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Namen naloge je bil ugotoviti u¢inek rozmarinskega izvlecka na toplotno odpornost spor sevov
Bacillus cereus (ZMJ 91), Bacillus cereus (ZMJ 164), Alicyclobacillus acidoterrestris (ZMJ
184) in Alicyclobacillus acidiphilus (ZMJ 185). Uporabili smo komercialno pripravljen
izvle¢ek rozmarina s 40,69 % karnozolne kisline (Vitiva d.d., Slovenija), za katerega je Ze bilo
potrjeno inhibitorno delovanje na rast omenjenih bakterij v in vitro pogojih in v Zivilih.
Minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC) in njeno Stirikratno vrednost smo dodali vsaj teden
dni starim, predhodno pripravljenim koncentriranim suspenzijam spor (10*-107 spor/mL) in
preverjali njihovo viabilnost po 1-10 minutni toplotni obdelavi pri temperaturah 80-100 °C.
Potrdili smo hipotezo, da se toplotna odpornost testiranih sevov med seboj dokaj razlikuje.
Ugotovili smo, da so spore rodu Alicyclobacillus bolj ob¢utljive na toplotno obdelavo od spor
vrste Bacillus cereus. Med slednjimi so bile spore seva B. cereus (ZMJ 91), ki je znan kot
producent emetiénega toksina, bolj ob&utljive kot spore seva B. cereus (ZMJ 164), ki je znan
producent diarealnega toksina. V vseh primerih pa smo potrdili, da je dodatek rozmarinskega
izvlecka suspenziji spor pred toplotno obdelavo povecal obc¢utljivost spor oz. zmanjsal njihovo
viabilnost po toplotni obdelavi glede na kontrolo, kateri izvlecek ni bil dodan. Za kvantitativno
ovrednotenje ucinka izvlecka na toplotno obcutljivost spor smo iz termic¢nih inaktivacijskih
krivulj izradunali D-vrednosti. Za spore vrste Bacillus cereus (ZMJ 164) brez dodatka
izvlecka je Djgo znasala 4,77 min, z dodatkom izvlecka v koncentraciji MIC pa 2,44 min. Za
spore Alicyclobacillus acidoterrestris (ZMJ 184) smo izra¢unali D-vrednosti 15,90 min brez
dodatka izvlecka, z dodatkom izvlecka v koncentraciji MIC pa 3,03 min pri temperaturi
segrevanja 90 °C. Rezultati nakazujejo potencialno uporabnost izvlecka ne le za inhibicijo
rasti bakterij, ampak tudi za povecCanje ucinkovitosti pasterizacije, torej zagotavljanja
kakovosti in varnosti toplotno obdelanih zivil, ki jih ogrozajo toplotno odporne bakterijske
spore.
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The aim of our research was to determine what effect rosemary extract has on the thermal
resistance of spores Bacillus cereus (ZMJ 91), Bacillus cereus (ZMJ 164), Alicyclobacillus
acidoterrestris (ZMJ 184) and Alicyclobacillus acidiphilus (ZMJ 185). Commercial rosemary
extract VivOX 40 (Vitiva d.d., Slovenia) with 40.69 % carnosic acid was used and has already
been confirmed as inhibitor of growth of these bacteria in vitro and in foodstuffs. Minimum
inhibitory concentration (MIC) and four times its value were added to at least a week old, pre-
prepared concentrated spore suspensions (10*-10” spores/mL) and examined their viability in
1-10 minute heat treatments at temperatures 80-100 °C. We confirmed the hypothesis that the
thermal resistance varies between tested strains. Alicyclobacillus genus spores were found to
be more sensitive to heat treatment than spores of Bacillus cereus strains, B. cereus (ZMJ 91)
also known as a producer of emetic toxin was found to have more sensitive spores than B.
cereus (ZMJ 164) strain, producer of diarrheal toxin. In all cases, we confirmed that the
addition of the rosemary extract to the spore suspension before heat treatment had increased
sensitivity of the spores or reduced their viability after heat treatment in comparison to control
sample (without extract addition). For quantitative evaluation of the effect of the extract on the
thermal sensitivity of spores, the thermal inactivation curves were used to calculate D-values
of Bacillus cereus (ZMJ 164) with values of 4.77 min without the extract and 2.44 min with
extract with MIC concentration at 100 °C. For Alicyclobacillus acidoterrestris (ZMJ 184), we
calculated D-value of 15.90 min without the extract and 3.03 min containing the extract with a
concentration of MIC at heating temperature of 90 °C. The results suggest the potential
usefulness of the extract, not only as the inhibitor of bacterial growth, but also to increase
effectiveness of pasteurization, thus ensuring quality and safety of heat-processed foods, which
are affected by heat-resistant bacterial spores.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

OkrajSava, simbol Pomen

A. acidiphilus Alicyclobacillus acidiphilus

A. acidoterrestris Alicyclobacillus acidoterrestris

AM gojisce Alicyclobacillus, tekoci ali trdni medij

ATCC American Type Culture Collection

B. cereus Bacillus cereus

BCA agar Bacillus cereus agar

BHI Brain Heart Infusion bujon

CFU kolonijska enota (ang. »Colony Forming Unit«)

DNA deoksiribonukleinska kislina

DPA dipikolinska kislina

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen

g gravitacijska sila

EtOH etanol

MIC minimalna inhibitorna koncentracija

NCTC National Collection of Type Cultures

OTC oksitetraciklin

ppb §t. delcev na milijardo

RPM obrati na minuto

SASP majhni, v kislinah topni proteini (ang. »Small, Acid-
Soluble Proteins«)

TEM transmisijski elektronski mikroskop

TSA tripton soja agar (Tryptone Soya Agar)

TSB tripton soja bujon (Tryptone Soya Broth)

UVT ultra visoka temperatura

WSBC tipski sev zbirke Weihenstephan B. cereus Culture
Collection

ZM] mikrobioloska zbirka Laboratorija za zivilsko

mikrobiologijo na Oddelku za zivilstvo,
BiotehniSke fakultete
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1 UVOD

Zacimbe in zelisca so vedno imela pomembno vlogo pri pripravi hrane in pijac, saj vsebujejo
Stevilne aromaticne, pa tudi antioksidativne in protimikrobne snovi, ki prispevajo k boljsi
kakovosti, npr. izboljSanim senzori¢nim lastnostim, pa tudi k varnosti in podaljSani obstojnosti
hrane, saj zavirajo njeno kvarjenje. Na ta nacin lahko nadomestijo druge, npr. kemijske
dodatke.

Sodobni potrosniki zahtevajo prehranske izdelke z manj sintetiénimi dodatki, hkrati pa tudi
povecano varnost in obstojnost zivil. Te zahteve povecujejo pomen rastlinskih zas¢itnih snovi,
ki lahko preprecujejo kvarjenje zivilskih izdelkov in rast patogenih mikroorganizmov.

Rozmarin (Rosmarinus officinalis L.) je zimzelen grm z Stevilnimi uporabnimi lastnostmi.
Dodan v obliki listov ali kot izvlecek podaljSuje obstojnost zivil s preprecevanjem oksidacije.
Fenolne spojine rozmarinskega izvlecka imajo tudi protimikrobno aktivnost na Gram
pozitivne bakterije, saj zavirajo njihovo rast (Del Campo in sod., 2000).

Mnogi rastlinski izvleCki imajo dokazano protimikrobno delovanje na bakterije v obliki
zaviranja njihovega razmnozevanja oz. hitrosti rasti, pa tudi zmanjSevanja Stevila vegetativnih
mikrobnih celic v zivilih. Kvarjenje in zdravstveno neustreznost pa lahko povzrocajo tudi
sporogene bakterije. Bakterije rodu Bacillus so v naravi in tudi Zzivilstvu zelo razSirjene
sporogene bakterije. Poleg Stevilnih vrst, ki kvarijo razli¢na zivila, vrsto Bacillus cereus
povezujemo z dvema oblikama alimentarnih toksikoinfekcij - z zastrupitvijo z emeti¢nim
toksinom in ¢revesno okuzbo z diarejo. Bakterije rodu Alicyclobacillus so termofilne, aerobne,
nepatogene, sporogene bakterije, ki lahko rastejo tudi pod vrednostjo pH 3. Povzrocajo kvar
jabol¢nega in pomarancnega soka oz. povsod tam, kjer je kislost zadosti nizka, da te acidofilne
bakterije rastejo (Goto, 2007; Bhunia, 2008).

Bakterijske spore nastanejo s sporulacijo vegetativnih bakterijskih celic takrat, ko pogoji za
rast in razmnozevanje postanejo neugodni. Prezivijo lahko daljSa obdobja pri visokih
temperaturah, susi in ob prisotnosti kemikalij. Spore kalijo v vegetativne celice, ko so razmere
za rast spet ugodne. V zivilski tehnologiji je zelo pomemben parameter toplotna odpornost
spor, saj so visoke temperature sterilizacijskih postopkov dale¢ najveckrat uporabljen nacin
unicevanja bakterijskih spor v zivilih. Pri toplotni odpornosti spor so najpomembnejsi
dejavniki temperatura, pri kateri je spora nastala, vrednost pH in hranilne snovi v mediju,
vodna aktivnost (ay), raven kisika, prisotnost organskih kislin in razli¢nih protimikrobnih
snovi (Holdsworth in Simpson, 2008).

Ze pred leti so opazili, da so pijate v aparatih s toplimi napitki bolj obstojne, ¢e so
pripravljene na osnovi zelenega ¢aja. Sakanaka in sod. (2000) so zato naredili raziskave vpliva
polifenolov v zelenem c¢aju na toplotno odpornost bakterijskih spor rodov Bacillus
stearothermophilus in Clostridium thermoaceticum. Toplotna odpornost spor se je po dodatku
rastlinskih polifenolov zmanjsala pri obeh bakterijskih vrstah.
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Ker so bili v laboratoriju za zivilsko mikrobiologijo v teku poizkusi za dokazovanje
protimikrobne aktivnosti rastlinskih fenolov v obliki inhibicije rasti razlicnih sevov bakterij,
vklju¢no s sporogenimi rodovi, smo Zeleli preizkusiti tudi njihov protimikrobni u¢inek v obliki
zmanjSanja toplotne odpornosti spor, kar je v zivilstvu zelo pomembno za ohranjanje
kakovosti in varnosti toplotno obdelanih Zivil. Zato smo postavili naslednje cilje diplomskega
dela:

1.1 CILJI RAZISKOVANJA

Cilj diplomske naloge je bil ugotoviti ucinek komercialnega rozmarinskega izvlecka VivOX
40 in temperature toplotne obdelave na toplotno odpornost spor razli¢nih sevov rodov Bacillus
in Alicyclobacillus. Najprej smo raziskali in primerjali toplotno odpornost bakterijskih spor
brez dodatka rastlinskega izvlecka, nato pa Se ob razlicnih koncentracijah rastlinskega
izvlecka. Pri eksperimentalnem delu smo izhajali iz naslednjih hipotez:

1.2 DELOVNE HIPOTEZE
e Toplotna odpornost spor razli¢nih sevov vrste B. cereus in rodu Alicyclobacillus je
razli¢na.
e Toplotno obcutljivost spor lahko pove¢amo z dodatkom rozmarinskega izvlecka.

e Sinergisticni ucinek je odvisen od uporabljene temperature toplotne obdelave in
koncentracije izvlecka.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ROZMARIN

RoZmarin je gostolistni zimzeleni grm iz druzine ustnatic (Lamiaceae). Doma je v suhih
sredozemskih obmocjih, kjer zraste do 2 m visoko. V Evropi ga Ze stoletja gojijo kot diSavno
zelisCe. Mnoge varietete, ki jih gojijo kot okrasne rastline, izhajajo iz navadnega roZzmarina
(Rosmarinus officinalis). Raste v suhih, juznih delih Evrope, predvsem v mediteranski regiji
na vseh substratih do 2800 metrov. Najved ga pridelajo v Spaniji, Tuniziji in Maroku
(Rosemary-eco, 2006). Protimikrobne komponente, ki jih najdemo v celotni druzini
Lamiaceae in sorodni druzini Labiatae, ucinkujejo na Sirok spekter mikroorganizmov
(Fernandez-Lopez in sod., 2005). Imajo tudi antioksidativne lastnosti, ki so zelo pomembne za
ohranjanje kakovosti hrane, podaljSevanje obstojnosti in preprecevanje ekonomskih izgub
(Yin in Cheng, 2003).

2.1.1 Uporaba in lastnosti roZmarina

Celotna rastlina se uporablja pri izdelavi eteri¢nega olja in oleorezina, ki ima pomembno
mesto v tradicionalni in moderni medicini. Rozmarin ucinkuje kot sredstvo proti vetrovom
(flavanoidi), kot antidepresiv, sredstvo proti kr¢em (hlapna olja), sredstvo za pordecenje koze
(fenoli), ima protimikrobni (diterpeni), protivnetni in antikancerogeni ucinek (karnozol), velja
kot razstrupljevalec jeter (karnozol in izvleCek cele rastline), protirevmati¢no sredstvo
(rozmarinsko mazilo) in sredstvo za povzrocitev splava (vodni izvlecek) (Jones, 2002; Plouzek
in sod., 1999). Tradicionalno so ga uporabljali kot antiseptik in konzervans v hrani, Se preden
so izumili hladilnik (Cuvelier in sod., 1996).

Slika 1: Rozmarin (Rosmarinus officinalis L.) (Rosemary..., 2007).
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2.1.2 Kemijska sestava roZmarina

Preglednica 1: Glavne u¢inkovine v listu rozmarina (Rosemary-eco, 2006; Del Campo in sod.,
2000).

komponente koncentracija (%)
Eteri¢na olja a-pinen;  1,8-cineol;  kamfor, | 1 -2,5%
kamfen, borneol, bornil acetat, o-
terpineol
Polifenoli Flavonoidi apigenin, rutin,  hesperetin, | -
genkvanin
Fenolne kavna kislina, klorogenska kislina | 2 - 3 %
kisline in rozmarinska kislina
Terpenoidi Diterpeni karnozolna kislina in karnozol (v | > 4 %
vecini), rozmanol, epirozmanol. ..
Triterpeni ursolna kislina 2-4%

Snovi, ki nas zanimajo, lahko delimo tudi po kriteriju polarnosti v 3 skupine (Del Campo in
sod., 2000):

- fenolne kisline: ferulna kislina, kavna kislina, rozmarinska kislina

- flavonoidi: apigenin, rutin, hesperetin, genkvanin

- fenolni diterpeni: karnozolna kislina, karnozol, rozmanol, rozmandial, karnozolna
kislina o-kinin, epirozmanol, isorozmanol.

Rozmarinska kislina je ester, ki nastane z povezavo kavne (3,4-hidroksi-dihidrokavne kisline)
in mle¢ne kisline. Predstavlja eno izmed najbolj pogostih estrov kavne kisline v rastlinskem
materialu. Bioloski ucinki rozmarinske kisline so protibakterijski, protivirusni in
antioksidativni. Nedavne raziskave ji pripisujejo tudi anti-HIV aktivnosti (Chen in sod., 1999).

