezno koncentracijo v gojis¢u smo dosegli na dva nacina:
- izhodno raztopino smo razredc¢ili z ustreznim topilom;
- ustrezen volumen izhodne raztopine smo odpipetirali v gojisce.

3.2.4.2 Ekstrakt semen navadnega ricka

Ekstrakt semen navadnega ricka (Katedra za kemijo, Oddelek za Zivilstvo, BF) - Ekstrakt
je bil pridobljen iz zmletih in razmaScenih semen navadnega ricka z uporabo
ekstrakcijskega topila metanol/voda (70:30 v/v). Po odparevanju topila smo suhi
preostanek raztopili v vodi. Koncentracija skupnih fenolnih spojin v pripravljeni raztopini,
dolo¢ena z metodo Folin — Ciocalteu, je bila 2,7 mg/ml (izraZena na klorogensko kislino).

Priprava raztopin z ustrezno koncentracijo ekstrakta semen navadnega ricka:

Ekstrakt semen navadnega ricka je bil pripravljen kot vodna raztopina, koncentracija
skupnih fenolnih spojin je bila 2,7 mg/ml. Zeljeno koncentracijo fenolnih spojin ekstrakta
semen navadnega ricka v gojis¢u smo dobili tako, da smo pipetirali ustrezen volumen
raztopine ekstrakta semen ricka v gojis¢e TSA.

3.2.4.3 Ekstrakti rozmarina

Komercialno pripravljeni ekstrakti VivOX 15, VivOX 20, VivOX 40 in VivOX 70,
AquaROX 15 in AquaROX 40, INOLENS 12 in INOLENS 18 iz Vitive (Markovci,
Slovenija).

Priprava raztopin z ustrezno koncentracijo komercialnih ekstraktov:

Zatehtali smo ustrezno koli¢ino rozmarinovega ekstrakta in ga raztopili v etanolu.
Koncentracija skupnih fenolnih spojin v pripravljeni raztopini je bila dolocena z metodo
Folin-Ciocalteu v laboratoriju Katedre za kemijo, Oddelek za Zzivilstvo, BF. Ustrezno
koncentracijo ekstrakta oz. skupnih fenolnih spojin v gojis¢u smo dosegli tako, da smo
izhodno raztopino razred¢ili z etanolom in odpipetirali dolo¢en volumen tako pripravljene
raztopine v gojisce.

3.2.5 Laboratorijska oprema

- SploSna mikrobioloSka oprema: cepilne zanke, avtomatske pipete (Gilson,
Eppendorf), nastavki za pipete — 10 ul, 100 ul in 1000 ul (Eppendorf, Plastibrand),
epice (Eppendorf), petrijeve plos€e (Labortehnika Golias), bele mikrotitrske
ploscice z ravnim dnom (Nunc), laboratorijske steklenice — 250 ml, 500 ml, 1000
ml (Duran), merilni valji (Plastibrand), plasticni loncki (Labortehnika Golias),
plasti¢ne kivete, pipetor (Eppendorf easypet), parafilm »M« (American National
Can), plinski gorilnik, pinceta, steklovina

- ZasCitna mikrobna komora SMBC 122AV (Iskra PIO, Slovenija)
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- Avtoklav (Sutjeska, Srbija)

- Susilnik (SO-250, Elektromedicina, Slovenija)

- Digestorij (TIP382, Medilab Rauh, Slovenija)

- Tehtnica (Sartorius analytica, Nemcija)

- Digitalna tehtnica (PB1502-S, Mettler Toledo, Svica)

- Inkubator (Kambi¢ SP190, Slovenija)

- Mikrovalovna pecica (Cook n'grill 1300, Sanyo, Japonska)
- Zmrzovalnik (LTH, Slovenija)

- Hladilnik (LTH, Slovenija)

- Vrtinénik (Yellowline, IKA)

- Plinski gorilnik

- Vodna kopel (Kambic, Slovenija)

- Stresalnik (Vibromix 314 EVT, Tehtnica, Slovenija)

- Programska oprema: Microsoft office, programski paket Magellan

3.3 METODE DELA
3.3.1 Revitalizacija bakterij

Izolate bakterij S. aureus, shranjene pri temperaturi — 80 °C, smo s cepilno zanko ob ognju
prenesli na krvni agar, izolate bakterij B. cereus, ki so bile prav tako shranjene pri
temperaturi -80 °C, pa na BC agar. Petrijeve ploS¢e smo nato zlozili v inkubator in jih
aerobno inkubirali pri temperaturi 37 °C do pojava tipi¢nih kolonij bakterij S. aureus in B.
Cereus.

3.3.2 Priprava inokuluma

Po inkubaciji smo pregledali plos¢e in ugotavljali prisotnost znacilnih kolonij na
selektivnem gojis¢u. Nato smo v epruvete s 4 ml bujona BHI nacepili obe kulturi,
premesali na vrtin¢niku in jih inkubirali na stresalniku, pri temperaturi 37 °C, 24 ur. Tako
smo dosegli ustrezno koncentracijo celic v zgodnji stacionarni fazi.

5.3.3 Dolocanje koncentracije celic vinokulumu

Ker je za vsako uporabljeno metodo ugotavljanja obcutljivosti bakterij pomembna
koncentracija celic, smo vzporedno z vsako metodo dolocali tudi Stevilo za delitev
sposobnih celic v inokulumu, in sicer kot CFU/ml vzorca na selektivnem gojis¢u TSA.

Asepticno smo odpipetirali 1 ml inokuluma iz gojis¢a BHI v epruveto z 9 ml fizioloske
raztopine in razredevali po Kochu do 107 in 10® pri bakterijah S. aureus oziroma do 10
in 107 pri bakterijah B. cereus. Ustrezne razreditve smo asepti¢no odpipetirali na trdno
gojise TSA ter jih s sterilno palcko razmazali po gojiScu. Petrijevke smo inkubirali pri
temperaturi 37 °C, 24 ur pri bacilih oz. 48 ur pri stafilokokih. Po inkubaciji smo presteli
kolonije na ploS¢ah, na katerih je zraslo od 10 do 300 kolonij.
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Za izracun povprecne koncentracije smo uporabili enacbo:
CFU/ml =X2C/ (n; + 0,1*ny)*R

>C  vsota kolonij, ki so zrasle na vseh plosc¢ah

n Stevilo ploS¢ pri prvi razredcitvi
n; Stevilo ploscC pri drugi razredcitvi
R prva razredcitev

3.3.4 Izvedba difuzijske metode v agarju

1 ml pripravljenega inokuluma c¢iste kulture smo inokulirali v prazno, sterilno petrijevko,
prelili s TSA agarjem ter previdno premesali. Ko se je agar strdil, smo oznacili mesta, na
katera smo kasneje postavili diske. Na diske smo nato dodali 10 pl izhodne raztopine
ekstrakta in ustreznih razredcCitev. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili disk, prepojen z
antibiotikom (oksitetraciklin - NA30), kot negativno pa smo dodali absolutni etanol in
vodo. Petrijeve plosc¢e smo inkubirali s pokrovom navzgor 24 ur za B. cereus in 48 ur za S.
aureus, pri temperaturi 37 °C. Po 24- oz. 48- urni inkubaciji smo izmerili cone inhibicije
rasti okoli diskov.

