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Namen naloge je bil preveriti protimikrobno delovanje ekstrakta Alpinia
katsumadai v mletem mesu pri bakterijah vrst Escherichia coli, Listeria
monocytogenes in Campylobacter jejuni. Z metodo razred¢evanja v teko¢em
gojis¢u Mueller Hinton bujon (MHB) smo dolo¢ili, da ima ekstrakt A.
katsumadai protimikrobni ucinek. Kombinacije ekstrakta z drugimi
protimikrobnimi snovmi (Vivox 40, Vivox 70 in EGKG (epigalokatehin galat))
niso pokazale sinergisticnega ucinka. Ekstrakt A. katsumadai in EGKG sta
imela protimikrobni u¢inek na bakterijski koktail (E. coli, L. monocytogenes in
C. jejuni) in ta aktivnost ni bila zmanj$ana pri znizanju pH gojis¢a MHB iz 7,0
na 5,3. Pri 37 °C je kombinacija ekstrakta A. katsumadai in EGKG v gojis¢u
MHB popolnoma zavirala rast bakterij vrst L. monocytogenes in C. jejuni,
medtem ko je bil indeks inhibicije pri bakterijah vrste E. coli 7,3 %. Pri 8 °C je
ista protimikrobna kombinacija v gojis¢u MHB popolnoma zavrla rast bakterij
vrste C. jejuni, inhibicija preostalih dveh vrst bakterij pa je bila manjsa (L.
monocytogenes 44 %, E. coli 22,3 %). Protimikrobni ucinek ekstrakta A.
katsumadai (1,026 mg/g) na bakterijski koktail smo dokazali tudi v mletem
mesu, saj se je rast vseh bakterij po 48 urah zmanjsala (E. coli za 2,37+0,18 log
cfu/ml, L. monocytogenes za 4,90+0,07 log cfu/ml, C. jejuni za 1,61£1,76 log
cfu/ml). Senzori¢na analiza mletega mesa z dodatkom ekstrakta A. katsumadai
je pokazala, da je mleto meso senzoricno sprejemljivo pri nizji koncentraciji
ekstrakta (0,016 mg/ml), ki ni pokazal protimikrobne aktivnosti na testirane
bakterije.
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SL
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The aim of our research was to examine the antimicrobial activity of Alpinia
katsumadai against Escherichia coli, Listeria monocytogenes and
Campylobacter jejuni in minced meat. Antimicrobial activity of A. katsumadai
extract was determined using microdilution method in Mueller Hinton broth
(MHB). No synergistic effects of A. katsumadai extract with other
antimicrobial agents (Vivox 40, Vivox 70 and EGCG (Epigallocatechin
gallate)) against E. coli, L. monocytogenes and C. jejuni were determined. A.
katsumadai extract and EGCG showed antimicrobial activity against bacterial
cocktail (E. coli, L. monocytogenes and C. jejuni). This antimicrobial activity
wasn't reduced by pH change of MHB medium from 7.0 to 5.3. Combination of
A. katsumadai extract and EGCG in MHB at 37 °C completely inhibited
growth of L. monocytogenes and C. jejuni, while E. coli growth was inhibited
by 7.3 %. The same antimicrobial combination in MHB at 8 °C completely
inhibited growth of C. jejuni, while inhibiting the other two bacteria in lesser
extent (L. monocytogenes by 44 %, E. coli by 22.3 %). The antimicrobial
activity of A. katsumadai extract (1.026 mg/g) against bacterial cocktail was
also determined in minced meat, since the growth of all bacteria after 48 hours
was reduced (E. coli by 2.37+0.18 log cfu/ml, L. monocytogenes by 4.90+0.07
log cfu/ml, C. jejuni by 1.61£1.76 log cfu/ml). Sensory analysis of minced
meat with added A. katsumadai extract showed that minced meat with lower
concentration of extract (0.016 mg/ml), which didn't demonstrate antimicrobial
activity against E. coli, L. monocytogenes and C. jejuni, was found sensorically
acceptable.
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KAZALO PRILOG

Priloga A: Povprecno $tevilo bakterij vrste E. coli v bakterijskem koktailu v gojis¢u MHB
z 1,026 mg/ml in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH=7,0, 6,0, 5,3