Flavonoidi so fenolne strukture z eno karbonilno skupino in hidroksilirane fenolne snovi,
katere se pojavljajo v Cs-Cs enotah, povezanih v aromatski obro¢. Rastline jih sintetizirajo kot
protimikrobni odgovor pri okuzbah, ki pa se pokaze tudi in vitro proti Siroki paleti
mikroorganizmov. Ta aktivnost je povezana z sposobnostjo ustvarjanja kompleksov z
bakterijskimi proteini in bakterijsko celicno steno. Proteini pri tem izgubijo svojo funkcijo.
Nekatere protimikrobne snovi delujejo kompleksno na vec tarénih mest oz. organel celice. Pri
nekaterih drugih pa izkoriS¢amo prav specificno ucinkovanje, npr. inhibicijo kaljenja
bakterijskih spor, kar je razumljivo, saj je le malo moznosti za obvladovanje sporogenih
bakterij (Smole MozZina in sod., 2009).
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2.1.3 Fenolni diterpeni

Fenolni diterpeni so znani po moc¢ni antioksidativni aktivnosti, mocni aktivnosti proti
tumorjem, proti-HIV in protimikrobni aktivnosti (Schwarz, 2002).

Karnozolno kislino so nasli v najvec¢ji koncentraciji v listih rozmarina in Zajblja (Rosmarinus
officinalis L., Salvia officinalis L.), najve¢ v kloroplastih. Kot organel je kloroplast najbolj
izpostavljen oksidativnim poskodbam v celici, prav zaradi visjih vsebnosti kisika in tvorbe
radikalov, zaradi opravljanja funkcije fotosinteze. Radikali lahko poskodujejo membrano in
povzrocijo celicno smrt, ki jo karnozolna kislina s svojo antioksidativno aktivnostjo ustavi.
Koncentracija karnozolne kisline v listih je odvisna od letnega ¢asa, in sicer je imajo najvec
listi poleti, najmanj pozimi. Nizka vlaga povzro¢i stresno situacijo, ki posledi¢no prav tako
poveca koncentracijo karnozolne kisline (Schwarz, 2002).

Od vseh fenolnih diterpenov sta najbolj ucinkovita antioksidanta karnozolna kislina in
karnozol, ki sta ucinkovitejSa od a-tokoferola, butiliranega hidroksitoluena (BHT) in
butiliranega hidroksitoluena (BHA). Ostali fenolni diterpeni, npr. roZmanol, izhajajo iz
karnozolne kisline. Pretvorbo lahko sprozi oksidacija (radikali), daljSe hranjenje, ekstrakcija in
encimska dehidrogenacija karnozolne kisline (Masuda in sod., 2001).

OH CH3

OH CH3 \

\ °% CH
T i s

CH3 oR L =

cH3 TCH3
crf “cm3 oR
Ro¥manol Karnozolna kislina Karnozol

Slika 2: Najpomembnejsi antioksidanti v roZzmarinu (Armengol in Betés, 1995).
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2.1.4 Ekstrakcija izvleka roZmarina

Ekstrakcija eterinega olja poteka z destilacijo, ker so komponente hlapne. V primeru
nehlapnega izvlecka pa se uporablja konvencionalna solventna ekstrakcija z uporabo razli¢nih
topil, kot so heksan, benzen, etilen, kloroform, dioksan in metanol. Uporablja se tudi super-
kriticna tekocCinska ekstrakcija (SFE) s CO,, ki omogoca najucinkovitejSo ekstrakcijo
karnozolne kisline v Cisti obliki (Tena in sod., 1997).

2.1.5 Protimikrobno delovanje komponent roZmarina

Rastlinski izvlecki ponavadi vsebujejo veliko razli¢nih kemijskih sestavin, med katerimi ima
vsaka lahko drugacen nacin delovanja. Tarce ter principi delovanja so lahko povezani s
poskodbo celicne stene, membrane, membranskih proteinov, uhajanjem celi¢ne vsebine,
koagulacijo citoplazme in zmanjSanjem protonskega gradienta (Burt, 2004; Smole Mozina in
sod., 2009).

Pomembna lastnost fenolnih komponent je hidrofobnost, ki jim omogoc¢a vgraditev v lipide v
celi¢ni steni bakterije in mitohondriju ter posledi¢no povzrocijo vecjo prepustnost in zmotijo
delovanje teh struktur. Zatem se lahko pojavi pus€anje ionov in celicne vsebine, katere celica
dopusca do neke meje, brez izgube viabilnosti. Izgubo kriti¢énih molekul, ionov in preveliko
puscanje vsebine pa bo vedno vodilo do celicne smrti (Burt, 2004).

Med fenolnimi komponentami iz rozmarinskega izvlecka je karnozolna kislina najbolj
protimikrobno uc¢inkovita (Del Campo in sod., 2003; Moreno in sod., 2006). Raziskave so bile
opravljene na vrsti Listeria monocytogenes s karnozolno kislino, ki ima boljSo protimikrobno
aktivnost pri nizjih vrednostih pH in slabSo pri vi§jih koncentracijah NaCl. Kaze baktericidni
ucinek na bakterijah L. monocytogenes pri nizkih koncentracijah karnozolne kisline (ca. 100-
krat nizjih kot v zivilu). Princip delovanja karnozola je inhibicija poti sinteze nukleinskih
kislin, karnozolne kisline pa preprecevanje vgrajevanja timidina v DNA in uridina v RNA
(Schwarz, 2002).

Razli¢ni rozmarinski izvleCki so pokazali inhibitorno aktivnost na bakterijski vrstah
Staphylococcus aureus, S. albus, Escherichia coli, Corynebacterium spp., Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Salmonella spp., Listeria monocytogenes in Vibrio cholerae. Karnozol in
ursolna kislina sta bila odgovorna za protimikrobni ucinek, ki vklju€uje tudi HIV-1 virus,
glive (Aspergillus spp. itd.) in mle¢nokislinske bakterije (npr. Lactobacillus brevis). Metanolni
rozmarinski izvlecek (30 % karnozolne kisline, 16 % karnozola, 5 % rozmarinske kisline) je
pokazal najve¢ji protimikrobni ucinek proti Gram pozitivnim bakterijam. Minimalna
inhibitorna koncentracija (MIC) je znaSala med 2-15 mg/mL. Proti Gram negativnim
bakterijam in kvasovkam so bile te vrednosti visje (med 2-60 mg/mL), torej je bila
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ucinkovitost slabsa. Sama roZzmarinska kislina (15 %) v vodni raztopini je bila veliko manj
ucinkovita od rozmarinskega izvlecka (Moreno in sod., 2006).

Novejse raziskave so opravili Klanénik in sod. (2009) na bakterijah Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Campylobacter jejuni in Salmonella Infantis. Z razliénimi metodami
ugotavljanja protimikrobne aktivnosti so ugotovili ve¢jo obcutljivost Gram pozitivnih bakterij.
Minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC) z dilucijsko metodo v agarju za vrsti S. aureus in
B. cereus so ugotovili pri 0,078 - 0,625 mg/mL koncentracije komercialnega izvlecka s 40 %
karnozolne kisline. Pokazali so tudi veliko razliko v protimikrobni ucinkovitosti v olju
topnega rozmarinskega izvlecka in vodotopno formulo. V olju topna formula se je izkazala
kot veliko bolj protimikrobno u¢inkovita.

2.2 BAKTERIE

2.2.1 Bakterije rodu Bacillus

2.2.1.1 Zgodovina

Rod Bacillus je poimenoval Ferdinand Cohn leta 1872, ko je preimenoval Ehrenbergov
»Vibrio subtilis« v Bacillus subtilis. Vrsto B. cereus sta prvi¢ izolirala in opisala mikrobiologa
Frankland 1887. leta. Ugotovila sta, da so to obicajni in pogosti mikroorganizmi v prsti. V
Evropski literaturi je Ze na zacetku 20. stoletja veliko porocil o zastrupitvah z hrano s to vrsto
ali tem bakterijam podobnimi mikroorganizmi (Kramer in Gilbert, 1989).

2.2.1.2 Morfoloske in fizioloske lastnosti bakterije B. cereus

Bakterija B. cereus je ubikvitarna, Gram pozitivna, sporogena, aerobna ali fakultativno
anaerobna bakterija paliaste oblike. Dimenzije vegetativnih celic so priblizno 0,5 x 1,2 do 2,5
x 10 um in se pojavljajo samostojno ali v verizicah. Vecina bacilov je gibljivih. Rastna
temperatura je 4-50 °C, z optimumom od 25 do 37 °C, termofilni sevi pa tudi do 75 °C.
Psihrotolerantne seve bacilov najdemo v mleku in mle¢nih izdelkih. B. cereus ponavadi ne
raste pod pH 4,5 (Bhunia, 2008). Tvori lahko eno endosporo v centralni ali paracentralni
poziciji. Celica sporulira na Stevilnih medijih v aerobnih razmerah in najhitreje pri 30 °C.
Doloceni sevi lahko izkori$¢ajo saharozo, salicin, maltozo, manozo, glicerol, m-inozitol in
laktozo. Manjsi delez bakterij B. cereus je tudi ureaza pozitivnih, vecji delez pa hidrolizira
Skrob, kazein in zelatino (Kramer in Gilbert, 1989).
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Slika 3: Bakterije vrste Bacillus cereus (Blais in Shaw, 2005).

2.2.1.3 Ekologija in patogenost bakterije B. cereus

Primarna ekoloSka niSa teh bakterij je zemlja, kjer je saprofit in od tam se lahko zlahka
prenese na razli¢na Zivila, posebno rastlinskega izvora. Pogosto je izoliran tudi iz mesa, jajc,
mlecnih proizvodov, hrane za dojencke, zaCimb, zivil na osnovi zit, itd. (Kramer in Gilbert,
1989).

Bakterija B. cereus je znana kot oportunisticni patogen, ki ga pogosto povezujemo z dvema
vrstama zastrupitev z hrano - diarejo in abdominalnimi bole¢inami, ki se pojavijo 8-16 ur po
zauzitju kontaminirane hrane, ter slabostjo in bruhanjem, pri ¢emer se simptomi pojavijo ze po
nekaj urah. Pri obeh vrstah okuzbe je bolezen ponavadi mila in kratka ter ponavadi ne traja
ve¢ kot 24 ur. Kljub temu poznamo tudi ve¢ primerov smrti, zaradi zauzitja kontaminirane
hrane okuzene z visokimi koncentracijami emeti¢nega toksina ali pa nekrotiCnega
enterotoksina. Posebej nevaren je pri pacientih z slabsSim imunskim sistemom ali pacientih, ki
so prestali operacijo. Pri obeh vrstah zastrupitev s hrano je ta ponavadi toplotno obdelana, vir
zastrupitve pa so prezivele spore, ki v ugodnih razmerah kalijo v vegetativne celice. Ce
temperatura toplotne obdelave ni dovolj visoka, spor ne unici, pa¢ pa spodbudi njihovo kalitev
(Bhunia, 2008).

2.2.2 Bakterije rodu Alicyclobacillus

Nedolgo nazaj je obstajalo preprianje, da bakterijske spore ne morejo kaliti v vegetativne
celice, le-te pa se ne morejo razmnozevati v tako kislem mediju, kot so to na primer sadni
sokovi (Splittstoesser in sod., 1994). Zato so dolgo ¢asa za domnevne krivce kvarjenja veljale
kvasovke, plesni in nekatere nesporogene bakterije. Vieira in sod (2002) pa so dokazali, da je
bila pasterizacija dovolj ucinkovita, da je unicila te mikroorganizme, a premalo, da bi unicila
spore bakterij Alicyclobacillus.
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2.2.2.1 Zgodovina

Kot prva sta leta 1967 Uchino in Doi nevede izolirala bakterije rodu Alicyclobacillus iz
toplega vrelca blizu jezera Tazawa na Japonskem. Tam so uspevale v podobno kislih in
geotermi¢nih razmerah kot bakterije Bacillus coagulans. Kasneje so tudi drugi znanstveniki
odkrili sev, s karakteristikami, podobnimi iz Japonske, tokrat v Yellowstonskem parku v ZDA.
Poimenovali so ga Bacillus acidocaldarius, kot novo vrsto v rodu Bacillus. Odkrili so tudi
nenavadne o-cikloheksilne maS€obne kisline kot glavne celi¢ne mascobne kisline (Sawaki,
2007).

Leta 1982 je prvi¢ priSlo do dokazanega obseznejSega kvarjenja asepticno polnjenega
jabol¢nega soka v Nemciji in potrditev bakterij rodu Alicyclobacillus kot povzrociteljev
kvarjenja soka. Od takrat se je kvar pojavljal tudi v drugih podjetjih, skupaj z neprijetnim
vonjem in usedlino, ki ju povzroc¢a Alicyclobacillus (Duong in Jensen, 2000). Prvi incident v
ZDA se je pojavil leta 1994, leta 1997 Se v Avstraliji, kjer so identificirali neprijeten vonj kot
gvajakol, skupaj s sevom, podobnim bakterijam Alicyclobacillus. V zadnjih letih pa je ta
bakterija povzrocila kontaminacije in kvarjenje tudi drugih izdelkov v proizvodnji pija¢ in
postaja velik industrijski problem (Sawaki, 2007).

Slika 4: Bakterije Alicyclobacillus acidocaldarius, posnete z elektronskim mikroskopom
(Rohde, 2009).

2.2.2.2 Morfoloske in fizioloSke lastnosti bakterij rodu Alicyclobacillus

Vegetativne celice Alicyclobacillus so termofilne, aerobne, nepatogene, slabo gibljive,
palicaste oblike, ki formirajo priblizno 0,7-1 um Siroke in 3-5 pm dolge ovalne endospore
Verizna razvrstitev celic je redka. Vecina celic nabreka, medtem ko formira endosporo. Celice
so grampozitivne v prvih fazah gojenja, kasneje postanejo gram variabilne ali gramnegativne.
Velikost kolonij je odvisna od rastnega medija, a ponavadi zrastejo do 2-5 mm. Morfologija
kolonije je odvisna od seva, vendar so obic¢ajno okrogle, bele do bez, s starostjo postajajo
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temnejSe barve. Rastejo le 0,5-1 mm v gojis¢e zaradi pomanjkanja koncentracije kisika
(Imperio in sod., 2008; Goto, 2007).

Rod Alicyclobacillus je bil uveden v bakterijsko nomenklaturo v letu 1992, ko so Wisotzkey,
Jurstuk, Fox, Deinhard in Poralia (1992) preimenovali Bacillus acidoterrestris, B.
acidocaldarius in B. cycloheptanicus v A. acidoterrestris, A. acidocaldarius in A.
cycloheptanicus, predvsem zaradi drugac¢ne vsebnosti mas¢obnih kislin v plazmini membrani.
Danes poznamo 18 razlicnih vrst teh bakterij (A. acidiphilus, A. acidocaldarius, A.
acidoterrestris, A. contaminans, A.cycloheptanicus, A. disulfidooxydans, A. fastidiosus, A.
herbarius, A. hesperidum, A. kakegawensis, A. macrosporangiidus, A. pohliae, A. pomorum,
A. sacchari, A. sendaiensis, A. shizuokensis, A. tolerans, A. vulcanalis). Izolirane so bile iz
zemlje, pokvarjenih sokov ali drugih ekstremnih okolij (Imperio in sod., 2008). Rastne
karakteristike v priporo¢enem mediju (BAM- Bacillus acidocaldarius medij) so rast med 25-
60 °C, vrednost pH med 2,55-5,5 (optimalni pH 3,5-4,5) (Previdi in sod., 1995).