3.3.5 Izvedba dilucijske metode v agarju

Priporo¢ena koncentracija celic v inokulumu pri dilucijski metodi v agarju je 10* CFU/ml.
Pripravili smo razred¢itve kulture v fizioloski raztopini in tako dobili standardiziran
inokulum.

Predhodno smo si iz osnovnih raztopin ekstraktov in kislin pripravili serije razredCitev v
absolutnem etanolu.

Prav tako smo predhodno pripravili epruvete z gojiscem ter jih postavili v vodno kopel na
45 °C. V tako pripravljene epruvete smo pipetirali ustrezno koli¢ino ekstrakta in vsebino
premesali na vrtincnem mesalu ter prelili v male petrijeve plos¢e (premer 35 mm) in
pocakali, da se je zmes ekstrakta in gojisca TSA strdila. S cepilno zanko smo po povrsini
strjene zmesi nacepili kulturo. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili gojis¢e TSA brez
dodane raztopine ekstrakta. Petrijeve plos€e smo inkubirali s pokrovom navzdol, pri
temperaturi 37 °C, 24 ur za bakterije rodu Bacillus in 48 ur za bakterije rodu
Staphylococcus. Po inkubaciji smo dolo¢ali minimalno inhibitorno koncentracijo - najnizjo
koncentracijo ekstrakta v gojis€u, ki je zavrla (inhibirala) rast bakterij.

Vzporedno smo dolocali Stevilo celic v inokulumu s Stetjem kolonij na selektivnem gojis¢u
TSA na enak nacin, kot je opisano v tocki 3.3.3.
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3.3.6 Izvedba dilucijske metode v bujonu oz. spremljanje kinetike inhibicije rasti/
odmiranja bakterij

Dilucijsko metodo v bujonu smo izvedli za komercialno pripravljene ekstrakte, ki so bili
glede na rezultate difuzijske in dilucijske metode najbolj ucinkoviti. To so bili AquaROX
40, VivOX 70 in INOLENS 18.

V epruvete smo najprej odpipetirali 9 ml tekocega gojisc¢a TSB, nato smo dodali ustrezen
volumen ekstrakta in nazadnje $e 1 ml kulture (10™). Nato smo dali epruvete v stresalnik,
ter vzorcili na vsake 3 ure, 24 ur.

VivOX 70
0,05 mg fenolnih
spojin/ml m INOLENS 18
0,40 mg fenolnih | 0,14 mg fenolnih
spojin/ml — spojin/ml
0,54 mg fenolnih
[~ spojin/ml

Slika 3-2: Razredcitve ekstraktov rozmarina VivOX 70 in INOLENS 18 v gojis¢u TSB (v
dveh ponovitvah) ter kontrola (gojis¢e TSB in kultura S. aureus)

Po koncanem poizkusu smo presteli Stevilo kolonij na ploscah, izracunali koncentracijo
CFU/ml in narisali krivulje odmiranja/ rasti.

Slika 3-3: Kontrola koncentracije celic v inokulumu S. aureus s Stetjem kolonij po
nacepitvi na plosco
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4 REZULTATI

Ugotavljali smo, Ce je ekstrakt semen navadnega ricka dober naravni vir protimikrobnih
snovi. Za to nalogo smo najprej uporabili enostaven nacin testiranja, to je difuzijska
metoda v agarju. Ucinkovitost ekstrakta semen navadnega ricka smo primerjali z
nekaterimi komercialnimi rastlinskimi ekstrakti.

Vsebnost fenolnih spojin v ekstraktu semen navadnega ricka je bila izrazena z mg
klorogenske kisline/g ekstrakta. Zato smo tudi v rozmarinovih ekstraktih vsebnost fenolnih
spojin dolo¢ili s Folin — Ciocalteu metodo (Katedra za kemijo, Oddelek za zivilstvo, BF) in
izrazili z mg klorogenske kisline/g ekstrakta. Rezultati so podani v preglednici 4-1. Zaradi
boljSe primerjave z ekstraktom semen navadnega ricka so vsi nadaljnji rezultati o
protimikrobni ucinkovitosti ekstraktov izrazeni kot mg fenolnih spojin na ml gojis¢a v
dilucijskem testu v agarju ali tekoCem gojis¢u. Doloc¢ili smo minimalne inhibitorne
koncentracije (MIC), ki so inhibirale rast na agarju ali v teko¢em gojiscu.

Preglednica 4-1: Vsebnost fenolnih spojin v komercialnih rozmarinovih ekstraktih

Komercialni rozmarinovi Vsebnost fenolnih spojin
ekstrakti (mg klorogenske kisline/g ekstrakta)
AquaROX 15 593

AquaROX 40 915

INOLENS 12 183

INOLENS 18 217

VivOX 15 198

VivOX 20 216

VivOX 40 438

VivOX 70 636
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4.1 DIFUZIJISKA METODA V AGARJU

Na sliki 4-1 je prikazana difuzijska metoda v agarju z diski za ekstrakt VivOX 70, kjer smo
testirali koncentracije med 0,16 in 1,25 mg ekstrakta/ml oziroma med 0,10 in 0,80 mg
fenolnih spojin/ml. S slike je razvidno, da je druga najniZja koncentracija inhibirala rast
bakterij, pojavila se je cona okoli diska.

0,40 mg fenolnih

0,80 mg fenolnih spojin/ml

spojin/ml

- 0,10 mg fenolnih
0,20 mg fenolnih spojin/ml

spojin /ml

Slika 4-1: Metoda difuzije v agarju z diski za rozmarinov ekstrakt VivOX 70 in testni
organizem B. cereus

To metodo smo uporabili tudi za testiranje MIC vrednosti ekstrakta semen navadnega
ricka, vendar nismo dosegli koncentracije, ki bi povzrocila inhibicijo bakterijske rasti.