Priloga B: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste E. coli v bakterijskem koktailu v gojiscu
MHB z 1,026 mg/ml in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH= 7,0, 6,0, 5,3

Priloga C: Povpre¢no Stevilo bakterij vrste L. monocytogenes v bakterijskem koktailu v
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH= 7,0, 6,0, 5,3
Priloga D: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste L. monocytogenes v bakterijskem koktailu
v gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH= 7,0, 6,0,
5,3

Priloga E: Povpre¢no Stevilo bakterij vrste C. jejuni v bakterijskem koktailu v gojisc¢u
MHB z 1,026 mg/ml in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH= 7,0, 6,0, 5,3

Priloga F: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste C. jejuni v bakterijskem koktailu v gojisc¢u
MHB z 1,026 mg/ml in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH= 7,0, 6,0, 5,3

Priloga G: Povpre¢no Stevilo bakterij vrste E. coli pri 37 °C v bakterijskem koktailu
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Priloga H: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste E. coli pri 37 °C v bakterijskem koktailu v
gojis¢éu MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Priloga I: Povprecno Stevilo bakterij vrste E. coli pri 8 °C v bakterijskem koktailu v
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Priloga J: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste E. coli pri 8 °C v bakterijskem koktailu v
gojis¢éu MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Priloga K: Povprecno Stevilo bakterij vrste L. monocytogenes pri 37 °C v bakterijskem
koktailu v gojis¢éu MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG
Priloga L: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste L. monocytogenes pri 37 °C v bakterijskem
koktailu v gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG
Priloga M: Povpre¢no Stevilo bakterij vrste L. monocytogenes pri 8 °C v bakterijskem
koktailu v gojis¢éu MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG
Priloga N: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste L. monocytogenes pri 8 °C v bakterijskem
koktailu v gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG
Priloga O: Povprecno Stevilo bakterij vrste C. jejuni pri 37 °C v bakterijskem koktailu v
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Priloga P: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste C. jejuni pri 37 °C v bakterijskem koktailu
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG
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Priloga Q: Povpre¢no Stevilo bakterij vrste C. jejuni pri 8 °C v bakterijskem koktailu v
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG
Priloga R: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste C. jejuni pri 8 °C v bakterijskem koktailu v
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG
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Tryptone Bile X — Glucuronide Agar)
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mikrobioloska zbirka Laboratorija za Zivilsko
mikrobiologijo na Oddelku za zivilstvo, Biotehniska
fakulteta
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1 UvOoD

Dandanes je velik problem v protimikrobni odpornosti patogenih bakterij, ki se prenasajo s
hrano. Visoka incidenca in povecCana odpornost patogenih bakterij na antibiotike in
protimikrobna sredstva, ki se uporabljajo v prehranski verigi, ogrozajo varnost prehrane
(Kovag in sod., 2014). Se posebej velik problem je to, da se pojavlja Eedalje ve¢ sevov, Ki
so odporni na Stevilne antibiotike (veCkratno odporni sevi). Da bi resili ta problem, je
potrebno odkriti nova in uéinkovita protimikrobna sredstva, veliko teh pa najdemo v
rastlinah (Kovac in sod., 2014).

Kljub stevilnim tehnoloSkim napredkom v zivilski industriji, ki prispevajo k povecanju
varnosti zivil, se Se vedno sooamo z visokim delezem okuzb s hrano (Kovac¢ in sod.,
2014). Samo v letu 2011 je bilo zabelezenih 69.553 primerov okuzb s hrano. 93 od teh je
bilo usodnih (EFSA, 2013).

Rok uporabe zivil lahko podaljSujemo s sinteticnimi konzervansi, vendar potroSnik raje
kupi hrano brez umetnih aditivov (Klein in sod., 2013). Predelovalci hrane in potro$niki pa
so izrazili Zeljo, da bi zmanjSali uporabo sinteti¢nih konzervansov v Zivilih. Zamenjala bi
jih lahko zelis¢a, za¢imbe in aromati¢ne rastline, ki imajo protimikrobno aktivnost in bi
lahko bile u¢inkovite naravne alternative (Delaquis in sod., 2002). Posledica je ogromno
povprasevanje po naravnih konzervansih (Klein in sod., 2013).