Posebnost vecine Alicyclobacillus vrst je prisotnost ®-cikloheksilnih/m-cikloheptilnih
mascobnih kislin v membrani (Goto in sod., 2003). Te mascobne kisline (Slika 5) so nasli v
vseh vrstah rodu Alicyclobacillus, razen v A. pomorum. Prisotnost m-alicikli¢cnih ma$¢obnih
kislin verjetno pripomore, da lahko preZivijo v ekstremnih razmerah. Ceprav so aliciklobacili
striktno aerobni mikroorganizmi, lahko rastejo v mikro-aerofilnih pogojih (0,1 % kisika),
vendar ko kisika zmanjka, vegetativne celice sporulirajo. Podobno kot rod Bacillus tudi
Alicyclobacillus potrebuje visoko vodno aktivnost (ay > 0,9) in lahko prezivi tudi pri 18-20
°Brix, medtem ko spore prezivijo ve¢ kot pri 60 Brix° (Goto, 2007).

O%onn—COOH O—%CHAH—COOH

Slika 5: Strukturna formula m-cikloheksilne in w-cikloheptilne mascobne kisline (Goto, 2007).

2.2.2.3 Alicyclobacillus kot povzroditelj kvara brezalkoholnih pijaé¢

Kvar zivil zaradi bakterij Alicyclobacillus je teZko vizualno zaznati. Pri pokvarjenih sokovih
nastane rahla usedlina in netipi¢en vonj po antiseptikih oz. zdravilih, za katere je odgovoren
gvajakol in drugi halofenoli, kot so 2,6-dibromofenol (Borlinghaus in Engel, 1997) in 2,6-
diklorofenol (Jensen, 2000). Od teh je najbolj problemati¢en gvajakol in ga zaznamo pri
priblizno 5 log CFU/mL celic A. acidoterrestris in pri koncentraciji 2 ppb. A. acidoterrestris
ne proizvaja plina, tako da se pokrovéek na embalazi ne izbo¢i in se kljub taki okuzbi
proizvodi prodajajo (Gocmen in sod., 2005).
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OH OH OH
OCH, Br. Br Gl Cl

gvajakol 2,6-dibromofenol 2,6-diklorofenol

Slika 6: Kemijske spojine, povezane z okuzbo z bakterijami Alicyclobacillus in odgovorne za
neprijeten vonj (Tokuda, 2007).

2.3 SPORE

Vrste rodu Bacillus, Alicyclobacillus in Clostridium ob neugodnih razmerah v okolju tvorijo
endospore. Posebna struktura endospore omogoca visoko odpornost na razli¢ne dejavnike, kot
so visoka temperatura, susa, kemikalije, UV/y - radiacija in podobno. Ta odpornost sporam
omogoca prezivetje v okolju veé let ali desetletij. Ceprav spore nimajo metabolizma, se lahko
ob prisotnosti hranil in drugih ugodnih razmer hitro spremenijo v vegetativno obliko, torej
kalijo. Spore predstavljajo glavno oviro pri zagotavljanju varnosti konzervirane in
pasterizirane hrane. Po 50 letih aktivnih raziskav ostaja UVT §e vedno v rabi, prav tako tudi
obdelava z visokim hidrostatskim tlakom (Nakayama in sod., 1996; Zhao, 2006).

Spora vsebuje bakterijsko DNA, malo citoplazme, peptidoglikan, zelo malo vode in keratinu
podoben plas¢, ki je odgovoren za povecano odpornost spore na toploto, izsuSevanje, sevanje
in kemikalije (Gould, 2006).

1 um

Slika 7: Spora B. cereus, posneta s TEM (Bacillus spore, 2006).
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2.3.1 Struktura spore

Slika 8 prikazuje sploSno strukturo spore, podrobnosti se razlikujejo pri nekaterih vrstah.
Spora je sestavljena iz jedra, ki je obdan z plazmino membrano, celicno steno, sporino skorjo
(korteksom) ter notranjimi in zunanjimi sporinimi plas¢i. Sporine plas¢e sestavljajo
koncentriéno organizirani proteini in sestavljajo priblizno polovico volumna spore. V
sploSnem plasci zagotavljajo spori odpornost proti kemikalijam. V notranjem plascu lezita
korteks in celi¢na stena, oba iz peptidoglikana (mureina) (Madigan in sod., 2008).

Centralno jedro vsebuje komponente za prihodnjo vegetativno celico ter dipikolinsko kislino
(DPA), vecino kalcija, kalija, mangana in fosforja. Proteini, pomembni za kaljenje, se prav
tako nahajajo v centralni regiji. To so majhni, v kislinah topni proteini (SASP), ki obstajajo v
o/B obliki in se vezejo na DNA. SASP se lahko hitro razgradijo med kaljenjem (Sabli in sod.,
1996). Kalcijev dipikolinat (CaDPA) sestavlja do 15% suhe teze spore in je specifi¢na
sestavina bakterijskih spor (Madigan in sod., 2008).

Korteks

Celitna stena

Eksosporium

Flazmina
membrana

Zunaniji

sporini

plasdi MNotranji
sporini
plasci

Slika 8: Prerez spore B. cereus (Zhao, 2006).

2.3.2 Sporulacija vegetativne celice

Vegetativne celice sporotvornih mikroorganizmov rastejo in se delijo, dokler ne pride do
pomanjkanja hranil ali drugih neugodnih razmer, kot so visoke ali nizke temperature, skrajne
vrednosti pH okolja, sevanje, prisotnost nekaterih mineralov (posebno Mn™ in Ca™),
koncentracija doloCenih ogljikovih in duSikovih komponent, itd. To povzro¢i sporulacijo
(Bergére in Cerf, 1992). Analize pod elektronskim mikroskopom so pokazale razli¢ne stopnje
sporulacije, ki so ponazorjene na sliki 9:
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Stopnja 0 (vegetativna celica): Bakterije normalno vegetativno rastejo.

Stopnja I (aksialni filament): Jedrni material se razporedi aksialno v filamente.

Stopnja II (nastanek septuma): Kromatin se lo¢i na oba pola celice, soCasno se plazmina
membrana uviha asimetri¢cno glede na celico, da tvori septum (pregrado). Ta pregrada je
podobna tisti, ki se tvori pred delitvijo celice (Hitchins in Slepecky, 1969).

Stopnja III (razvoj predspore): Predspora je sedaj obdana z dvojno membrano v citoplazmi
vegetativne celice.

Stopnja IV (nastanek korteksa): Manjsa celica (predspora) postopoma postane jedro vecje
vegetativne celice, ta proizvaja za bodoCo sporo zunanje zaSCitne plasti in hkrati vgrajuje
kalcij in DPA.

Stopnja V (nastanek plas€ev): Nastanejo plascni proteini in pri nekaterih vrstah Se
eksosporium.

Stopnja VI (dozorevanje spore): Sintetizira se dipikolinska kislina in poveca vnos Ca v
sporo. Spora je v mirujo¢em stanju, pridobi odpornost in ima sposobnost kaljenja.

Stopnja VII (sprostitev dozorele spore): Mati¢na celica lizira, spora se sprosti (Aronson in
Fitz-James, 1976; Setlow, 2003).

germinacija vzbrstitey
- - A
aktivacija . b
J germinanti o
¥ zatekanje pojav podaljsanje
O—— @ — @
prosta spora vegetativna celica
il
T sporulacija *

_‘/‘
razgradnja vedje celice
o =r

nastanek septuma  simetri¢na delitev

'/ (stopnja Il)

- ED-CD - G J
dozorevanje nastanek nastanek  nastanek predspore G -
(stopnja V1) plascev korteksa  (stopnjalll) +
(stopnjaV)  (stopnja IV) delitev se nadaljuje v
ugodnih razmerah

Slika 9: Stopnje sporulacije vegetativne celice in kaljenja spore (Slepecky, 1978).
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2.3.3 Kaljenje spore

S kalitvijo mirujoce spore izgubijo svojo odpornost in preidejo v aktivne vegetativne celice.
Doloceni dejavniki (zunanji/notranji) vzpodbudijo spore h kalitvi (jih aktivirajo), sledi
iniciacija kaljenja in nato vzbrstitev spore (Chaibi in sod., 1996).

Kalitev lahko sprozijo tudi razlicni kemicni ali fizikalni vzpodbujevalni dejavniki (t.i.
germinanti). Vezejo se na receptorje na zunanjih plasteh spore ali v jedrni membrani. S tem
jim spremenijo strukturo in lastnosti. Tako najveckrat pride do alostericnega ucinka na
povrSini spore, sprememb Vv permeabilnosti, aktivacije encimov (hidrolaze, amidaze,
peptidaze), ki razgradijo peptidoglikan v plascu. Ucinkoviti germinanti za B. cereus so
nekatere aminokisline (L-alanin), ribonukleozidi (inozin, adenozin), sladkorji (glukoza,
fruktoza), laktati, bikarbonati in encimi (lizocim) (Chen in sod., 2000).

V prvih dveh minutah kaljenja se pricne RNA sinteza, do tedaj dormantna spora nima
sposobnosti biosinteze aminokislin. Tako je v prvih minutah kaljenja 20 % sporinih proteinov
degradiranih v aminokisline, ki zagotovijo vir za biosintezo novih proteinov in majhnih
molekul (nukleotidov) pri rasti. Degradirani proteini so majhni proteini SASP, ki se nahajajo v
jedru spore in so obcutljivi na proteolizo. Vezani na DNA povecajo sporino odpornost na UV
svetlobo (Setlow, 1988).

Bergére in Cerf (1992) sta kaljenje bakterijskih spor razdelila na 10 stopen;:

(1) spore postanejo obcutljive za segrevanje,

(2) sprostijo se kalij, DPA in kalcij,

(3) spore izgubijo sposobnost odsevanja svetlobe pod mikroskopom,
(4) lahko se obarvajo v mikroskopskem preparatu,

(5) iz skorje se za¢ne sproscati heksozamin,

(6) pride do sprememb v opti¢ni gostoti,

(7) sledijo postgerminacijske reakcije,

(8) zacneta se tvoriti ATP in NADH,

(9) poveca se prepustnost v spori,

(10) poveca se prostornina spore.

2.3.4 Odpornost spor

Spore so veliko bolj odporne od vegetativnih celic na Stevilne okoljske dejavnike, npr. na
suSenje, antibiotike, hidrostatski tlak, razkuzila in druge kemikalije (Setlow, 2000). Nizka
vsebnost vode v protoplastu in jedru spore, skupaj z nakopicenimi minerali, pripomore k
toplotni odpornosti spore (Bender in Marquis, 1985; Ulanowski in sod., 1987), mineralizacija
pa poveca odpornost tudi na oksidirajoce snovi (Marquis in Shin, 1994).
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K toplotni odpornosti prispeva tudi visoka koncentracija dipikolinske kisline (DPA). Njeno
pomanjkanje poveca sporino vsebnost vode, zmanjSa odpornost na toploto in vodikov peroksid
(Paidhungat in sod., 2000).

Nasicenost sporine DNA s proteini SASP zagotavlja odpornost proti UV radiaciji,
vodikovem peroksidu in suSenju z zmrzovanjem (Sabli in sod., 1996). Sporini plasci so
nepropustna bariera za peptidoglikan-liticni encim (lizocim) in kemikalije, sporina skorja
(korteks) pa je odgovorna za odpornost na toploto, klor in jod (Setlow, 2000).

2.3.4.1 Toplotna odpornost spor

Glavni dejavniki, ki vplivajo na toplotno odpornost spor rodov Bacillus, Clostridium in
Alicyclobacillus, so opisani v nadaljevanju.

e Vpliv sporulacijskih dejavnikov:

- Velik vpliv ima visoka temperatura med sporulacijo, npr. spore A. acidocaldarius,
formirane pri 45 °C, so imele 8-krat nizjo D-vrednost v primerjavi s sporami, ki so nastale pri
65 °C. Podobno so ugotovili za vrsti A. acidoterrestris in B. cereus.

- MnSOy in citronska kislina v sporulacijskem mediju povecata toplotno odpornost spor.

- Divalenti kationi (Ca™, Mg™ Ba™®) nimajo ulinka, razen Mn'", ki deluje
razlicno na vrsto seva in razlicno glede na sporulacijske dejavnike (gojisce, inkubacijska
temperatura in Cas itd.).

- Postopek ionske izmenjave na sporini povrsini: spore B. cereus postanejo manj
odporne na toploto, ko so v H-obliki (kislinski postopek) in lahko preidejo v Ca-obliko (Ca-
ionski postopek). V tej obliki pa imajo pove¢ano odpornost na toploto. Pri A. acidoterrestris
obdelava s kislino ali kalcijem nima ucinka, ker se Ca in Mn mocno veZeta na PDA in
preprecita izmenjavo ionov (Tanaka, 2007)

- Pomembna je tudi nizka vodna aktivnost pri sporulaciji, ki mo¢no poveca toplotno
obcutljivost spor B. subtilis in podaljsa ¢as sporulacije. Torej ¢im visja je vodna aktivnost v
sporulacijskem mediju, tem vecja je toplotna odpornost spore in obratno (Nguyen Thi Minh in
sod., 2008).

e Vpliv temperature toplotne obdelave spor:

- Po 1 hpri 97 °C so dosegli 5-log stopenj redukcije pri B. subtilis (Nguyen Thi Minh in
sod., 2008). Pri sporah bakterij A. acidoterrestris (izoliranih iz meSano-sadnega in
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pomaranc¢nega soka) so bile vrednosti Dggoc = 10,9-13,7 min in Dysec = 2,1-3,2 min (Tanaka,
2007).

e Vpliv vodne aktivnosti:

- Vsebnost vode v jedru spore je obratno sorazmerna njeni toplotni odpornosti (Setlow,
2006). Fine in Gervais (2005) sta nasla optimalno ay, za odpornost spor Bacillus subtilis pri
toplotni obdelavi (T = 140 °C) okoli 0,3-0,4.