1,25 mg fenolnih

2,5 mg fenolnih spojin/ml

spojin/ml

2,5 mg fenolnih

spojin/ml 1,25 mg fenolnih

spojin/ml

Slika 4-2: Metoda difuzije v agarju z diski za ekstrakt semen navadnega ri¢ka in testni
organizem B. cereus
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Iz semen navadnega ricka smo lahko ekstrahirali le 2,7 mg fenolnih spojin/ml, to pomeni,
da je bila najvi§ja koncentracija, ki smo jo lahko odpipetirala na diske, 2,5 mg fenolnih
spojin/ml ekstrakta (0,926 ml ekstrakta ricka + 0,074 ml vode). V vseh primerih smo na
diske dodajali le 10 pl ekstrakta oz. njegove ustrezne razredcitve, zato je bila koncentracija
fenolnih spojin prenizka za inhibicijo bakterijske rasti.

Vsi rezultati protimikrobnega testiranja komercialnih rozmarinovih ekstraktov in ekstrakta
semen ricka s testnima organizmoma B. cereus in S. aureus in difuzijsko metodo v agarju z
diski so podani v preglednicah 4-2 in 4-3.
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Preglednici 4-2 in 4-3 sta zbirni preglednici opravljenih poskusov, kjer so za vsak ekstrakt
predstavljene najmanj Stiri razli¢ne testirane koncentracije. V vseh primerih (razen pri
ekstraktu semen navadnega ricka) so vidne najmanjSe koncentracije ekstraktov, ki so
povzrocile inhibicijsko cono. Rezultati so izrazeni kot najniZja koncentracija fenolnih
spojin na ml topila (etanola), ki je povzroc€ila vsaj minimalno inhibicijsko cono.

Najbolj ucinkoviti so bili ekstrakti skupine VivOX. Izracunali smo, da so bile najmanjse
koncentracije, ki so povzrocile inhibicijsko cono, med 0,12 in 0,20 mg fenolnih spojin/ml
pri bakterijah B. cereus in med 0,28 in 0,99 mg fenolnih spojin/ml pri bakterijah S. aureus.
Slabse ucinkovita pa sta bila ekstrakta skupine AquaROX. Potrebovali smo med 4,58 in
11,86 mg fenolnih spojin/ml, da smo dosegli inhibicijski u¢inek na bakterije B. cereus in S.
aureus. Pri ekstraktu iz semen navadnega ricka vrednost MIC ni bila dosezena.
Ucinkovitih koncentracij fenolnih kislin glede na njihovo koncentracijo v ekstraktu semen
navadnega ricka in standardno izvedbo metode nismo mogli odpipetirati na diske.

4.2 DILUCIJSKA METODA V AGARJU

Nato smo preverili Se dilucijsko metodo v agarju. Rezultati protimikrobnega delovanja
ekstrakta semen navadnega ricka, Cistih fenolnih spojin in komercialnih rastlinskih
ekstraktov proti testnima organizmoma B. cereus in S. aureus, izmerjeni z metodo dilucije
v agarju, so podani v preglednicah 4-4 in 4-5.
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Rezultati u¢inkovitosti posameznih ekstraktov so podobni kot pri difuzijskem testu, le da
so se pokazale kot u¢inkovite ze nizje koncentracije, poleg tega pa so vecje razlike med
skupinama AquaROX in VivOX.

Ekstrakt semen navadnega ricka se je izkazal tudi protimikrobno bolj ucinkovit kot same
Ciste fenolne kisline.

Na podoben nacin so v korelaciji tudi podatki o glavnih sestavinah v komercialnih
ekstraktih ter njihovi protimikrobni ucinkovitosti in aktivnosti Cistih fenolnih kislin.
Najbolj ucinkoviti so bili vsi tisti ekstrakti, ki so imeli najvecjo koncentracijo karnozolne
kisline, ker je ta tudi kot Cista kislina protimikrobno najucinkovitejsa. Poleg tega pa so bili
ekstrakti v vseh primerih nekoliko bolj u¢inkoviti kot Cista glavna sestavina.

V primerjavi z ostalimi komercialnimi ekstrakti je bil ekstrakt semen navadnega ricka manj
ucinkovit proti testnima organizmoma.

Ugotovili smo tudi, da so vsi ekstrakti in kisline bolj u¢inkovali na bacile, kot na
stafilokoke. To pomeni, da so stafilokoki manj obcutljivi na protimikrobne snovi, oz. so
bolj odporni. Preverili smo tudi vpliv etanola na rast bakterij. Ugotovili smo, da dodatek
etanola v koli¢inah <2 ml na 6 ml gojiS¢a ne vpliva na rast bakterij. Vecji volumen pa Ze
lahko inhibira rast bakterij B. cereus in S. aureus.
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4.3 PRIMERJAVA REZULTATOV OBEH METOD

Zanimalo nas je tudi, kaksna je primerljivost rezultatov, dobljenih z difuzijsko in dilucijsko
metodo v agarju. Rezultati so podani v preglednicah 4-6 in 4-7.

Preglednica 4-6: Vrednosti MIC, pridobljene z difuzijsko in dilucijsko metodo v agarju za
Bacillus cereus WSBC 10530

MIC za B. cereus

Ekstrakt (mg/ml) Fenolne spojine (mg/ml)

Dilucija
AquaROX 15 20 5 11,86 2,97
AquaROX 40 5 1,25 4,58 1,14
INOLENS 12 1,25 0,31 0,23 0,06
INOLENS 18 0,63 0,16 0,14 0,03
VivOX 15 0,63 0,14 0,12 0,03
VivOX 20 0,63 0,13 0,14 0,03
VivOX 40 0,31 0,07 0,14 0,03
VivOX 70 0,31 0,06 0,20 0,04
Navadni ricek / / / 0,63

Preglednica 4-7: Vrednosti MIC, pridobljene z difuzijsko in dilucijsko metodo v agarju za
Staphylococcus aureus ATCC 25923

MIC za S. aureus

Ekstrakt (mg/ml) Fenolne spojine (mg/ml)

Dilucija
AquaROX 15 20 5 11,86 2,97
AquaROX 40 20 2,5 18,30 2,29
INOLENS 12 5 1,25 0,92 0,23
INOLENS 18 2,5 0,63 0,54 0,14
VivOX 15 5 0,42 0,99 0,08
VivOX 20 2,5 0,36 0,54 0,08
VivOX 40 0,63 0,16 0,28 0,07
VivOX 70 0,63 0,08 0,40 0,05
Navadni ricek / / / 1,25

Vrednosti MIC, ki smo jih dolo¢ili z difuzijsko metodo so bile bistveno vecje, dejanski
pomen tega na rast bakterij v teko¢em gojiScu pa smo preverili s testiranjem ugotovljenih
koncentracij z obema metodama tako, da smo spremljali kinetiko inhibicije rasti in
odmiranja bakterij v tekoCem gojis¢u med 24-urno inkubacijo. Rezultati so zbrani v
naslednjem poglavju (4.4).
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4.4 KINETIKA INHIBICIJE RASTI/ODMIRANJA V TEKOCEM GOJISCU

Da bi lahko natancenje definirali protimikrobni u¢inek koncentracij MIC, dobljenih na

.....