Bakterije vrste Escherichia coli so gramnegativne fakultativnho anaerobne bakterije in so
tipi¢ne predstavnice enterobakterij (Schaechter, 2009). Zivijo v spodnjem delu prebavil
ljudi in toplokrvnih Zzivali (Star¢i¢-Erjavec in sod., 2008). Bakterije vrste E. coli lahko
povzrocajo drisko, vnetje sec¢nika in ledvic, plju¢nico, vnetje mozganskih ovojnic (Star¢ic-
Erjavec in sod., 2008).

Bakterije vrste Listeria monocytogenes so grampozitivni bacili, dolgi 0,5 do 2 pum in Siroki
0,4 do 0,5 pm. Listerije so primarno zivalske patogene bakterije. V naravi jih najdemo v
vodi, odplakah, na rastlinah ter v zivalskem in ¢loveSkem blatu. Z listerijo so lahko
okuzena Zzivila: sir, surovo mleko, nekatere vrste mesa in zelenjave. Bakterije se

.....

minutno segrevanje pri 60 °C (Miiller-Premru, 2002).

Bakterije vrste Campylobacter jejuni so gramnegativne, nesporogene, mikroaerofilne,
spiralne bakterije (Parkhill in sod., 2000). Bakterije vrste C. jejuni se ne morejo
razmnoZevati v Zivilih v normalnih razmerah shranjevanja in so obcutljive na razlicne
okoljske dejavnike kot so kisik, suSenje in vro¢ina. Te bakterije tudi ne morejo rasti pod
35 °C, lahko pa prezivijo 4 mesece pri 4 °C (Guévremont in sod., 2015).

Do sedaj je bilo znano, da se rastlina Alpinia katsumadai uporablja v tradicionalni Kitajski
medicini za zdravljenje zelod¢nih tezav in slabosti, poveCanje apetita in za krmo Zivali
(Klan¢nik in sod., 2012), nismo pa $e zasledili, da bi se A. katsumadai uporabila kot aditiv
v zivilu. Zato smo zeleli ugotoviti, kaksSen je protimikrobni ucinek ekstrakta A. katsumadai
v zivilu. Ugotavljali smo tudi, ¢e ima ekstrakt A. katsumadai v kombinaciji z drugim
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protimikrobnim sredstvom ve¢ji protimikrobni u¢inek kot sam ekstrakt A. katsumadai. Za
poskuse smo izbrali bakterije vrst E. coli, L. monocytogenes in C. jejuni. S senzori¢no
analizo smo preverili tudi sprejemljivost pecenega mletega mesa z dodatkom ekstrakta A.
katsumadai.

1.1 DELOVNE HIPOTEZE
e Ekstrakt A. katsumadai bo imel protimikrobni ucinek na posamezne bakterije vrst
E. coli, L. monocytogenes in na bakterijski koktail iz bakterij vrst E. coli, L.
monocytogenes in C. jejuni.

e Kombinacija ekstraktov A. katsumadai in Vivox 40 ali Vivox 70 bo imela
protimikrobni u¢inek na bakterije vrst E. coli in L. monocytogenes.

e Kombinacija ekstrakta A. katsumadai in EGKG bo imela protimikrobni ucinek na
bakterije vrst E. coli, L. monocytogenes in C. jejuni.

e Vigji pH bo zmanjsal protimikrobno delovanje ekstrakta A. katsumadai.

e Pri nizji temperaturi (temperaturi hladilnika) bo protimikrobni u¢inek ekstrakta A.
katsumadai man;jsi kot pri optimalni temperaturi za rast posamezne vrste bakterij.

e Senzoriéne lastnosti meSanega mletega mesa, kateremu bo dodan ekstrakt A.
katsumadai, bodo sprejemljive.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 RASTLINSKE PROTIMIKROBNE SNOVI

Zabelezeno je, da je na Zemlji od 250.000 do 500.000 vrst rastlin. Majhen odstotek (1 %
do 10 %) se jih uporablja za hrano ljudi in Zivali. Hipokrat je v 5. stoletju pred nasim
Stetjem omenil, da je 300 do 400 zdravilnih rastlin. Tudi v katalogu zdravilnih rastlin-De
Materia Medica je omenjenih okoli 300 zdravilnih rastlin. Danasnja medicina je vse bolj
dovzetna za uporabo protimikrobnih u¢inkovin in drugih zdravil pridobljenih iz rastlin, saj
danasnji antibiotiki postajajo ¢edalje bolj neucinkoviti (Cowan, 1999).