- Med celi¢no rastjo in sporulacijo pri nizki vodni vodni aktivnosti se pojavijo Stevilne
modifikacije v metabolizmu celic in posledi¢no lastnostih kasneje nastale spore. Celice
zatnejo privzemati ione (predvsem K') iz gojis¢a in sintetizirajo organske osmolite (npr.
proline, glicin, betain), da uravnovesijo visoko osmolarnost v okolju. To spremeni bakterijski
metabolizem in proteinsko sestavo kasneje nastale spore (Wood in sod., 2001).

e Suha snov:

- Cim ve¢ je suhe snovi v mediju (°Brix), tem ve&ja bo toplotna odpornost spor in D-
vrednost. V koncentriranih sokovih je odstranjevanje spor Alicyclobacillus tezje kot v
nekoncentriranih. Se ve¢ji ucinek ima suha snov skupaj z nizjo vrednostjo pH (Tanaka, 2007).

e Vrednost pH:

- Cim nizja je vrednost pH, tem niZja je toplotna odpornost spor pri vrsti B. cereus
(Couvert, 1999). To velja tako za medij, v katerem segrevamo suspenzijo spor, kot za medij, v
katerem revitaliziramo spore (Gonzalez, 1996). Pri rodu Alicyclobacillus pa nizja vrednost pH
puferiranega medija ni vplivala na toplotno odpornost spor, razen v sokovih, kjer so spore
nastale - in sicer, ¢im niZja je bila vrednost pH, tem nizja je bila tudi toplotna odpornost
(Tanaka, 2007).

e Vpliv organskih Kislin:

- Na toplotno odpornost spor vrste A. acidoterrestris prisotnost organskih kislin (npr.
citronske kisline) ni vplivala (Tanaka, 2007).

e Vpliv rodu bakterij:

- Pri bakterijah Alicyclobacillus je toplotna odpornost manjsa kot pri B.
stearothermophilus, B. subtilis, Clostridium botulinum in C. tetani (Tanaka, 2007).
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e Vpliv drugih snovi (nizina, lizocima ipd.):

- Nizin je bakteriocin, ki ga sintetizirajo bakterije Lactococcus lactis, in se uporablja v
mnogih drzavah kot konzervans. Inhibira rast vegetativnih celic in klitje spor A.
acidoterrestris. Lizocim pa vpliva na znizanje toplotne odpornosti spor z hidroliziranjem [3-1,4
vez med N-acetil-glukozaminom in N-acetil-muraminsko kislino v peptidoglikanski
bakterijski celi¢ni steni. Ceprav ne penetrira skozi korteks, vseeno mo¢no zmanjsa toplotno
odpornost. Preprecuje kaljenje toplotno odpornih spor in deluje protimikrobno proti
Alicyclobacillus (Tanaka, 2007).

e Vpliv staranja spor:

- Staranje in toplotna aktivacija spor sta delovala kot podobna dogodka, saj se starane
spore obnasajo, kot Ce bi bile toplotno aktivirane. Spore, ki so bile hranjene 22 dni pri 4 °C, so
imele manjSo redukcijo kot pa tiste spore, ki so bile pravkar pripravljene. Maksimalno
redukcijo spor po aktivaciji so dobili med ¢asoma 90 in 120 min hranjenja spor, po daljSem
casu hranjenja so ostale vrednosti redukcije konstantne. Redukcija spor pri 15 minutah po
aktivaciji je bila 20-49 % (Collado in sod., 2003).

24 METODE ZA SEPARACIJO SPOR IN VEGETATIVNIH CELIC

Na voljo je veliko metod za separacijo spor in celic oz. odstranitev vegetativnih celic iz
suspenzije spor. Taki postopki so sprememba osmotskega okolja, avtoliza v destilirani vodi,
poCasno zamrzovanje in odtajevanje, hranjenje v etanolu, izpiranje v deionizirani vodi,
obdelava z lizocimom in temperaturni Sok. Najbolj pogosti citirani na¢ini priprave suspenzije
spor so navedeni v preglednici 2 (Zhao in sod., 2007).

2.4.1 Ucinkovitost metod za separacijo vegetativnih celic in spor

Obdelava z etanolom, lizocimom in vsakodnevnim izpiranjem z vodo omogoci najboljso
Cistost spor (97-99 %) pri 3 dneh starih kulturah. Obdelava z toploto da najmanjSo Cistost (67
%) in centrifugacija okoli 80 %. Vse metode so dale vsaj 93 % Cistost pri kulturah, starih 10
dni.

Pomemben podatek pri teh metodah je tudi donos spor (delez spor, ki bodo klile v vegetativne
celice). Centrifugacija in etanol imata najvecji donos (20-28 %), 5-10 % pa toplotna obdelava
in izpiranja z vodo pri 3- dnevnih kulturah. Pri 10 dnevnih kulturah je bil donos centrifugacije
in etanola 39 %, medtem ko so vse ostale metode dosegle le 4 % ali manj. Upostevati moramo
tudi, da pri dekantiranju po centrifugaciji izgubljamo spore. Torej, ¢im ve€ izpiramo, tem
manjs$o koncentracijo suspenzije spor bomo imeli na koncu (Zhao, 2006).
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Nicholson in Galeano (2003) sta odkrila, da se med separacijo vegetativnih celic in spor
poskodujejo le vegetativne celice, razen pri obdelavi z lizocimom. Lizocim je namre¢ encim,

ki razgradi sporin korteks (peptidoglikan).

Preglednica 2: Najpogostejse metode za ¢iscenje bakterijskih spor

Metoda ¢is€enja spor Pogoji Reference

50 % Etanol 60 min (Dragon in Rennie, 2001)
2h (Hamouda in sod., 1999),
24 h (Hamouda in sod., 2002),

(Couvert in sod., 1999),
(Gaillard in sod., 1998)

Temperaturni Sok

63 °C, 20 min
3 izpiranja, 65 °C, 30 min
veckrat.izpir., 70 °C, 30 min

(Dragon in Rennie, 2001),
(Ireland in Hanna, 2002),
(Setlow in sod., 2001),

Vsakodnevno izpiranje

brez izpir., 80 °C, 30 min (Fujii in sod., 2002),

1 izpir., 80 °C, 12 min (Zs. Cserhalmia in sod,
3 izpir., 80 °C,12 min 2002),

3 izpir., 80 °C, 20 min (Larson in Marinas,

6 izpir., 80 °C,10 min 2003),

veckrat. izpir., 80 °C, 10 min | (Son in sod., 2005)
St.izpiranj ni omenjeno (Schiza in sod., 2005),

Vsakodn. vodn. izp., 4-7 dni

(Vaid in Bishop, 1998),
(Setlow in sod., 2001),
(Paidhungat in sod., 2002)

Centrifugacija

2000 rpm-1 h,
2500 x g- 15 min, 4 krat
4000 x g- 30 min, 5-6 krat

10000 x g- 10 min, 8-10 krat
12000 x g- 10 min, 5-krat

(Long in Williams, 1958),
(Jorge De Lara, 2002),
(Fernandez in sod., 2001),
(Leuschner in sod., 2000),
(Bailey-Smith in sod.,
2005)

Obdelava z ultrazvokom

veckrat izpiranje nato pa
obdelava z ultrazvokom

(Setlow in sod., 2003)

Obdelava z lizocimom

Obdelava z lizocimom

Obdelava z lizocimom, nato
80 °C, 10 min

(Vohra in sod., 2005),
(Nicholson in Galeano,
2003)
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Slika 10: Slika suspenéije spor (TEM), obdelana z lizocimom (Zhao, 2006).

.
rd

|
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Slika 11: Slika suspenzije spor (TEM), obdelana s centrifugacijo (Zhao, 2006).

Obdelava z etanolom bi bila pri 3-dnevni kulturi optimalna glede na enostavnost, uspesnost
¢is¢enja in donos. Ce imamo na voljo ¢as, pa bi bilo bolje uporabiti 10 dni staro kulturo in
postopek centrifugacije, saj ta vzame najmanj ¢asa, medtem ko je postopek z lizocimom
dolgotrajen. Ne pride pa v postev tudi zaradi visoke kompleksnosti procesa in slabega donosa
(razgradi korteks), ¢eprav lahko s tem postopkom dosezemo visoko Cistost suspenzije (Zhao,
2006).

2.5 METODE TESTIRANJA PROTIMIKROBNE AKTIVNOSTI

Kot merilo protimikrobne aktivnosti se najpogosteje uporablja minimalno inhibitorno
koncentracijo (MIC), ki pomeni najvecjo razredCitev protimikrobne snovi, ki Se zavira rast
dolo¢enega mikroorganizma (Rios in sod., 1988; Burt, 2004). Metode testiranja protimikrobne
aktivnosti pa v grobem lahko razdelimo v difuzijske in dilucijske metode.

2.5.1 Difuzijske metode

Metoda difuzije v agarju z diski je pogosta metoda za dolocanje ucinkovitosti
protibakterijskega sredstva, ki ga nanesemo na pripravljene diske na vrhu inokuliranega agarja
v petrijevki. Protibakterijsko sredstvo preide iz napojenega diska v agar, kjer se ustvari
dinami¢ni gradient protibakterijskega sredstva. Testni mikroorganizem ne raste v obmocju
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okrog diska, kjer koncentracija sredstva rast mikroorganizov onemogoca. Po dolo¢enem casu
inkubacije lahko opazimo inhibicijske cone, kjer ni rasti (Woods in Washington, 1999).

Difuzija v agarju z diski je relativno poceni, lahka za uporabo, fleksibilna metoda, ki da
kvalitativne rezultate (npr. organizem je obcutljiv, odporen ali vmesen) za hitro rastoce
aerobne bakterije. Metoda je neprimerna za obcutljive, pocasi rastoce bakterije (Woods in
Washington, 1999; Rios in sod., 1988).

Preglednica 3: Mikrobioloske metode za doloCanje protimikrobne aktivnosti (Burt, 2004).

Namen Metoda Nacin odCitavanja
Presejalni testi protimikrobne | Metoda difuzije v agarju z Inhibicijske cone na agarju
aktivnosti diski

Metoda difuzije v agarju z

luknjami
Dolo¢itev u¢inkovitosti Dilucijska metoda v agarju Rast na gojiscéu

protimikrobne aktivnosti
Dilucijska metoda v bujonu | Opticna gostota

Absorbanca
Kolorimetrija
Sprememba upornosti
Stetje kolonij

Ugotavljanje kinetike Krivulja odmiranja/preZivetja

protimikrobne aktivosti

Opazovanje morfoloskih Elektronska mikroskopija

sprememb

Slika 12: Testiranje inhibicije bakterijske rasti z difuzijsko metodo v agarju z diski
(Piskernik, 2008).




21

Strlekar M. Vpliv izvle¢ka rozmarina na toplotno odpornost bakterijskih spor vrste Bacillus cereus in rodu Alicyclobacillus.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2010

2.5.2 Dilucijske metode

NajpogostejSa metoda za doloCanje vrednosti MIC je dilucijska metoda v bujonu, kjer serijsko
razred¢imo protimikrobno snov v rastnem mediju vdolbinicah mikrotitrske plos¢e ali v
epruvetah. Poznamo makro- in mikro-dilucijsko metodo v bujonu. Prva je bila razvita kot
referenna metoda in se obi¢ajo uporablja z steklenimi epruvetami, kjer imamo ve¢ kot ImL
bujona. Pri mikro diluciji uporabljamo plasti¢ne mikrotiterske ploS€ice in manjse volumne,
primernejSe za rutinsko testiranje. Pomembna je tudi uporaba standardne koncentracije
mikroorganizma, ki ga testiramo. Najnizja koncentracija, pri kateri ni vec rasti, je obravnavana
kot MIC (Woods in Washington, 1999).

Dilucijska metoda je dobro standardizirana z moznostjo hkratnega testiranja vecjega Stevila
izolatov. Slabost je velika poraba materiala ter Casa, potrebnega za pripravo agarskih plos¢
(Woods in Washington, 1999).

2.5.3 Kinetika protimikrobnega delovanja

Kinetiko bakteriostaticnega in/ali baktericidnega delovanja lahko dolo¢imo z analizo krivulje
prezivetja/odmiranja, tako da nariSemo graf, ki uposteva Stevilo prezivelih celic v odvisnosti
od casa inkubacije. Koncentracijo ziivh celic najpogosteje dolo¢imo s Stetjem kolonij na
agarju (Burt, 2004).

2.6 METODE TESTIRANJA VIABILNOSTI SPOR

Standardizirane, poceni in hitre kvantifikacijske metode za ugotavljanje viabilnosti spor so
zelo iskane v biotehnologiji in zivilski industriji (Miller, 1993). Nekatere kaleCe spore ne
preidejo v vegetativne celic (ang. »germinable-but-not culturable«), prav tako nekatere spore
sploh ne bodo klile (superdormantne spore) in nekatere ne bodo tvorile kolonij (VBNC, ang.
»viable-but-non-culturable«) (Colwell in Grimes, 2000).

e Ugotavljanje Stevila zraslih kolonij (CFU): Referen¢na in najbolj pogosta metoda je
Stetje kolonij na agarskih plosc¢ah. Slabe strani te metode so porabljen Cas, delo in
vcasih tudi nenatan¢ni rezultati. Princip te metode je razredCevanje originalnega
vzorca v serijske razred¢itve in nacepljanje na agar v petrijevkah. Prestete kolonije so
oznacene kot CFU, kjer predpostavljamo, da je vsaka kolonija nastala iz viabilne
celice ali spore. UpoStevamo le Stevne plosce s 15-300 kolonijami (Lee, 2008).

e S tehniko PCR v realnem ¢asu lahko uspeSno dolo¢imo $tevilo spor v vzorcu. V
primerjavi s Stetjem kolonij na ploS¢ah je ta metoda dala podobne rezultate, z le
nekoliko niZjimi rezultati od Stetja kolonij na plos¢ah (Jergensen in Leser, 2007).
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e Endosporni viabilnostni test (ang. »Endospore Viability Assay«, EVA) je bil razvit za
spore rodov Bacillus in Clostridium in temelji na detekciji dipikolinske kisline (DPA),
ki se izlo¢i v zacetni stopnji kaljenja (Yang in Ponce, 2008).

e S fazno-kontrastnim mikroskopom lahko prestejemo nekalece spore (svetle) in kalece
spore oz. vegetativne celice (temne). PreStejemo jih na objektnem steklu, ki ima
vgrajeno mrezo in na ta nac¢in kvantificiramo (Yang in Ponce, 2008).

2.6.1 Merjenje toplotne odpornosti spor

Najbolj pogosta nacina merjenja toplotne odpornosti spor v obmoc¢ju 60-135 °C sta metoda s
kon¢no tocko merjenja (ang. »end-point«) in merjenje kinetike odmiranja. Pri slednji metodi
segrevamo en vzorec kontinuirno in odvzemamo vzorce za analizo v dolo¢enih ¢asovnih
intervalih (Holdsworth in Simpson, 2008).

Eden vecjih problemov segrevanja spor je ¢as, ki je potreben, da se toplota prenese preko
stene posode. Pri temperaturah v obmoc¢ju 100-120 °C je relativno lahko popraviti napako.
Problem je vecji pri vi§jih temperaturah, ker so takrat ¢asi segrevanja lahko tako majhni, kot je
prehod toplote skozi stene v suspenzijo spor. V takih primerih je vecji segrevani volumen
manj natancen, zato se uporabljajo majhni volumni (Holdsworth in Simpson, 2008). Vodna
kopel je idealna za segrevanje do temperature 90 °C, oljna kopel pa med 90-120 °C. Uporablja
se tudi miniaturni avtoklav za evaluacijo bioloSkih indikatorjev in termorezistometer, ki se
uporablja tudi med 120-140 °C pri kratkih ¢asih segrevanja (Pflug in sod., 2000).