Izbrali smo ekstrakte, ki so bili z obema metodama najbolj ucinkoviti. Rezultati so
prikazani na slikah 4-3 do 4-9.

Testirane koncentracije smo izbrali na podlagi rezultatov difuzijske metode v agarju z diski
in dilucijske metode v agarju.

4.4.1 Kinetika protimikrobnega delovanja ekstrakta semen navadnega ric¢ka pri
bakteriji B. cereus

Pri ekstraktu semen navadnega ricka z difuzijsko metodo v agarju nismo dobili MIC
vrednosti, zato smo pri kinetiki protimikrobnega delovanja uporabili dve koncentraciji, od
katerih je ena inhibirala, druga pa omogo¢ala rast na agarski plos¢i. Zeleli smo potrditi, da
MIC vrednost inhibira rast testnega organizma tudi v teko¢em gojiscu.

i / —a—Kontrola

E S

@] =m—=Ricek (0,31 mg
E fenolnih spojin/ml)
S )

§ 3 *\ =—4—Ricel (0,63 mg

<

)

m a fenolnih spojin/ml)
2

¢as (h)

Slika 4-3: Rastna krivulja in krivulja odmiranja bakterij B. cereus med 24-urno inkubacijo,
pri 37 °C, v tekocem gojis¢u TSB z dodatkom ekstrakta semen navadnega ricka
(standardne deviacije niso prikazane)

S krivulje odmiranja za bakterijo B. cereus lahko vidimo, da pri vrednosti MIC za ri¢ek
(0,63 mg/ml), ki smo jo dobili z dilucijsko metodo v agarju, Stevilo celic postopoma pada
proti vrednosti ni¢. Za drugo koncentracijo smo si izbrali nizjo koncentracijo (0,31 mg/ml).
Delovanje je bilo za obe koncentraciji inhibitorno le prvih 6 ur, nato pa je Stevilo bakterij
zopet zacCelo narascati, a le nekaj ur, nato pa je ostalo priblizno enako pri manjsi
koncentraciji, pri vecji koncentraciji pa je spet padlo. Koncentracija celic pa v nobenem
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primeru ni presegla zacetne koncentracije celic, torej sta bili v smislu inhibicije rasti
ucinkoviti obe testirani koncentraciji.

Iz teh rezultatov lahko sklepamo, da v tekocem gojiscu inhibitorno delujejo na rast bakterij
ze manjse koncentracije, kot smo jih doloc¢ili z metodo dilucije v agarju.

4.4.2 Kinetika protimikrobnega delovanja ekstraktov roZmarina pri bakterijah B.
cereus in S. aureus

Komercialni rozmarinovi ekstrakti so zelo uc¢inkoviti in se dobro topijo v etanolu, zato so
bolj primerni za raziskave kot ekstrakt semen navadnega ri¢ka ali Ciste fenolne kisline.
Zato smo tudi mi izbrali komercialne ekstrakte za nadaljna testiranja. Da bi prisli do
najboljsih rezultatov, pa smo izbrali le najbolj ucinkovite.

Kinetika protimikrobnega delovanja rozmarinovega ekstrakta VivOX 70 pri bakterijah
B. cereus in S. aureus je prikazana na slikah 4-4 in 4-5.

/

(0]
|

\T

== ontrola

== VivOX 70 (0,04 mg
fenolnih spojin/ml)

== "VivOX 70 (0,20 mg
fenolnih spojin/ml)
W _

S

S

y

B. cerens (log CFU/mmL)

o8]

=
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Slika 4-4: Rastna krivulja in krivulja odmiranja bakterij B. cereus med 24-urno inkubacijo,
pri 37 °C, v tekocem gojis¢u TSB z dodatkom rozmarinovega ekstrakta VivOX 70
(standardne deviacije niso prikazane)

Prvo vrednost MIC za VivOX 70 (0,04 mg fenolnih spojin/ml) smo dobili z metodo
dilucije v agarju, drugo vrednost (0,20 mg fenolnih spojin/ml) pa z metodo difuzije v
agarju (preglednica 4-6). Ker je bila koncentracija, dobljena z difuzijsko metodo vecja, je
bila tudi rast bakterij bolj inhibirana. V drugem primeru, ko je bila minimalna inhibitorna
koncentracija, doloCena v agarju manjsa, pa je Stevilo zivih bakterij najprej padalo, nato pa
zopet zacCelo naraScati. Za to¢nejSo dolocitev inhibicijskega ucinka slednje koncentracije bi
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morali podaljSati ¢as inkubacije, vendar kljub vsem lahko reCemo, da sta obe testirani

koncentraciji delovali inhibitorno na rast bakterij Bacillus cereus.
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Slika 4-5: Rastna krivulja in krivulja odmiranja bakterij S. aureus med 24-urno inkubacijo,

pri 37 °C, v tekocem gojis¢u TSB z dodatkom rozmarinovega ekstrakta VivOX 70
(standardne deviacije niso prikazane)

V obeh primerih je ekstrakt zelo u¢inkovito inhibiral rast stafilokokov, vecja koncentracija
je delovala celo baktericidno, saj po 24-ih urah nismo vec¢ ugotovili zivih celic.
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Na slikah 4-6 in 4-7 je prikazana kinetika protimikrobnega delovanja rozmarinovega
ekstrakta INOLENS 18 pri bakterijah B. cereus in S. aureus.
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Slika 4-6: Rastna krivulja in krivulja odmiranja bakterij B. cereus med 24-urno inkubacijo,
pri 37 °C, v tekoCem gojis¢u TSB z dodatkom rozmarinovega ekstrakta INOLENS 18
(standardne deviacije niso prikazane)

Prvo vrednost MIC ekstrakta INOLENS 18 (0,03 mg fenolnih spojin/ml) smo dobili z
dilucijsko metodo v agarju, drugo vrednost (0,14 mg fenolnih spojin/ml) pa z difuzijsko
metodo v agarju (preglednica 4-6). Kot vidimo na sliki 4-6, je druga koncentracija
inhibirala rast bakterij prvih 6 ur, nato pa je Stevilo bakterij zopet zaCelo narasc¢ati. Krivulji
sta si podobni, le da je pri prvi koncentraciji Stevilo celic vecje. Za tocnejsi rezultat
inhibicijske aktivnosti bi bilo potrebno podaljsati ¢as inkubacije, vendar sta obe testirani
koncentraciji delovali inhibitorno na rast bakterij Bacillus cereus.
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Preverili smo tudi u¢inkovitost INOLENS 18 na bakterije S. aureus.
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Slika 4-7: Rastna krivulja in krivulja odmiranja bakterij S. aureus med 24-urno inkubacijo,

pri 37 °C, v tekoem gojis¢u TSB z dodatkom roZmarinovega ekstrakta INOLENS 18
(standardne deviacije niso prikazane)

Obe koncentraciji sta bili zelo ucinkoviti pri inhibiciji rasti, vecja testirana koncentracija
ekstrakta INOLENS 18 je tekom 24-urne inkubacije delovala celo baktericidno.
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Kinetiko protimikrobnega delovanja rozmarinovega ekstrakta AquaROX 40 pri bakterijah

B. cereus in S. aureus kazeta sliki 4-8 in 4-9.
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Slika 4-8: Rastna krivulja in krivulja odmiranja bakterij B. cereus med 24-urno inkubacijo,
pri 37 °C, v tekocem gojis¢u TSB z dodatkom roZmarinovega ekstrakta AquaROX 40

(standardne deviacije niso prikazane)
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Obe testirani koncentraciji sta se izkazali kot inhibitorni, razlike med njima so bile
minimalne.
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Slika 4-9: Rastna krivulja in krivulja odmiranja bakterij S. aureus med 24-urno inkubacijo,

pri 37 °C, v tekoem gojis¢u TSB z dodatkom rozmarinovega ekstrakta AquaROX 40
(standardne deviacije niso prikazane)

V tem primeru sta bili krivulji odmiranja razlicni. Obe koncentraciji ekstrakta, tako
koncentracija dobljena z dilucijsko metodo v agarju (2,29 mg fenolnih spojin/ml), kot
koncentracija, dobljena z difuzijsko metodo v agarju (18,3 mg fenolnih spojin/ml), unicita

vse bakterije. Ze manj$a koncentracija 2,29 mg fenolnih spojin/ml zado§¢a za baktericidno
delovanje ekstrakta.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

V naSem poskusu smo preucevali vpliv fenolnih spojin v ekstraktu iz semen navadnega
ricka na bakterije rodu Bacillus in Staphylococcus oz. njegovo aktivnost glede na Ciste
fenolne kisline in komercialno pripravljene rozmarinove ekstrakte.

Fenolne spojine, med katere spadajo tudi kisline, ki smo jih obravnavali v diplomski
nalogi, so po raziskavah Stevilnih avtorjev odgovorne za protimikrobno delovanje
ekstraktov. Moreno in sod. (2006) so z metodo HPLC izolirali karnozolno kislino iz
rozmarinovih ekstraktov, da bi potrdili njeno protimikrobno delovanje. Izolirane spojine so
imele podobne vrednosti MIC kot rozmarinovi ekstrakti, na osnovi ¢esar so povzeli, da je
karnozolna kislina najodgovornjeSa komponenta za protimikrobno delovanje ekstrakta
rozmarina. Glede na to, da je tudi navadni ri¢ek naravni vir fenolnih spojin, nas je
zanimalo protimikrobno delovanje ekstrakta iz semen navadnega ricka in posameznih
fenolnih kislin, za katere domnevamo, da so v omenjenem ekstraktu, proti po Gramu
pozitivnim bakterijam B. cereus in S. aureus.

Uporaba protimikrobnih sredstev v veterinarski in humani medicini je doprinesla k
povecani odpornosti bakterij proti protimikrobnim snovem (Threlfall in sod., 2000). Zaradi
tega so za testiranje v klini¢nih, veterinarskih in zivilskih mikrobioloskih laboratorijih
razvili razlicne metode ugotavljanja ucinkovitosti protimikrobnih sredstev oz. odpornosti
mikroorganizmov nanje. V sploSnem lahko te metode razdelimo na difuzijske in dilucijske
oz. razredCitvene metode. Pri vseh omenjenih metodah dolo¢amo eno vrednost, obicajno
MIC, ki je inhibirala oz. ustavila rast bakterij. Poleg tega poznamo Se metode, ki
omogocajo opazovanje protimikrobnega ucinka v daljSem ¢asovnem obdobju, kar pomeni,
da podajo doloceno informacijo o nacinu oz. dinamiki protimikrobnega delovanja (Lopez-
Malo Virgil in sod., 2005).

Poskus smo opravili s tremi razlicnimi in vitro metodami ugotavljanja bakterijske
obcutljivosti oz. ucinkovitosti protimikrobnih uc¢inkovin, in sicer: z metodo difuzije v
agarju z diski, dilucijsko metodo v agarju in dilucijsko metodo v bujonu oz. s spremljanjem
kinetike odmiranja testnih organizmov po dodatku ekstrakta v tekoce gojisce.

5.1.1 Difuzijska metoda v agarju

Difuzijska metoda se rutinsko zelo veliko uporablja, ker je relativnho enostavna. Za
testiranje aktivnosti novih protimikrobnih snovi se lahko uporablja kot presejalna
(»screening«) metoda. Se posebej je uporabna pri preverjanju velikega $tevila izolatov,
torej pri dolocanju protimikrobnega spektra novih protimikrobnih sredstev (Dorman in
Deans, 2000).

Difuzijska metoda je manj obcutljiva od dilucijske, potrebno je tudi ve¢ materiala, tako
gojisca kot tudi samega ekstrakta, da eksperiment lahko uspesno izpeljemo. To je tudi
razlog, da nam poskus z ekstraktom semen navadnega ricka ni uspel. Rezultati, ki smo jih
dobili s to metodo, so podani v preglednicah 4-2 in 4-3.
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Difuzijska metoda v agarju je uspeSna pri uporabi natancno dolocCenih inhibitorjev, ko pa
testiramo ekstrakte, ki vsebujejo neznane sestavine, pa lahko pride do lazno pozitivnih ali
lazno negativnih rezultatov. Tako je lahko zaradi ekstrinzi¢nih faktorjev protimikrobna
ucinkovitost ekstraktov inhibirana ali povefana. Vrsta agarja, koncentracija soli,
temperatura inhibicije in velikost molekul protimikrobnih snovi vplivajo na rezultate
pridobljene z difuzijsko metodo v agarju. S to metodo ne moremo lo€iti med
baktericidnim in bakteristaticnim uc¢inkom, minimalna inhibitorna koncentracija ni
natanc¢no doloc¢ena (Eloff, 1998).