2.6.2 Decimalni redukcijski ¢as

D-vrednost pomeni ¢as segrevanja v minutah, ki omogoc¢i inaktivacijo 90 % mikroorganizmov
0z. 10 % prezivelih organizmov. To je najbolj pogost nacin opisovanja toplotne odpornosti
mikroorganizmov. V zivilski industriji se uporablja Ze zadnjih 50 let (Manas in sod., 2003).
Stevilo viabilnih organizmov pri ¢asu ni¢ (Nj) in §tevilo pri ¢asu t (N) je v naslednji zvezi:

In(N/No) = —kt (1)
ali
10g10(N/N0) = —kt/2,303 (2)

N/No =e ™ (3)
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D-vrednost lahko dolo¢imo v eksperimentih toplotne odpornosti na grafu log N proti t
(termic¢na inaktivacijska krivulja) v enacbi:

log N =1og Ny —t/D ..(4)
D =2,3/60 k ..(5)

D-vrednost zapiS§emo v minutah in K v sekundah. Ta relacija (med D in K) izhaja iz reakcije
prvega redu in ne velja za reakcije drugih redov (Holdsworth in Simpson, 2008)
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 POTEK DELA

REVITALIZACIJA BAKTERIJ KOMERCIALNI IZVLECEK
ROZMARINA VivOX 40

Bacillus cereus (ZMJ 91)
Bacillus cereus (ZMJ 164)
Alicyclobacillus acidoterrestris
(ZM1J 184)

Alicyclobacillus acidiphilus

(ZMJ 185)
\ Priprava raztopin

Priprava inokuluma (10’

CFU/ml)
y
Sporulacija vegetativnih celic Izpostavitev
na gojisc¢ih za gojenje spor suspenzije spor
eksperimentalnim
pogojem- doloCenim
koncentracijam

A 4

Locevanje spor od izvlecka in T
Priprava biomase z gojis¢ za vegetativnih celic

gojenje spor 0z. priprava testne

\ 4

suspenzije spor

Dolocanje
prezivelosti spor s
Stetjem kolonij na
trdnem gojiscu
(CFU/ml)

Slika 13: Shema eksperimentalnega dela
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3.2 MATERIAL

3.2.1 Mikroorganizmi

Pri eksperimentu smo skupno uporabili $tiri bakterijske seve - dva seva bakterije Bacillus
cereus, in po en sev vrste Alicyclobacillus acidoterrestris in Alicyclobacillus acidiphilus.

Preglednica 4: Delovni mikroorganizmi

Oznaka seva Vir seva

Bacillus cereus (ZMJ 91) WSBC-10530 ( sinteza emeti¢nega
enterotoksina)

Bacillus cereus (ZMJ 164) S1 (R2S)- tipski sev (Melle, Belgija)

Alicyclobacillus acidoterrestris (ZMJ 184) | 3922-DSMZ, Nem¢ija

Alicyclobacillus acidiphilus (ZMJ 185) 14558, DSMZ, Nemcija

ZMJ: mikrobiologka zbirka Laboratorija za Zivilsko mikrobiologijo na Oddelku za Zivilstvo,
Biotehniske fakultete,

WSBC: tipski sev zbirke Weihenstephan B. cereus, DSMZ: Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen

3.2.2 Mikrobioloska gojisc¢a
3.2.2.1 Selektivna gojisca
3.2.2.1.1 Gojisce Bacillus cereus
Sestavine:
- Bacillus cereus agar base (PEMBA) (Biolife, 4011122, Italija)
- Dodatek »Egg yolk emulsion«, 50 % (Biolife, 42111601, Italija)
- Antibiotik Bacillus cereus suppl. (Biolife, 4240001, Italija)
Priprava: 20,5 g gojis€a z agarjem smo dodali v 470 mL destilirane vode, dobro premesali ter
sterilizirali v avtoklavu (15 minut pri temperaturi 121 °C). Po sterilizaciji smo gojisce ohladili

na 45 °C, dodali 25 mL jaj¢ne emulzije (50 %) in 5 mL antibioti¢nega dodatka, nato pa gojisce
razlili v sterilne petrijevke.
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3.2.2.1.2 Gojiscée Alicyclobacillus medij (AM) - za difuzijsko metodo v agarju ter Stetje
kolonij na plos¢ah

Sestavine:
Raztopina 1:
- kalcijev diklorid; CaCl, (Merck, 6000438346, Nemcija) - 0,25 g
- magnezijev sulfat; (MgSO4 x 7H,0) - 0,5 g
- amonijev sulfat; (NH4),SO4 (Zorka Sabac, Hrvagka) - 0.2 g
- kvasni ekstrakt (Biolife, 4122202, Italija) -2 g
- glukoza (Kemika, 0705007, Hrvaska) - 5 g
- kalijev dihidrogenfosfat; KH,PO4 (Kemika, 1112408, Hrvaska) -3 g
- 500 mL destilirane vode

Raztopini 1 smo Se uravnavali vrednost pH na 4,0 z H,SO,.

Raztopina 2: Raztopina elementov v sledovih
- ZnSO4x7HO0-0,1¢g
- MnCl, x4H,0-0,03 g
- H3BO3 - 0,3 g
- CoCl,x 6H,O0-0,2 ¢
- CuCLx2H,0-0,01g
- NiClLb x 6H,O0-0,02 g
- Na2M004 X 2H20 - 0,03 g
- destilirana voda - 1 L

Raztopina 3:
- agar-15¢g
- destilirana voda - 500 mL

Vse tri raztopine smo sterilizirali (121 °C, 20 min) in jih zmeSali v eni steklenici. Dobro
premesano raztopino smo razlili v petrijevke (Silva in sod., 1999). Pri difuzijski metodi smo
pa lahko to gojiS¢e hranili v inkubatorju pri 45 °C, preden smo ga skupaj z inokulumom prelili
v petrijevke.

3.2.2.1.3 Gojisce Alicyclobacillus medij (AM) - za dilucijsko metodo

Sestavine so enake kot pri opisu v tocki 3.2.2.1.2

Priprava:

Sestavine smo zatehtali v 1000-mL steklenico in dolili 500 mL destilirane vode, premesali ter

sterilizirali v avtoklavu. Z dispenzorjem smo nato odmerili po 6 mL gojiSa v sterilne
epruvete, katere smo hranili v inkubatorju na 45 °C do uporabe.
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3.2.2.1.4 Bujon Alicyclobacillus (bujon AM) za pripravo inokuluma
Sestavine:

- kalcijev diklorid; CaCl, (Merck, 6000438346, Nemcija) - 0,25 g

- magnezijev sulfat; (MgSO4 x 7H,0) - 0,5 g

- amonijev sulfat; (NH,),SO4 (Zorka Sabac, Hrvaska) - 0,2 g

- kvasni ekstrakt; (Biolife, 4122202, Italija) -2 g

- glukoza (Kemika, 0705007, Hrvaska) - 5 g

- kalijev dihidrogenfosfat; KH2PO4 (Kemika, 1112408, Hrvaska) - 3 g
- 500 mL destilirane vode

Sestavine smo zatehtali v 1000-mL steklenico in raztopili v 500 mL destilirane vode in
sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 20 min). Tako pripravljeno gojis¢e smo razdelili v sterilne
epruvete in jih hranili v hladilniku.

3.2.2.1.5 Gojisce za pripravo spor Alicyclobacillus (AM za spore)
Sestavine:

Raztopina 1:
- kalcijev diklorid; CaCl, (Merck, 6000438346, Nemcija) - 0,25 g
- magnezijev sulfat (MgSO4 x 7H,0) - 0,5 g
- amonijev sulfat (NH4),SO; (Zorka Sabac, Hrvaska) - 0,2 g
- kvasni ekstrakt (Biolife, 4122202, Italija) - 1 g
- glukoza (Kemika, 0705007, Hrvaska) - 1 g
- kalijev dihidrogenfosfat; KH,PO4 (Kemika, 1112408, Hrvaska) - 0,6 g
- 500 mL destilirane vode

Raztopini 1 smo Se uravnali vrednost pH na 4,0 s H,SOs,.

Raztopina 2:
- agar-20g
- destilirana voda - 500 mL

Ti dve raztopini smo sterilizirali (121 °C, 20 min) in jih zmeS$ali skupaj v stekleni posodi.
Raztopino 3 (elementi v sledovih) dodamo le 1 mL, to praviloma naredimo na koncu. Dobro
premesano raztopino smo razlili v petrijevke (Silva in sod., 1999).
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3.2.2.1.6  Gojisce za pripravo spor Bacillus cereus
Sestavine:

- NA (hranljivi agar) - 14 g

- glukoza (Kemika, 0705007, Hrvaska) - 1,5 g

- kalcijev diklorid; CaCl, (Merck, 6000438346, Nemcija) - 100 mg
- MnSOy4 - 20 mg

Priprava:
V 1000-mL steklenico smo dodali vse sestavine in 500 mL destilirane vode, dobro premesali
in sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 20 min) (Leguerinel in Mafart, 2001).

3.2.2.2 Neselektivna gojisca
3.2.2.2.1 Gojisce tripticni soja agar (TSA) za gojenje biomase vrste B .cereus

Sestavine:
- tripti¢ni soja agar (TSA) (Oxoid, CM0131, Anglija) - 20 g
- di-kalij-hidrogenfosfat (K,HPO,) (Kemika, 0705007, Hrvaska) - 1,25 g
- D-(+)-glukoza (Kemika, 0705007, Hrvaska) - 1,25 g
- kvasni ekstrakt (Biolife, 412220, Italija) - 3,0 g

Priprava:

V 1000-mL steklenico smo zatehtali 1,25 g K,;HPOy4, 1,25 g D-(+)- glukoze, 3 g gojisc¢a TSA,
nato meSanico dobro raztopimo v 500 mL destilirane vode. Po 20 minutni sterilizaciji pri
temperaturi 121 °C tako pripravljeno gojis¢e razlili v sterilne petrijevke ali pa do uporabe
hranili v inkubatorju na temperaturi 45 °C.

3.2.2.2.2 Bujon TSB za pripravo inokuluma vrste B. cereus

Sestavine
- Tripticni soja bujon (TSB) (Oxoid, CM0129, Anglija)
Priprava:
V 1000-mL steklenico zatehtamo 15 g TSB in dobro premeSamo z 500 mL destilirane vode.
Mesanico steriliziramo 20 minut pri temperaturi 121 °C.

3.2.2.2.3 Gojis¢e BHI za pripravo inokuluma vrste B. cereus

Sestavine: Brain Heart Infusion Broth (BHI) (Merck, 1.10493.0500, Nemcija).
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Priprava:
V 1000-mL steklenico smo odtehtali 19 g gojis¢a BHI in dodali 500 mL destilirane vode. Nato
smo vsebino dobro premesali in gojisce sterilizirali 20 minut pri temperaturi 121 °C.

3.2.3 Raztopine in dodatki
3.2.3.1 FizioloSka raztopina

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

Priprava:

3,4 g KH,PO4 smo raztopili v 100 mL destilirane vode (pH = 7,2). 1,2 mL tako pripravljene
osnovne raztopine smo razredcili v 1000 mL destilirane vode ter sterilizirali v avtoklavu (121
°C, 20min).

3.2.4 Snovi s protimikrobnim delovanjem

3.2.4.1 Izvlecek rozmarina VivOX 40 v prahu (Vitiva, Markovci, Slovenija)

3.2.4.2 Priprava osnovne raztopine izvleckov in nadaljnjih razredcitev

Sestavine:
- izvleCek rozmarina v prahu
- absolutni etanol

0,04 g izvlecka v prahu smo zatehtali v plasticno sterilno epruveto s pokrovckom in dodali 1
mL absolutnega etanola, tako da smo dobili 4 % (w/v) osnovno raztopino. Na vrtinénem
mesalu smo zmes mesali dokler, se izvleCek ni v celoti raztopil. 1z te osnovne raztopine smo
pripravili ustrezne razredcitve.

3.2.5 Druge kemikalije in dodatki
- absolutni etanol

- raztopina oksitetraciklina - OTC (Krka, 743054, Slovenija)
- diski premera 6 mm (BD, 231039, Francija)
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3.2.6 Laboratorijska oprema
Aparature, ki so bile uporabljene pri eksperimentalnem delu:

- zasc¢itna mikrobioloska komora (PIO SMBC 122AV, Iskra PI1O, Slovenija)
- tehtnica (Sartorius analytic, Nemcija)

- centrifuga (Mini spin PLUS, Eppendoft, Francija)

- avtoklav (Tip 250, Sutjeska, Beograd)

- digitalna tehtnica (PB1502-S, Mettler Toledo, Svica)
- inkubator (Kambi¢ SP190, Slovenija)

- mikrovalovna pecica (Sanya, Japonska)

- hladilnik (LTH, Slovenija)

- vrtincnik (Yellowline, IKA)

- stresalnik (Vibriomix 314 EVT, Tehtnica, Slovenija)
- plinski gorilnik

- opti¢ni Citalec (ScanPrisa 1240 UT, Acer, Tajvan)

Poleg navedenih aparatur smo uporabljali Se: cepilne zanke, avtomatske pipete (Gilson,
Francija; Eppendorf, Nemcija), nastavke za pipete - 10ul, 100 pl in 1000 pl (Eppendorf,
Nemcija; Plastibrand, Nemcija), mikrocentrifugirke (Eppendorf, Nemcija), petrijeve plosce
(Labortehnika Golias, Slovenija), laboratorijske steklenice - 1000mL (Duran), merilne valje
(Plastibrand, Nemcija), plasti¢ne loncke (Labrotehnika Golias, Slovenija), plasticne kivete,
pipetor (Eppendorf easypet, Nemcija), parafilm »M« (PM 992, American National Can), ter
drugo steklovino in programsko opremo Microsoft Office Corel Draw (ver.12).
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3.3 METODE DELA
3.3.1 Revitalizacija mikroorganizmov

Izolata vrste Bacillus cereus sta bila hranjena v hladilniku na selektivnem gojis¢u BCA, iz
katerega smo s cepilno zanko ob ognju prenesli posamezne izolate na trdno gojis¢e TSA. Po
24-urni inkubaciji na TSA smo prenesli kolonijo v bujon BHI, stresali in inkubirali 24 ur pri
37 °C. Izolata rodu Alicyclobacillus smo revitalizirali iz ampul, katere so se hranile v
zmrzovalniku, tako da smo celotno vsebino zlili v bujon AM in inkubirali pri 45 °C 24 ur.

3.3.2 Priprava inokuluma za gojenje spor

Seva Bacillus cereus ZMJ 164 in B. cereus ZMJ 91 sta bila ze predhodno revitalizirana, tako
da smo po eno kolonijo prenesli v 4 mL bujona BHI in vsebino premesali na vrtincnem mesalu
ter inkubirali (37 °C/24 ur) na stresalniku (100 obratov/min). Seva Alicyclobacillus
acidoterrestris ZMJ 184 in A. acidiphilus ZMJ 185 sta bila namnoZena podobno kot seva
Bacillus cereus, s to razliko, da je bilo uporabljeno gojis¢e AM, inkubacija za A.
acidoterrestris je potekala pri 45 °C/24 ur, za A. acidiphilus pa pri 45 °C/48 ur.

3.3.3 Sporulacija vegetativnih celic

Bujon BHI, v katerem smo namnozili seva Bacillus cereus do koncentracije okoli 10’
CFU/mL, smo nacepili po 0,5 mL inokuluma na petrijeve plos¢e z gojis¢em NA za gojenje
spor. Bakterije smo inkubirali 5 dni (37 °C). Po tem casu je velik delez vegetativnih celic
sporuliral, zaradi pomanjkanja hranil. Postopek za sporulacijo rodu Alicyclobacillus je bil
enak, le da smo za namnoZevanje inokuluma uporabili bujon AM in ga nacepili na gojis¢e AM
za gojenje spor. Inkubirali smo 5 dni na 45 °C (Silva in sod., 1999).