Pri bakterijah Staphylococcus je bil najbolj ucinkovit ekstrakt VivOX 40. Inhibicijo rasti
smo dosegli pri vrednosti 0,28 mg fenolnih spojin/ml. Najmanj u¢inkovit pa je bil ekstrakt
AquaROX 40, inhibicijo rasti smo dosegli pri vrednosti 18,30 mg fenolnih spojin/ml.
Ugotovljene minimalne inhibitorne koncentracije za bakterije rodu Bacillus kazejo na to,
da je bil najbolj uc¢inkovit komercialni ekstrakt VivOX 15. Inhibicijo rasti smo dosegli pri
koncentraciji 0,12 mg fenolnih spojin/ml.

Glede na sestavo ekstraktov, ki je povezana z njihovim protimikrobnim u¢inkom, ter glede
na rezultate pri dilucijski metodi v agarju in v tekocem gojiscu, bi lahko trdili, da rezultati,
dobljeni z difuzijsko metodo v agarju, niso najbolj natan¢ni in zanesljivi. V vecini
primerov so vrednosti visje od pricakovanih.

5.1.2 Dilucijska metoda v agarju

Dilucijska metoda v agarju je standardizirana in zanesljiva tehnika testiranja, ki jo lahko
uporabimo kot referencno metodo za ovrednotenje drugih metod. Je najpogosteje
priporo¢ena metoda za ugotavljanje obcutljivosti (Woods in Washington, 1999).

Pri ekstraktih, ki so zmes razlicnih fenolnih spojin lahko spremljamo tudi morebitni
sinergisti¢ni ucinek posameznih ucinkovin. Aditiven ucinek je, kadar je skupen ucinek
enak vsoti u€inkov posameznih komponent. O sinergizmu govorimo, kadar je skupni
ucinek obeh komponent mocnejsi kot pa vsota posameznih ucinkov. Nasprotno pa
govorimo o antagonizmu, kadar je uc¢inek obeh komponent nizji, kot vsota posameznih
ucinkov (Burt, 2004). Iz naSih rezultatov je vidno sinergisticno delovanje posameznih
fenolnih kislin, ki so glavne sestavine v rozmarinovih ekstraktih in ekstraktu semen
navadnega ricka. Najbolj u€inkoviti so bili ekstrakti skupine VivOX, ki vsebujejo najvecjo
koncentracijo karnozolne kisline, ta je tudi kot ¢ista kislina protimikrobno
najucinkovitejsa.

Rezultati te metode so podani v preglednicah 4-4 in 4-5. Ugotovili smo, da je bila med
fenolnimi kislinami najbolj u¢inkovita karnozolna kislina, sledile so ji p-kumarna, ferulna
in sinapinska kislina. Najmanj uc¢inkoviti fenolni kislini pa sta bili kina in rozmarinska
kislina. Z dobljenimi rezultati lahko potrdimo, da struktura fenolnih kislin vpliva na
protimikrobno uéinkovitost. Ciste fenolne kisline, ki spadajo v skupino hidroksicimetnih
kislin, so bile bolj u¢inkovite od hidroksibenzojskih, kar je bilo pri¢akovati. Te vrste kislin
imajo v svoji strukturi alkensko skupino (-CH=CH-), kar zniza polarnost. Zato so v
primerjavi s hidroksibenzojskimi kislinami v vodi manj topne ali celo netopne. Poleg tega
pa na protimikrobno uc¢inkovitost kislin vpliva tudi prisotnost in Stevilo —OCH3 skupin,
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tako naj bi bila najbolj ucinkovita sinapinska kislina (2 metoksi), sledita ji ferulna (1
metoksi) in p-kumarna (0 metoksi). Zal smo naredili premalo vmesnih razredéitev, da bi
lahko to trditev tudi potrdili. Po drugi strani pa prisotnost —OH skupin zmanjSa
ucinkovitost kislin, zato imajo galna, kina, klorogenska in rozmarinska kislina najslabso
protimikrobno uc¢inkovitost (so pa vse topne v vodi).

Ekstrakt semen navadnega ricka je bil bolj ucinkovit kot Ciste fenolne kisline, z izjemo
karnozolne kisline. Minimalna inhibitorna koncentracija ekstrakta semen ricka je znaSala
0,63 mg fenolnih spojin/ml gojis¢a za sev B. cereus in 1,25 mg fenolnih spojin/ml gojisca
za sev S. aureus. Glede na to, da je v ekstraktu semen navadnega ricka glavna sestavina
sinapinska kislina, ki ima slabso protimikrobno uc¢inkovitost od ekstrakta, lahko tudi v tem
primeru govorimo o sinergisti¢nem delovanju (Vuorela in sod., 2004). Vsekakor pa bi bile
potrebne podrobnejSe raziskave vseh komponent ekstrakta semen navadnega ricka, da bi
lahko z gotovostjo potrdili njihove medsebnojne ucinke.

Ko smo primerjali minimalne inhibitorne koncentracije med seboj glede na rod bakterij,
smo ugotovili, da so bakterije rodu Bacillus bolj obc¢utljive na delovanje ekstraktov, saj so
bile MIC vrednosti nizje, kot pri bakterijah rodu Staphylococcus. Dejstvo pa je, da smo pri
bakterijah rodu Staphylococcus vedno dosegli baktericidni ucinek, pri bakterijah rodu
Bacillus pa nikoli. Vzrok je v tem, da so bacili sporogene bakterije in spore vedno
prezivijo dodatek ekstrakta. To pa je vidno Sele pri spremljanju kinetike rasti in odmiranja.

5.1.3 Primerjava rezultatov, dobljenih z difuzijsko metodo v agarju ter dilucijsko
metodo v agarju in tekofem gojisc¢u

Kot smo Ze povedali, se difuzijska in dilucijska metoda uporabljata za dolocanje
minimalne inhibitorne koncentracije. Tekom poskusa pa smo ugotovili, da se rezultati
razlikujejo. Podani so v preglednicah od 4-2 do 4-5 ter 4-6 in 4-7 in na slikah 4-3 do 4-9.

Primerjava difuzijske in dilucijske metode v agarju

Razlog za razlike med metodama je lahko slaba difuzija protimikrobnih u¢inkovin skozi
agar, zato je najmanjsSa ugotovljena koncentracija, ki je povzro€ila inhibicijo bakterijske
rasti, vecja kot pri dilucijski metodi. Poleg tega razli¢ne protimikrobne snovi difundirajo
razli¢no, kar privede do napak, ¢e primerjamo ucinkovitost ekstraktov z razli¢no sestavo
protimikrobnih snovi (Ellof, 1998).