3.3.4 Priprava suspenzije spor z lo¢evanjem biomase na vegetativne celice in spore

Spore smo postrgali z gojis¢a s cepilno zanko in suspendirali v 2-mL mikrocentrifugirki z 1,5
mL sterilne destilirane vode (SDW). To suspenzijo smo dobro premesali ter centrifugirali (15
min pri 2500 x g). Supernatant smo po centrifugiranju previdno odstranili, dodali 1,5 mL
SDW ter postopek ponovili Se trikrat (Leguerinel in Mafart, 2001; Jorge De Lara, 2002).

Pri prvem predpoizkusu (Slika 15) pa smo preverili eliminacijo vegetativnih celic s toplotno
obdelavo (temperaturni Sok). Po predhodno namnoZzenih celicah B. cereus na stresalniku v
bujonu BHI (24 ur, 37 °C), smo 1 mL tega inokuluma prenesli v 9 mL bujona TSB v
epruvetah in jih pustili na stresalniku (24 ur, 37 °C). Po razred¢envanju in segrevanju (5 min,
80 - 100 °C) smo vzorce nacepili na TSA agar. Z vsako vi§jo temperaturo smo lahko
pricakovali vecji deleZ spor v obdelanem vzorcu.
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3.3.5 Dolocanje koncentracije spor

Za doloCevanje koncentracije suspenzije spor smo uporabili metodo Stetja kolonij na trdnem
gojiscu. Stevilo smo doloc¢ili kot CFU/mL vzorca, za vrsto B. cereus na gojis¢u TSA, za A.
acidoterrestris oz. A. acidiphilus pa na gojis¢éu AM.

Razred¢evanje po Koch-u:

Iz suspenzije spor smo vzeli 0,1 mL vzorca in ga asepti¢no odpipetirali v 0,9 mL fizioloske
raztopine. Vsebino smo premesali na vrtincnem mesSalniku. Postopek razredcevanja vzorca
smo ponavljali do koncentracije ca. 10> in 10" CFU/mL vzorca. Po 0,1 mL tako razredéenega
vzorca smo odpipetirali na agar TSA/AM in ga s stekleno palcko enakomerno razmazali po
gojiscu. Petrijeve plos¢e smo inkubirali pri 37 °C/45 °C, 24 ur za B. cereus oz. A.
acidoterrestris in za A. acidiphilus 48 ur. Po inkubaciji smo presteli zrasle kolonije in
izracunali koncentracijo bakterij (N). PresSteli smo samo tiste petrijevke, kjer je zraslo od 15-
300 kolonij in za te uporabili enacbo 5:

N = YC/(n;+0,1ny) ..(6)

Legenda: C: seStevek vseh kolonij na vseh Stevnih ploscah, n;: Stevilo petrijevk pri prvi
razredCitvi; ny: Stevilo petrijevk pri drugi razred€itvi; R: faktor razred¢itve pri prvi upoStevani
razred¢itvi; N: koncentracija bakterij (CFU/mL)

3.3.6 Metoda difuzije v gojisSéu AM za dolocitev minimalne inhibitorne koncentracije
izvlecka (MIC)

3.3.6.1 Uporabljeni material

- QGojisce AM

- Fizioloska raztopina

- Oksitetraciklin (OTC)

- Sterilna destilirana voda

- Razli¢ne koncentracije izvleckov
- Cista kultura bakterij

3.3.6.2 Izvedba metode

S to metodo smo dolocali protimikrobno aktivnost izvlecka roZmarina VivOX 40 v gojiscu
AM za sev A. acidoterrestris ZMJ 184 in A. acidiphilus ZM1J 185.

Najprej smo pripravili razredCitve iz osnovne (4 % (w/v)) raztopine izvlecka v koncentracijah
od 4 - 0,00390 % (w/v) izvlecka v absolutnem etanolu.
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Predhodno namnoZeno kulturo v AM (1 mL), smo odpipetirali v 9 mL sterilne fizioloske
raztopine. Vsebino smo dobro premesali na vrtinénem mesalniku, preden smo jo po 1 mL
odpipetirali v prazne petrijevke, prelili z AM agarjem in previdno premesali. Ko se je agar
strdil, smo namestili po 4 diske na vsako plos¢o. Na vsak disk smo dodali 10 pl ustrezne
koncentracije izvleckov rozmarina. Za pozitivno kontrolo smo uporabili antibiotik
oksitetraciklin, za negativno pa sterilno destilirano vodo. Preverili smo tudi ucinek
absolutnega etanola, katerega smo uporabili kot topilo za pripravo izvleckov. Petrijeve plosce
smo inkubirali 24 ur pri temperaturi 37 °C. Po inkubaciji smo od¢itali cone inhibicije rasti
tako, da smo uporabili opticni ¢italec pri prenosu slike na ra¢unalnik. Z racunalniSkim
programom Corel Draw smo lahko natan¢no izmerili polmere inhibicijskih con. Vrednost MIC
pri tej metodi je najnizja koncentracija protimikrobnega sredstva, ki je Se povzrocila nastanek
inhibicijske cone okoli diska.

Vse analize smo opravili v dveh ponovitvah. Rezultati meritev smo podali kot povprecno
vrednost ( X ), ki smo jo dobili s pomoc¢jo enacbe 7:

3 Xi
_ =l

n
Legenda: n: Stevilo vzorcev; X;: vrednost i-te meritve

X (7

3.3.7 Metoda dilucije v gojis¢u AM

3.3.7.1 Uporabljeni material
- QGojisce AM
- Fizioloska raztopina
- Absolutni etanol
- Sterilna destilirana voda
- Razli¢ne koncentracije izvlecka rozmarina

3.3.7.2 Izvedba metode

Pri metodi dilucije v agarju smo uporabili koncentracijo celic v inokulumu ~10" CFU/mL.
Razred¢itve kulture smo pripravili v fizioloski raztopini po Koch-u do koncentracije ~107
CFU/mL.

Predhodno smo si iz 4 % (w/v) zaloZzne raztopine pripravili serije razredCitev izvleCka v
absolutnem etanolu. Prav tako smo predhodno pripravili epruvete z gojisc¢em ter jih postavili v
vodno kopel na 45° C, da se agar ni strdil v epruveti, medtem ko smo odpipetirali ustrezno
koli¢ino izvlecka in vsebino prelili v male petrijeve plos¢e (premer 35 mm) in pocakali, da se
je zmes strdila. Po povrSini smo s cepilno zanko nacepili kulturo. Kot pozitivno kontrolo smo
uporabili gojis¢a AM brez dodane raztopine izvlecka. Inkubacija petrijevih plosS¢ je potekala
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pri temperaturi 45 °C, 24 ur za A. acidoterrestris in 48 ur za A. acidiphilus. Po inkubaciji smo
dolocali vrednost MIC - najnizjo koncentracijo, ki je Se zavrla rast bakterij.

3.3.8 Ugotavljanje vpliva izvle¢ka roZmarina na toplotno odpornost bakterijskih spor
Bacillus in Alicyclobacillus

3.3.8.1 Uporabljeni material

- Gojisca NA(za spore)/AM(za spore)
- Gojisc¢e BHI/bujon AM

- Fizioloska raztopina

- Absolutni etanol

- Razli¢ne koncentracije VivOX 40

- Cista kultura bakterij

3.3.8.2 Izvedba metode

Postopek za pripravo suspenzije spor je opisan v poglavju 3.3.4. Osnovno raztopino izvlecka
smo serijsko razred¢ili z absolutnim etanolom do ustreznih koncentracij in ga dodali v 0,9 mL
fizioloske raztopine. Potem smo dodali 0,1 mL po Kochu razred¢ene suspenzije, da smo dobili
zeljeno zacetno koncentracijo spor za poizkus. Uporabili smo mikrocentrifugirke namesto
epruvet zaradi manjSega volumna in s tem hitrejSega prenosa toplote. Te smo segrevali pri
dolocCenih Casih in temperaturah. Po toplotni obdelavi smo jih ohladili in takoj nacepili po
postopku 3.3.5.

3.3.9 Izrac¢un D-vrednosti

D-vrednost je Cas, ki je potreben za 90 % redukcijo mikrobne populacije, ki smo jo izra¢unali
kot obratno vrednost naklona premice log CFU/mL v odvisnosti od ¢asa segrevanja (Savas
Bahgeci in Acar, 2007).
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4 REZULTATI

V eksperimentalnem delu smo poizkusali dokazati vpliv rastlinskega izvlecka rozmarina na
toplotno odpornosti spor bakterij rodu Bacillus in Alicyclobacillus. V predpoizkusih pa smo
eksperimentalno ugotavljali optimalne testne razmere za doloCitev vpliva izvleCka na
bakterijske spore:

e Dolocili smo minimalne inhibicijske koncentracije izvle¢ka z difuzijsko in dilucijsko
metodo, te koncentracije pa smo nato uporabili za izraZzanje uporabljenih koncentracij
izvleCka v nadaljnjih testih.

e Preverili smo 2 postopka za pridobivanje spor, in sicer toplotni Sok in centrifugacijo.

e Dolocili smo optimalni kontaktni ¢as med sporami in izvleckom pred toplotno
obdelavo.

e Dolocili smo optimalne temperature in Case toplotne obdelave za dolocitev vpliva
izvlecka rozmarina na povecano toplotno obcutljivost spor (spremembo D-vrednosti).

e Nazadnje smo preverjali Se optimalno zacetno koncentracijo spor, ki bi bila najbolj
realna (npr. podobna razmeram v zivilu) in bi Se omogocala izracun ucinkovitosti
izvlecka. Problem je predstavljala prekoracena spodnja meja detekcije prezivelih spor
po toplotni obdelavi pri uporabljenih nizjih koncentracijah spor.
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4.1 EKSPERIMENTI S SEVOMA B. cereus (ZMJ 164) TER B. cereus (ZMJ 91)

4.1.1 Izbor koncentracij roZmarinskega izvlecka za testiranje obcutljivosti sevov vrste
Bacillus cereus

Piskernik (2008) je za sev Bacillus cereus ZMJ 164 ugotovila, da je vrednost MIC,
ugotovljena z dilucijo na agarju 0,078 mg/mL, MIC, ugotovljena z difuzijo na agarju z diski,
pa 0,312 mg/mL. Pri sevu B. cereus ZMJ 91 je bila vrednost MIC, ugotovljena z dilucijo na
agarju 0,156 mg/mL in z difuzijo na agarju z diski 0,625 mg/mL.

4.1.2 Preverjanje u¢inkovitosti toplotnega $oka pri bakteriji B. cereus (ZMJ 164) za
pripravo suspenzije spor

V primerjavi s kasnejSimi poizkusi, pri katerih je bil uporabljen inokulum z bistveno ve¢jim
razmerjem spor glede na vegetativne celice, smo ugotovili, da v kontrolnem vzorcu (to je bil
vzorec brez segrevanja in brez dodatka izvlecka) ni bilo tako velikega padca v log CFU kot pri
kasnejSih poizkusih z ve¢jim delezem spor. To je bilo pricakovano, saj smo poizkus naredili
brez predhodnih separacijskih postopkov, ki bi zagotovili ustrezno koncentracijo spor v
vzorcu. Tako lahko sklepamo, da so pri segrevanju pri 80 °C (5 min) brez izvlecka Se prisotne
vegetativne celice. Pri 90 °C in 100 °C pa ne pricakujemo ve¢ prezivetja vegetativnih celic.
Tako odstranjevanje vegetativnih celic (toplotni Sok) se je pokazalo za neucinkovito, ker je
kontrolni vzorec Se vedno vseboval velik delez vegetativnih celic in tako nismo imeli realne
primerjave za dejansko redukcijo spor v vzorcu. Kontrolni vzorec je bil v tem primeru torej
nerealen, saj so bili delezi spor v vzorcih, kjer smo povisevali temperaturo, drugacni in so tako
onemogocali primerjavo rezultatov. To bi lahko postalo del napake, zato smo v vseh
naslednjih poizkusih uporabili centrifugacijo kot lo¢evanje vegetativnih celic in spor ter tako
dosegli stabilno suspenzijo spor. U¢inkovitost in stabilnost centrifugiranega inokuluma lahko
potrdimo na Sliki 15 in Sliki 16 v meritvah »brez inkubacije«, kjer se kljub segrevanju
(100°C, 5 min) koncentracija spor ne spremeni v primerjavi z nesegrevanim vzorcem.
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M brez segrevanja
EmT=280°C;5min
BT=90°C; 5min
BT =100 °C; 5 min

log CFU/mL

0 80 90 100
temperatura toplotne obdelave (°C)

Slika 14: Vpliv temperature toplotne obdelave (Soka) na separacijsko neobdelan inokulum
spor bakterije B. cereus (ZMJ 164) pri temperaturi 80 °C, 90 °C in 100 °C
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4.1.3 Doloc¢anje optimalnega kontaktnega ¢asa izvleCka roZmarina s sporami bakterije
B. cereus (ZMJ 164) pred toplotno obdelavo

24-urni kontaktni cas izvlecka s sporami pred toplotno obdelavo ni imel vpliva na prezivelost
spor, niti ob hranjenju pri sobni temperaturi, niti v hladilniku. Iz tega smo lahko sklepali, da
sam izvlecek ni posSkodoval spor do te mere, da ne bi kalile.

M brez inkubacije
mt=24h; sob. temp.
mt=24h; hlad.

log CFU/mL

0 0,078 0,312

koncentracija izvle€ka rozmarina (mg/mL)

Slika 15: Vpliv kontaktnega Casa spor in izvlecka rozmarina pri sobni temperaturi in
temperaturi hladilnika (8 °C) na prezivelost spor B. cereus (ZMJ 164) brez segrevanja.

Slika 16 pa prikazuje rezultate vzporednega eksperimenta z delovanjem izvlecka takoj in po
24 urah kontaktnega Casa pred toplotno obdelavo (kot v poizkusu na sliki 15), s to razliko, da
smo v tem primeru vzorce po kontaktnem casu Se segrevali 5 min na 100 °C. Najboljsi vpliv
ima izvlecek na vzorec pri takoj$ni uporabi, pri vzorcih s 24-urnim kontaktom pa opazimo
manjSo redukcijo spor kot bi pricakovali. MoZna razlaga je, da je izvlecek deloval na toplotno
odpornost spor, tako da so se spore v tem obdobju 24-ur prilagajale na razne protibakterijske
komponente iz izvle€ka. Spora je tako lahko s prilagajanjem mehanizmov obrambe o0z. svoje
strukture povecala toplotno odpornost.
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Ceprav je mozen vpliv na toplotno odpornost spor pri daljsih kontaktih z izvle¢kom, smo se
odlo¢ili, da jih ne bomo predinkubirali z izvleckom, pa¢ jih bomo testirali pri takojSnem
ucinku izvleCka. V industriji bi verjetno prav tako tik pred toplotno obdelavo (pasterizacijo)
pijac dodali takSen izvlecek.

Omeniti je treba Se, da smo pri teh poizkusih ze uporabljali spore, ki so bile starane vsaj 1
teden v hladilniku, saj je iz literature znano, da se take spore aktivirajo, dosezen je pa tudi
dober donos spor.

M brez inkubacije

Ht =24 h; sob. temp.

log CFU/mL

mt=24h; hlad.

0 0,078 0,312
koncentracija izvlecka rozmarina (mg/mL)

Slika 16: Vpliv kontaktnega ¢asa spor in izvlecka roZmarina pri sobni temperaturi in
temperaturi hladilnika (8 °C) na prezivetje spor bakterije B. cereus (ZMJ 164) po naknadni
toplotni obdelavi (100 °C; 5 min).
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4.1.4 Iskanje optimalnega ¢asa toplotne obdelave pri 100 °C za dolocitev vpliva izvlecka
roZzmarina na toplotno odpornost spor bakterije B. cereus (ZMJ 164)

M brez segrevanja
BT =100 °C; 5 min
BT =100 °C; 10 min

log CFU/mL

0 0,078 0,312

koncentracija izvlecka rozmarina (mg/mL)

Slika 17: Vpliv razli¢nih ¢asov toplotne obdelave (do 10 min) in koncentracije izvlecka
rozmarina na toplotno odpornost spor bakterije B. cereus (ZMJ 164) pri temperaturi 100 °C

Iz zbranih rezultatov je viden vpliv dodatka izvlecka na toplotno odpornost spor. Ta se je po
dodatku izvlecka zmanjSala, kar je razvidno iz dobljenih rezultatov po 5-minutni predvsem
pa pri podaljSani, 10-minutni toplotni obdelavi spor. Redukcija Stevila kalecih spor je znasala
manj kot polovico log stopnje po 5-minutni toplotni obdelavi spor in 1 log stopnjo pri 10-
minutni obdelavi spor brez dodanega izvletka. Ce smo izvletek dodali pred 5-minutno
toplotno obdelavo spor, smo pa dosegli skoraj 2 log stopnji redukcije Stevila kale€ih spor, pri
10-minutnem segrevanju spor z dodanim izvleckom pa je bila redukcija povpre¢no 4 log
stopnje. Zanimivo pri tem je, da ucinek ni bil sorazmeren s koncentracijo dodanega izvlecka,
ampak je bil celo nekoliko vecji pri nizji uporabljeni koncentraciji izvleCka, vendar so bile
opazene razlike majhne. Optimalni ¢as segrevanja je torej 10 minut pri 100 °C, ker Se pridemo
do meje detekcije metode.

Iz zbranih rezultatov smo lahko izra¢unali spremembe D-vrednosti, ki nam bolje ponazorijo
vpliv izvlecka na zmanjSano toplotno odpornost spor.



41

Strlekar M. Vpliv izvle¢ka rozmarina na toplotno odpornost bakterijskih spor vrste Bacillus cereus in rodu Alicyclobacillus.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2010

4.1.5 Izratun D-vrednosti za spore bakterije B. cereus (ZMJ 164) pri 100 °C

8
7 \ # brez izvleka
6 e \ O S07x + 7,676
s~ R? = 0,9667
S5 4 Tt~ =R (0,078 mg/mL)
(18 R
o el T~ y =-0,4101x + 6,5694
> 3 R R®=0,994
- -
2
A 4R (0,312 mg/mL)
1 -
y = -0,3594x + 6,6396
0 ‘ ‘ ] | | | R?=0,9641
0 2 4 6 8 10 12

€as segrevanja (min) pri 100 °C

Slika 18: Termiéna inaktivacijska krivulja za spore bakterije B. cereus (ZMJ 164) pri 100 °C

Iz naklonov dobljenih inaktivacijskih krivulj smo izra¢unali D-vrednosti po enacbi:

D = -1/,

(8)

kjer je k naklon premice, ki prikazuje odvisnost log CFU/mL od Casa segrevanja (min) (Savas

Bahgeci in Acar, 2007).

Preglednica 5: D-vrednosti za spore bakterij B. cereus (ZMJ 164) pri 100 °C

konc. izvlecka naklon Djgo - vrednost R’
rozmarina premice (min)
(mg/mL)
0 -0,2097 4,77 0,9667
0,078 (R) -0,4101 2,44 0,994
0,312 (4R) -0,3594 2,78 0,9641
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4.1.6 Iskanje optimalne koncentracije spor in izvlecka roZmarina za realno ocenitev
redukcije Stevila spor po toplotni obdelavi v Zivilu za spore bakterije B. cereus (ZMJ
164)

M brez segrevanja

BT =100 °C; 5 min

log CFU/mL

T =100 °C; 10 min

0 0,078 0,312
koncentracija izvlecka rozmarina

Slika 19: Vpliv nizje koncentracije spor (10*-10° CFU/mL) na testiranje ucinka izvlecka
rozmarina na spore bakterije B. cereus (ZMJ 164) pri 100 °C

Ker v Zivilu obi¢ajno ne pri¢akujemo tako visokih koncentracij spor, kot smo jih uporabili pri
eksperimentalnem doloCanju toplotne obcutljivosti spor, smo poizkus zeleli ponoviti v
realnejSih razmerah, torej z nizjo koncentracijo spor. Ta je pri poizkusu, katerega rezultati so
prikazani na sliki 19, znagala 10°-10° CFU/mL. Pri tem pa se je pojavil problem izvedbe tega
poizkusa, pri katerem je zaradi nadina nacepljanja na ploi¢e meja detekcije znaala 107
CFU/mL. Pri dodatku izvlecka pred toplotno obdelavo je bil ta meja presezena v vseh
poizkusih. Koncentracija kalecih spor se je namre¢ zmanjSala za 2 - 2,5 log stopnji Ze po 5-
minutni obdelavi pri obeh testiranih koncentracijah izvlecka, zato nismo dobili kolonij na
plos¢ah po inkubaciji. Rezultati so tako potrdili enako ali celo ve¢jo ucinkovitost zmanjSane
toplotne odpornosti spor zaradi dodatka izvlecka, ¢e je koncentracija spor nizja.

Zaradi presezene meje obcutljivosti uporabljene metode smo poizkuse nadaljevali z vi§jim
inokulumom spor (10° - 10° CFU/mL).
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4.1.7 Vpliv izvle¢ka roZmarina na toplotno odpornost spor bakterije B. cereus (ZMJ 91)

7
6 -

_EI 57 m brez segrevanja

g 4 - BT =100 °C; 5 min

S 3 ®T =100 °C; 7,5 min

T =100 °C; 10 min

0 0,156 0,625
koncentracija izvleCka rozmarina (mg/mL)

Slika 20: Vpliv razli¢nih ¢asov toplotne obdelave (do 10 min) in koncentracije izvlecka
rozmarina na toplotno odpornost spor bakterije B. cereus (ZMJ 91) pri 100 °C

Sev B. cereus ZMJ 91 je znan kot producent emeti¢nega toksina, za te seve bakterij pa so v
literaturi opisane drugacne rastne karakteristike kot za seve, ki so poznani kot producenti
diarealnega toksina (mednje sodi tudi sev B. cereus ZMJ 164). Predvsem so zbrani podatki o
rasti v vi§jem temperaturnem obmocju, slabse pa rastejo pri temperaturah hladilnika (Carlin in
sod., 2006). S poizkusi, katerih rezultati so prikazani na sliki 20, smo Zeleli ugotoviti vpliv
dodatka izvlecka rozmarina na toplotno odpornost spor emeticnega seva, za katerega smo
predpostavljali, da se prav tako razlikuje od odpornosti spor diarealnega seva.

Iz rezultatov je razvidno, da je bila toplotna odpornost spor seva B. cereus ZMJ 91 manjsa kot
odpornost seva B. cereus ZMJ 164 (primerjava slik 17 in 20). Zato smo dodali tudi merjenje
Stevila prezivelih spor po 7,5 minutni toplotni obdelavi, vendar tudi v tem primeru pri
poizkusih z dodatkom izvleCka pred toplotno obdelavo nismo dobili nobenih kolonij na
plos¢ah po inkubaciji. Stevilo prezivelih spor je bilo manj$e od meje obéutljivosti metode (107
CFU/mL). Meritve pri krajsih ¢asih toplotne obdelave niso bile smiselne zaradi vecje napake.
Zato izracuna D-vrednosti oz. njene spremembe po dodatku izvlecka pred toplotno obdelavo
pri tem sevu nismo mogli izracunati.
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4.2 EKSPERIMENTI S SEVOMA A. acidoterrestris (ZMJ 184) TER A. acidiphilus (ZMJ
185)

4.2.1 Izbor koncentracij rastlinskega izvlecka (MIC) za testiranje obcutljivosti spor vrst
Alicyclobacillus acidoterrestris (ZMJ 184) in Alicyclobacillus acidiphilus (ZMJ 185)

Uporabili smo difuzijski test z diski na agarju in dolo¢ili minimalno inhibitorno koncentracijo
(MIC) za oba seva A. acidoterrestris in A. acidiphilus pri 0,007813 % raztopine izvlecka oz.
0,078 mg/mL. Za primerjalno koncentracijo smo uporabili Stirikratno koncentracijo MIC
(0,312 mg/mL), enako kot je bilo uporabljeno pri bakteriji vrste B. cereus ZMJ 164.

4.2.2 Izbor ustreznih ¢asov segrevanja suspenzije spor bakterije A. acidoterrestris (ZMJ
184) pri 100 °C in 90 °C

M brez segrevanja

BT =100 °C; 1 min
BT =100 °C; 2 min
BT =100 °C; 3 min
BT =100 °C; 5 min

log CFU/mL

0 0,078 0,312
koncentracija izvle€ka rozmarina (mg/mL)

Slika 21: Vpliv razli¢nih Casov toplotne obdelave (do 5 min) in dodatka izvlecka rozmarina na
toplotno odpornost spor bakterije A. acidoterrestris (ZMJ 184) pri 100 °C
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M brez segrevanja

BT =100 °C; 1 min

log CFU/mL
N
o

mT =100 °C; 1,5 min
BT =100 °C; 2 min

0 0,078 0,312
koncentracija izvlecka rozmarina (mg/mL)

Slika 22: Vpliv razli¢nih ¢asov toplotne obdelave (do 2 min) in koncentracije izvlecka
rozmarina na toplotno odpornost spor bakterije A. acidoterrestris (ZMJ 184) pri 100 °C

Iz poizkusov, katerih rezultati so prikazani na sliki 21, je bilo razvidno, da smo lahko uporabili
le kratke Case segrevanja pri 100 °C (do 2 minuti), ¢e nismo Zeleli preseci meje obcutljivosti
metode. Rezultati teh poizkusov so prikazani na sliki 22.

Tudi pri sporah bakterije A. acidoterrestris ZMJ 184 smo lahko potrdili nekoliko pove¢ano
toplotno obcutljivost spor, ¢e je bil pred toplotno obdelavo suspenziji spor dodan rastlinski

izvlecek, ceprav je bil uinek manjsi kot pri sporah bakterije B. cereus (primerjava slik 17, 19
in 20).

Ker se pri krajsih casih toplotne obdelave poveca napaka meritve, smo temperaturo toplotne

obdelave znizali na 90 °C in ponovili vse poizkuse. Rezultati teh poizkusov so prikazani na
sliki 23.
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B brez segrevanja

BT =90°C;2min

log CFU/mL
w

mT=90°C;4 min

0 0,078 0,312
koncentracija izvle€ka rozmarina (mg/mL)

Slika 23: Vpliv razli¢nih ¢asov toplotne obdelave (do 4 min) in koncentracije izvlecka
rozmarina na toplotno odpornost spor bakterije A. acidoterrestris (ZMJ 184) pri 90 °C

Temperaturo toplotne obdelave smo znizali na 90 °C, da smo lahko bolj natan¢no kontrolirali
¢as segrevanja in si povecali moznosti, da dobimo viabilne spore v vzorcu. Tako smo dobili
uporabne rezultate za izraCun D-vrednosti. Uporabili smo nekoliko vi§jo koncentracijo spor
kot pri poizkusih, prikazanih na sliki 22, da smo lahko zagotovili meritve v obmocju
obcutljivosti metode merjenja.

Potrdili smo rezultate, ki smo jih dobili ze v prejSnjem eksperimentu. Dodatek izvlecka je
povecal toplotno obcutljivost spor, kar pomeni, da se je povecala redukcija viabilnih spor po
2- in 4-minutni toplotni obdelavi (slika 23). Vpliv je bil ve¢ji pri vecji koncentraciji dodanega
izvlecka.
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4.2.3 Izratun D-vrednosti za spore bakterije A. acidoterrestris (ZMJ 184) pri 90 °C

6 _
5 @ brez izvle¢ka rozmarina
= * o y = -0,0629x + 4,8161
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4 - TteeEmL, . T =
- === -
£ . m R (0,078 mg/mL)
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S 5|
A 4R (0,312 mg/mL)
9 y = -0,4236x + 4,7947
R? = 0,9981
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Cas segrevanja (min) pri 90 °C

Slika 24: Termiéna inaktivacijska krivulja za spore bakterije A. acidoterrestris (ZMJ 184) pri
90 °C

Na enak nacin kot pri sporah bakterije B. cereus smo iz naklonov dobljenih inaktivacijskih
krivulj izraCunali D-vrednosti (slika 18).

Preglednica 6: D-vrednosti za spore bakterij A. acidoterrestris (ZMJ 184) pri 90 °C

konc. izvlecka naklon Dgg - vrednost R®
rozmarina premice (min)
(mg/mL)
0 -0,0629 15,90 0,9674
0,078 (R) -0,3301 3,03 0,9372
0,312 (4R) -0,4236 2,36 0,9981
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4.2.4 Vpliv izvleka roZmarina na toplotno odpornost spor bakterij A. acidiphilus (ZMJ
185)

M brez segrevanja

mT=90 °C; 2 min

log CFU/mL

mT=90 °C; 4 min

0 0,078 0,312
koncentracija izvleCka rozmarina (mg/mL)

Slika 25: Vpliv razli¢nih Casov toplotne obdelave (do 4 min) in koncentracije izvlecka
rozmarina na toplotno odpornost spor bakterije A. acidiphilus (ZMJ 185) pri 90 °C

Zeleli smo potrditi tudi vpliv izvle¢ka roZmarina, da poveca toplotno odpornost spor seva A.
acidiphilus ZMJ 185 pri temperaturi 90 °C. Rezultati poizkusa so predstavljeni na sliki 25.
Ocitno je, da je dodatek izvlecka pred toplotno obdelavo povecal obcutljivost spor, ker v
vecini poizkusov (4-minutno segrevanje z dodano koncentracijo 0,078 mg/mL ter 2- in 4-
minutno segrevanje z dodano visjo koncentracijo izvlecka 0,312 mg/mL) ni dokazalo viabilnih
spor oz. rasti kolonij na plos¢ah po inkubaciji. To dokazuje, da smo v teh eksperimentalnih
pogojih dosegli redukcijo spor v vsaj 2 log stopnjah, kar kaze na obcutno povecanje
obcutljivosti spor glede na kontrolo. Zaradi presezene meje obcutljivosti uporabljene metode
detekcije viabilnosti spor pa lahko poizkus ovrednotimo le kot kvalitativen, saj nismo mogli
izracunati redukcije D-vrednosti po dodatku rozmarinskega izvlecka.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V eksperimentih smo preucevali vpliv rozmarinskega izvlecka na toplotno odpornost spor
bakterij rodu Bacillus in Alicyclobacillus. Uporabili smo komercialno pripravljen izvlecek
rozmarina, ki vsebuje 40,69 % karnozolne kisline. Najve¢ jo najdemo v listih rozmarina in
zajblja (Rosmarinus officinalis L., Salvia officinalis L.), a samo v kloroplastih, kjer karnozolna
kislina deluje kot za$Cita proti radikalom in spada med fenolne spojine, ki so glavne
protimikrobne komponente v izvleckih rozmarina (Del Campo in sod. 2000). Uporabljeni
izvleCek rozmarina ima dokazano protimikrobno delovanje na bakterije S. aureus, B. cereus,
C. jejuni in Salmonella Infantis (Kla¢nik in sod., 2009). V pri¢ujo¢em diplomskem delu pa
smo zeleli prouciti Se protimikrobno delovanje na bakterijske spore oz. zmanjSanje njihove
toplotne odpornosti. To je klju¢nega pomena za zagotavljanje kakovosti in varnosti toplotno
obdelanih zivil, ki jih ogroZajo toplotno odporne bakterijske spore.