Primerjava dilucijske metode v agarju in v tekocem gojiscu (spremljanje kinetike)

Da bi lahko natancneje definirali vrednosti MIC, ki smo jih dobili z difuzijsko in dilucijsko
metodo v agarju, smo ob dodatku znane koli¢ine ekstrakta spremljali casovno odvisnost
rasti/odmiranja bakterij. Z difuzijsko in dilucijsko metodo v agarju ne moremo dolociti
minimalne baktericidne koncentracije (MBC), to nam pokazejo krivulje odmiranja.
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5.1.4 Kinetika inhibicije rasti/odmiranja

Krivulje inhibicije ali celo odmiranja se pogosto uporabljajo za ovrednotenje
protimikrobnega delovanja sredstev proti bakterijam, kvasovkam, plesnim. Ker podajajo
rezultate veCjega Stevila vzorcenj, so bolj informativne kot rezultati metod s kon¢no tocko
merjenja. Meritve koncentracije mikrobnih celic smo izvedli v neselektivnem bujonu TSB,
v katerega smo dodali protimikrobno sredstvo v doloCeni koncentraciji in inokulum
testnega mikroorganizma. Inkubacija je potekala pri optimalni temperaturi 37 °C, 48 ur.
Rezultati so podani v obliki krivulj in so prikazani na slikah od 4-3 do 4-9.

Modelni poskusi tega diplomskega dela so pokazali, da so v tekoCem gojiS¢u inhibitorno
delovale na rast vse koncentracije, ki smo jih predhodno dolocili z difuzijsko ali dilucijsko
metodo. Pri ekstraktu semen navadnega ricka se je pokazalo, da so inhibitorno ucinkovale
celo manjSe koncentracije. Rezultati kazejo na to, da so vrednosti MIC, dobljene z
dilucijsko metodo v agarju to¢nejSe. Po vsej verjetnosti pa bi lahko nadaljevali z razvojem
Se cenejSe in tocnejSe izbirne metode za testiranje ucinkovitosti rastlinskih ekstraktov, ker
so bile koncentracije, dobljene na agarskih ploScah, dostikrat vecje od tistih, ki so med
inkubacijo v tekocem gojiscu Ze delovale inhibitorno.

5.1.4.1 Kinetika protimikrobnega delovanja ekstrakta semen navadnega ri¢ka pri bakteriji
B. cereus

Meritve koncentracije mikrobnih celic smo izvedli v TSB bujonu, v katerega smo dodali
razli¢ne koncentracije protimikrobnega sredstva in inokulum bakterij B. cereus. Inkubacija
je potekala pri optimalnih pogojih, 37 °C, 24 ur (slika 4-3).

Koncentracije protimikrobnega sredstva v tem delu eksperimenta smo izbrali na osnovi
rezultatov dilucijske metode v agarju. Uporabili smo dve razli¢ni koncentraciji v obmocju
vrednosti MIC, dolocene z dilucijsko metodo v agarju. Izbrali smo si MIC vrednost 0,63
mg/ml in nizjo koncentracijo 0,31 mg/ml. Pri obeh koncentracijah je delovanje ekstrakta
bakteristaticno. Lahko bi celo rekli, da je vrednost MIC v tem primeru celo nizja od
vrednosti, ki smo jo dolocili z dilucijsko metodo v agarju in je 0,31 mg fenolnih kislin/ml.

5.1.4.2 Kinetika protimikrobnega delovanja ekstraktov rozmarina pri bakterijah B. cereus
in S. aureus

Meritve koncentracije mikrobnih celic smo tudi tokrat izvedli v TSB bujonu, v katerega
smo dodali razli¢ne koncentracije protimikrobnega sredstva in inokulum bakterij B. cereus
in S. aureus. Inkubacija je potekala pri optimalnih pogojih, 37 °C, 24 ur (slike 4-4 do 4-9).

Koncentracije protimikrobnega sredstva smo izbrali na osnovi rezultatov dilucijske metode
v agarju in difuzijske metode z diski. Uporabili smo torej dve razli¢ni koncentraciji, in
sicer vrednost MIC dolo¢eno z agar dilucijsko metodo in vrednost MIC doloc¢eno z
difuzijsko metodo. Ugotovili smo, da se rezultati razlikujejo med seboj na osnovi razli¢ne
vrste mikroorganizma. Pri bakteriji B. cereus nikoli nismo dosegli baktericidnega ucinka.
V vseh primerih je bila rast bakterij nekoliko zavrta, pri nizjih koncentracijah (agar
dilucijska metoda) pa je celo narascala, a ni presegla zacetnega Stevila. Pri bakteriji S.
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aureus pa je bilo stanje popolnoma drugacno. Najvecja koncentracija dodanega ekstrakta je
vedno delovala baktericidno po 24-ih urah inkubacije.

5.2 SKLEPI

Dolocili smo minimalne inhibitorne koncentracije ekstrakta semen navadnega ricka,
izbranih Ccistih fenolnih spojin in roZzmarinovih ekstraktov. Za doloc¢itev minimalne
inhibitorne koncentracije smo uporabili difuzijsko metodo v agarju in dilucijsko metodo v
agarju. Dobljene koncentracije smo nato uporabili pri spremljanju kinetike
protimikrobnega delovanja. Povzamemo lahko naslednje sklepe:

- Pri dilucijski metodi se kazejo kot u¢inkovite ze nizje koncentracije, razlika pa je
odvisna od ekstrakta in testnega mikroorganizma.

- Rezultati, dobljeni z krivuljami inhibicije rasti/odmiranja kazejo, da so vrednosti
MIC, dobljene z dilucijsko metodo v agarju, to¢nejse. Poleg tega krivulje pokaZzejo
tudi baktericidno delovanje proti bakterijam rodu Staphylococcus, pri sporogenih
bakterijah rodu Bacillus pa pride do inhibicije rasti.

- Potrdili smo, da je ekstrakt semen navadnega ricka dober vir fenolnih spojin s
protimikrobno ucinkovitostjo. Vrednost MIC dobljena z dilucijsko metodo v agarju
za ekstrakt semen navadnega ricka je 0,63 mg fenolnih spojin/ml gojis€a pri
testnem organizmu B. cereus in 1,25 mg fenolnih spojin/ml gojis¢a pri testnem
organizmu S. aureus.

- Med fenolnimi kislinami je najbolj ucinkovita karnozolna kislina, med
rozmarinovimi ekstrakti pa ekstrakti skupine VivOX.