Za eksperimentalno proucevanje toplotne odpornosti spor je zelo pomembna njihova priprava.
Na voljo smo imeli ve¢ metod za separacijo spor in celic oz. eliminacijo vegetativnih celic.
Taki postopki so sprememba osmotskega okolja, avtoliza v destilirani vodi, pocasno
zmrzovanje in odtajevanje, hranjenje v etanolu ve¢ ur, izpiranje v deionizirani vodi, obdelava
z lizocimom in temperaturni Sok. Pri prvem predpoizkusu smo uporabljali tehniko
temperaturnega Soka za eliminacijo vegetativnih celic iz TSB bujona, ki smo jo kasneje
zamenjali za centrifugacijo. Ta se je izkazala za to€nejSo, saj smo z njo dejansko locili
vegetativne celice, pa tudi bolj prakticno, saj smo z njo zagotovili stalno in vecjo
koncentracijo spor (Zhao, 2006).

Pri poizkusih smo uporabljali vsaj 1 teden stare spore, ker starane spore postanejo odpornejse
oz. se aktivirajo podobno kot s toploto. Tako smo pri toplotni obdelavi dosegali manjSo
redukcijo spor, kot ¢e bi uporabili spore takoj po centrifugaciji, eksperimentalni rezultati so
bili tako bolj realni (Collado in sod., 2003).

V poizkusih za povecanje toplotne obcutljivosti spor smo izvlecek uporabljali v minimalni
inhibitorni koncentraciji (MIC), ki je bila ugotovljena z difuzijsko metodo v okviru tega
diplomskega dela, za seva A. acidoterrestris ZMJ 184 in A. acidiphilus ZMJ 185. Minimalni
inhibitorni koncentraciji sta bili izmerjeni pri 0,07813 mg izvle¢ka/ mL. Z dilucijsko metodo
pa meritev ni uspela zaradi lastnosti agarja AM, ki ga je potrebno hraniti pri 40- 50° C. Pri
prvem neuspelem poizkusu smo si gojisce pripravili en dan prej in ga hranili ¢ez no¢ na 40- 50
°C. Tako pripravljen agar se po vlivanju v petrijevke ni hotel strditi in ga je bilo nemogoce
nacepiti. Sestavine v gojis¢u namre¢ niso prenesle tako dolgega segrevanja. Pri drugem
poizkusu smo gojisce takoj po sterilizaciji razlili v epruvete in ga hranili na 40- 50° C le za
kratek c¢as. Po vlivanju v petrijevke se je agar sicer strdil, vendar pa rasti bakterij nismo
zabelezili.
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Za bakteriji B. cereus ZMJ 164 in B. cereus ZMJ 91 smo uporabili minimalne inhibitorne
koncentracije, ki so bile ugotovljena v predhodnih poizkusih (Piskernik, 2008). Za sev
Bacillus cereus ZMJ 164 so bile vrednosti dobljene z dilucijsko in difuzijsko metodo, in sicer
0,07813 oz. 0,3125 mg izvletka/mL. Za sev Bacillus cereus ZMJ 91 pa so bile vrednosti
dobljene z istima metodama, vendar so koncentracije znaSale 0,15625 oz. 0,625 mg
izvlecka/mL.

Prezivelost spor smo ugotavljali z najbolj pogosto uporabljeno ter referencno metodo Stetja
kolonij na agarskih ploS¢ah. Princip te metode je razredCevanje originalnega vzorca v serijske
razredcitve in nacepljanje teh na trdno gojisce v petrijevkah (Lee, 2008).

5.1.1 Primerjava D-vrednosti

D-vrednost pomeni c¢as segrevanja v minutah, ki predvideva
mikroorganizmov oz. 10 % preZivelih mikroorganizmov.

inaktivacijo 90 %

Preglednica 7: Primerjava D-vrednosti B. cereus (ZMJ 164) z drugimi avtorji

B. cereus ZMJ 164 - brez izvle¢ka (pH = | B.cereus ZMJ 164 - z izvle¢kom °C
7,0) 0z. drugimi spremembami
12,60 min® 96
4,77 min, 2,78 min (4R), 2,44 min (R); 1,10 min® (pH | 100
4,50 min® 5,2)
2,07 min® 102
1,08 min® 104
0,30 min® 108
*- (Moussa-Boudjemaa in sod., 2005)
Preglednica 8: Primerjava D-vrednosti A. acidoterrestris (ZMJ 184) z drugimi avtorji
A. acidoterrestris ZMJ 184 - brez izvle¢ka | A. acidoterrestris ZMJ 184 - z izvle¢kom | °C
(pH=4) 0z. drugimi spremembami
25,9 min ? 88
15,90 min , 15,6 min b 18,0 min © - 16,1 | 2,36 min (4R), 3,03 min (R) , 14,8 min®* (pH | 90
min* 3,0)

24,1 min (pH 2.5; °Brix 58,5) 91
6,1 min* 92
2,8 min *, 2,30 min " 95

?_ (Murakami, 1998), ° - (Tokuda., 2007), ¢ - (Jay in sod., 2007), “ - (Bahgeci in Acar, 2007),

°- (Silva in Gibbs, 2001)
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S primerjanjem D-vrednosti za A. acidoterrestris smo ugotovili, da je redukcija spor z
izvleckom pri 90 °C podobna tisti brez izvlecka pri 95 °C, kar pa pomeni, da bi pri
pasterizaciji lahko za isti u¢inek uporabljali 5 °C nizjo temperaturo. Prakticno to pomeni
prihranek toplotne energije, nizje stroSke za zagotavljanje kakovosti izdelka, funkcionalnosti,
dalj$i rok uporabnosti izdelka in boljSo ohranitev senzori¢ne in prehranske kakovosti, ki se
izgublja pri toplotni obdelavi. To Se posebej velja za A. acidoterrestris, ki je razsirjen v
proizvodnji zelenjavnih, sadnih izdelkov in pija¢ ter ima velik potencial kvara Zivila z nizjo
vrednostjo pH (jabol¢ni, paradiznikovi, pomaranéni sokovi, ledeni caji ...). Tezave povzroca
zaradi tezje vizualne zaznave (tanek sediment) in netipicnega vonja po antiseptikih, ki ga
kupec zazna po odprtju embalaze. Znizevanje vrednosti pH pri bakteriji A. acidoterrestris
nima velikega ucinka, saj je le-ta acidorezistentna oz. odporna na nizke vrednosti pH medija.
Visoka suha snov (°Brix) Se dodatno poveca odpornost spor v koncentriranih sokovih.

Kot lahko sklepamo iz rezultatov opravljenih poizkusov, ima preiskovani rozmarinski izvlecek
dober ucinek na zniZevanje toplotne odpornosti bakterijskih spor. Velika verjetnost je, da bi
skupaj z optimizirano vrednostjo pH in vodne aktivnosti dobili Se boljSe aditivne ucinke
izvleCka pri prepreCevanju klitja spor, saj vemo, da deluje vsaka snov/postopek na razli¢ne
tarée v spori in celici. Ceprav so rezultati obetajoéi, je raziskav s tega podrogja $e zelo malo in
bi bile potrebne nadaljnje raziskave na laboratorijskem nivoju in prenosu v prakso.
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5.2 SKLEPI

Iz dobljenih rezultatov eksperimentalnega dela lahko povzamemo naslednje sklepe:

e Toplotna odpornost spor testiranih sevov se je med seboj dokaj razlikovala. Spore
obeh vrst rodu Alicyclobacillus so bile bolj obcutljive na toplotno obdelavo od spor
obeh sevov vrste Bacillus cereus, med slednjimi pa so bile spore seva B. cereus ZMJ
91, ki je znan kot producent emeti¢nega toksina, bolj obcutljive kot spore seva B.
cereus ZMJ 164, ki je znan kot producent diarealnega toksina.

e Centrifugacija se je primerjavi s toplotnim Sokom izkazala za boljSo metodo za
pridobivanje visoke koncentracije spor v postopku loCevanja spor od vegetativnih
celic.

e 7 dodatkom rozmarinskega izvleCka suspenziji spor pred toplotno obdelavo smo v
vseh primerih povecali toplotno obcutljivost spor oz. zmanjSali njihovo viabilnost po
toplotni obdelavi glede na kontrolo, ki ji izvlecek ni bil dodan.

e D-vrednost spor Bacillus cereus ZMJ 164 kot merilo toplotne odpornosti pri obdelavi
100 °C je znasala 4,77 min brez dodatka izvlecka, z dodatkom izvlecka v
koncentraciji MIC pa 2,44 min. Kot merilo toplotne odpornosti spor bakterij
Alicyclobacillus acidoterrestris ZMJ 184 pri temperaturi 90 °C smo izradunali D-
vrednost 15,90 min brez dodatka izvlecka, z dodatkom izvlecka v koncentraciji MIC
pa 3,03 min.

e Rezultati nakazujejo potencialno uporabnost izvlecka ne le za inhibicijo rasti bakterij,
ampak tudi za povecanje ucinkovitosti pasterizacije, torej zagotavljanja kakovosti in
varnosti toplotno obdelanih zivil, ki jih ogroZajo toplotno odporne bakterijske spore.
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6 POVZETEK

Tradicionalna uporaba za¢imb in zeliS¢ v hrani se nanaSa predvsem na izboljSanje senzori¢nih
lastnosti (vonja, okusa, barve itd.), dandanes pa vedno bolj prihajajo v ospredje tudi naravne
varovalne funkcije rastlinskih sestavin, npr. antioksidativho in protimikrobno delovanje.
Potro$niki se vedno bolj nagibajo k hrani z manj sinteti¢nimi aditivi, a in kljub temu
pricakujejo povecano varnost in obstojnost hrane. V tem smislu tudi zacimbe ali njihovi
izvlecki lahko odigrajo zelo pomembno vlogo (Peter, 2004).

Proucevali smo toplotno odpornost spor bakterije vrste B. cereus, ki so sporogene,
grampozitivne in oportunisticne patogene bakterije. Lahko povzrocijo diarejo in abdominalne
boleCine in/ali slabost in bruhanje. Njihove spore lahko prezivijo daljSa obdobja pri visokih
temperaturah, susi ali koncentraciji razlicnih snovi. Spore se lahko vrnejo v vegetativno stanje
(klitje), ko so razmere za rast spet ugodne. Bakterije rodu Alicyclobacillus pa so prav tako
sporogene, grampozitivne in acidofilne pali¢aste bakterije. So kvarljivci pasteriziranih sadnih
in zelenjavnih sokov, ker njihove spore prezivijo pasterizacijo, rastejo pa v okolju nizke
vrednosti pH sadnih in zelenjavnih izdelkov. Niso patogeni za ¢loveka, vendar povzrocajo
Skodo proizvajalcem pija¢, zaradi gvajakola, ki ima neprijetno aromo, zato izdelki niso vec
sprejemljivi za porabnika (Goto, 2007).

Za pripravo testne suspenzije spor se je kot najboljsi postopek izkazala centrifugacija, zaradi
dobrega donosa in Cistosti spor. Na izbiro med postopki so bili Se avtoliza v destilirani vodi,
poc€asno zmrzovanje in odtajevanje, hranjenje v etanolu ve¢ ur, izpiranje v deionizirani vodi,
obdelava z lizocimom in temperaturni Sok (Zhao, 2006). Slednji se je pri prvih predpoizkusih
izkazal za neprakti¢nega, ker je bil deleZ spor premajhen, delez vegetativnih celic pa prevelik.
Za preverjanje viabilnosti spor smo uporabili referencno in najbolj pogosto metodo Stetja
kolonij na agarskih ploscah.

Uporabili smo komercialno pripravljen izvleCek rozmarina s 40,69 % karnozolne kisline
(Vitiva d.d., Slovenija), za katerega je ze bilo potrjeno inhibitorno delovanje na rast omenjenih
bakterij v in vitro pogojih in v zivilih. Minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC) in njeno
Stirikratno vrednost smo dodali vsaj teden dni starim, predhodno pripravljenim koncentriranim
suspenzijam spor (10*-107 spor/mL) in preverjali njihovo viabilnost po 1-10 minutni toplotni
obdelavi pri temperaturah 80-100 °C. Potrdili smo hipotezo, da se toplotna odpornost
testiranih sevov med seboj dokaj razlikuje.

Ugotovili smo, da so spore bakterij rodu Alicyclobacillus bolj obcutljive na toplotno obdelavo
od spor bakterij vrste Bacillus cereus. Med slednjimi so bile spore seva B. cereus ZMJ 91, ki
je znan kot producent emeti¢nega toksina, bolj obcutljive kot spore seva B. cereus ZMJ 164,
ki je znan producent diarealnega toksina. V vseh primerih pa smo potrdili, da je dodatek
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rozmarinskega izvlecka suspenziji spor pred toplotno obdelavo povecal obcutljivost spor oz.
zmanjSal njihovo viabilnost po toplotni obdelavi glede na kontrolo brez izvlecka.

Za kvantitativno ovrednotenje ucinka izvlecka na toplotno obcutljivost spor smo iz termi¢nih
inaktivacijskih krivulj izracunali D-vrednosti. Za spore vrste Bacillus cereus ZMJ 164 brez
dodatka izvlecka je Djo znaSala 4,77 min, z dodatkom izvlecka v koncentraciji MIC pa 2,44
min.

Za spore Alicyclobacillus acidoterrestris ZMJ 184 smo izra¢unali D-vrednosti 15,90 min brez
dodatka izvlecka, z dodatkom izvlecka v koncentraciji MIC pa 3,03 min pri temperaturi
segrevanja 90 °C. Rezultati nakazujejo potencialno uporabnost izvlecka ne le za inhibicijo
rasti bakterij, ampak tudi za poveCanje ucinkovitosti pasterizacije, torej zagotavljanja
kakovosti in varnosti toplotno obdelanih zivil, ki jih ogrozajo toplotno odporne bakterijske
spore.
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