- Ekstrakt semen navadnega ricka in tudi rozmarinovi ekstrakti so v primerjavi s
Cistimi fenolnimi kislinami, ki jih vsebujejo, bolj ucinkoviti, kar kaze na
sinergisticno delovanje razli¢nih fenolnih spojin rastlinskih ekstraktov.
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6 POVZETEK

V Zivilstvu naras¢a zanimanje za uporabo naravnih snovi s protimikrobnim delovanjem.
Sprejete so kot varne, mnoge se ze uporabljajo kot aditivi zaradi dobro preucenega
antioksidativnega delovanja. Tudi kupci dajejo prednost zivilom brez kemijskih
konzervansov, z manjSo koncentracijo soli in sladkorja ter brez radikalnih nacinov
konzerviranja. Med naravne rastlinske dodatke sodijo tudi komercialni rozmarinovi
ekstrakti, ki se v praksi uporabljajo ze leta in navadni ri¢ek, katerega protimikrobno
ucinkovitost smo dokazali v diplomski nalogi.

Navadni ri¢ek je imel v zgodovini pomembno mesto med poljS¢inami, predvsem zaradi
nezahtevnosti rastline, njene vsestranske uporabnosti ter zelo velike hranilne in zdravilne
vrednosti olja. V olju ri¢ka je visok odstotek tokoferolov, ki delujejo kot antioksidanti in
stimulirajo imunski sistem. Rickovo olje se uporablja tudi kot nosilec za naravne pesticide,
kot osnova za ekoloske barve in lake, v kozmeti¢ni industriji in za bio gorivo. Seme je
visoko hranljivo in kot tako primerno za uporabo v prehrani.

Rozmarin je rastlina, ki se lahko uporablja kot zelisce ali za¢imba, v kozmetiki, farmaciji,
medicini in v Zivilstvu. RoZzmarin je znan vir doloCenih polifenolnih spojin, ki so
odgovorne za njegovo antioksidativno in protimikrobno delovanje. Najbolj pomembne
sestavine za tovrstno delovanje so po ugotovitvah Morena in sod. (2006) karnozolna
kislina in karnozol, kavna kislina in njeni derivati, npr. rozmarinska kislina.

Bakterije rodu Bacillus in Staphylococcus so med pomembnimi povzroditelji kvarjenja
zivil in tudi toksikoinfekcij ljudi. Zaradi specificne strukture celicne stene so obcutljive za
delovanje naravnih protimikrobnih snovi v nizkih koncentracijah.

V diplomski nalogi smo ugotavljali protimikrobno aktivnost ekstrakta semen navadnega
ricka, Cistih fenolnih spojin in ekstraktov rozmarina na bakterije Bacillus cereus in
Staphylococcus aureus s tremi metodami. Uporabili smo standardno dilucijsko metodo v
agarju, difuzijsko metodo v agarju z diski in metodo v bujonu. Zeleli smo izbrati optimalno
metodo in jo uporabiti za dolo¢itev minimalne inhibitorne koncentracije ekstraktov in
Cistih fenolnih kislin, ki inhibirajo rast bakterij B. cereus in S. aureus. Namen dela je bil
potrditi, da je navadni ri¢ek vir fenolnih spojin s protimikrobno uc¢inkovitostjo ter da imajo
fenolne spojine, za katere domnevamo, da se nahajajo v metanolnem ektraktu iz semen
navadnega ri¢ka sinergisticno protimikrobno delovanje, ki je ucinkovitejSe od Cistih
fenolnih spojin in primerljivo z delovanjem komercialnih rastlinskih ekstraktov.

V eksperimentalnem delu smo uporabili ¢iste fenolne spojine, ekstrakt semen navadnega
ricka in rozmarinove ekstrakte. Testne kulture smo pripravili v tekocem gojis¢éu BHI.
Koncentracije ekstraktov smo pripravili glede na preucevano metodo. Pri vseh metodah
smo kulturo inkubirali na trdnem gojis¢u TSB, 24 do 48 ur pri 37°C. Po inkubaciji smo
odcitali rezultate. Kot vrednost MIC smo Steli tisto koncentracijo, pri kateri ni bilo vidne
rasti bakterij na gojiscu.

Ugotovili smo, da so rezultati dilucijske metode v agarju in difuzijske metode z diski tezko
primerljivi. Pri difuzijski metodi so za minimalno inhibicijsko cono potrebne vecje
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koncentracije ekstraktov v gojis¢u kot pri dilucijski metodi. Predvidevamo, da je vzrok za
to slaba difuzija agensa v agarju in sama metoda difuzije. Z dilucijsko metodo v agarju
smo dolocili vrednost MIC ekstraktov rozmarina v obmoc¢ju 0,03 do 2,97 mg fenolnih
spojin/ml pri bakteriji B. cereus in od 0,05 do 2,97 mg fenolnih spojin/ml pri bakteriji S.
aureus. Z difuzijsko metodo pa smo dolocili vrednost MIC v obmoc¢ju 0,12 do 11,86 mg
fenolnih spojin/ml pri bakteriji B. cereus in od 0,28 do 18,30 mg fenolnih spojin/ml pri
bakteriji S. aureus.

Za ciste fenolne kisline so bile vrednosti MIC od 0,16 do 10 mg fenolnih spojin/ml pri
bakterijah B. cereus in S. aureus, dolocene z dilucijsko metodo v agarju.

Vrednosti MIC za ekstrakt semen navadnega ricka, doloceni z difuzijski metodo v agarju,
sta bili: 0,63 mg fenolnih spojin/ml pri bakteriji B. cereus in 1,25 mg fenolnih spojin/ml pri
bakteriji S. aureus.

Pri preuc¢evanju morebitnega sinergisti¢nega delovanja fenolnih spojin smo ugotovili, da
imajo fenolne spojine v ekstraktu semen navadnega ricka sinergisticno protimikrobno
delovanje.

Z rezultati smo potrdili moZnost uporabe ekstrakta semen navadnega ricka kot
protimikrobnega sredstva, ki inhibira rast patogenih mikroorganizmov v hrani in s tem
preprecuje njeno kvarjenje. Potrebno pa je poudariti, da je uporaba ekstraktov semen
navadnega riCka kot protimikrobnih sredstev omejena zaradi dodajanja velikih koli¢in
ekstrakta, ki lahko povzro€i oster vonj in spremembo barve zivila. Visokim koncentracijam
ekstrakta bi se lahko ognili z uporabo ekstrakta v kombinaciji z nekaterimi sestavinami, ki
imajo sinergisti¢no protimikrobno delovanje.
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