Uporaba naravnih produktov s terapevtskimi ucinki je stara toliko kot naSa civilizacija.
25 % vseh predpisanih zdravil izhaja iz rastlin. Od 252 zdravil, ki jih Svetovna zdravstvena
organizacija (WHO, ang. World Health Organisation) smatra za osnovne in nujne za
Cloveka, jih je 11 % izkljucno rastlinskega izvora, npr. digoksin iz Digitalis spp., kinin in
kinidin iz Cinchona spp., atropin iz Atropa belladona in morfin iz Papaver somniferum.
Zabelezeno je tudi, da je 60 % zdravil, ki u¢inkujejo proti tumorjem in infekcijam na trgu
rastlinskega izvora (Rates, 2001).

Bolezni, ki se prenaSajo s hrano, so velika skrb za Zivilsko industrijo, potros$nike in
organizacije, ki skrbijo za varno hrano. Da bi izboljsali kakovost in obstojnost hrane, so v
zadnjih letih naredili veliko raziskav naravnih protimikrobnih sredstev, ki bi zavirala
bakterijsko in glivicno rast. Podobno so potrosniki zelo zaskrbljeni nad varnostjo
sinteticnih konzervansov v hrani. Kot posledica tega je povefano povprasevanje po
naravnih snoveh, ki bi nadomescale sinteti¢ne aditive v hrani. Zato je prislo do iskanja
protimikrobnih spojin iz naravnih virov. Naravne protimikrobne u¢inkovine lahko najdemo
v rastlinah, zivalih, bakterijah, algah in glivah (Gyawali in Ibrahim Salam, 2014).

Rastlinske komponente iz zeliS€ in zaimb se uporabljajo Ze od nekdaj za zacinjenje hrane,
za terapevtsko medicino in kot konzervansi. Poleg tega, se uporabljajo v hrani za
izboljsanje okusa, pikantnosti in barve. Zeli¢a in za¢imbe imajo tudi antioksidativne,
protimikrobne, prehranske in zdravilne lastnosti. Komponente pridobljene iz rastlin so
veCinoma sekundarni metaboliti, vecina teh je fenolov in oksigeniranih derivatov. Ti
sekundarni metaboliti imajo razlicne prednosti, med njimi protimikrobne lastnosti proti
patogenim in kvarljivim bakterijam. Glavne protimikrobne spojine iz rastlin so fenoli,
fenolne kisline, kinoni, saponi, flavonoidi, tanini, kumarini, terpenoidi in alkaloidi
(Gyawali in Ibrahim Salam, 2014).

Rastline imajo skoraj neomejeno sposobnost sintetizirati aromatske spojine. Vecina teh so
fenoli ali njihovi kisik-substituirani derivati. Vsaj 12.000 sekundarnih metabolizmov je
izoliranih, kar naj bi bilo manj kot 10 %. Sekundarni metaboliti sluzijo kot obrambni
mehanizem rastlin proti mikroorganizmom, insektom in rastlinojedcem. Nekatere spojine
dajejo rastlini vonj (terpenoidi), pigment (kinoni in tanini), okus (kapsaicin) (Cowan,
1999). V preglednici 1 so prikazane glavne protimikrobne spojine v rastlinah.
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Preglednica 1: Glavne skupine protimikrobnih snovi izoliranih iz rastlin (Cowan,1999)

Razred Podrazred Primer
Fenolne spojine e enostavni fenoli e katehol, epikatehin

o fenolne kisline e cimetna kislina

e Kinoni e hipericin

o flavonoidi e  Kkrizin

e flavoni e absinon

o flavonoli e totarol

e fanini e elagitanin

e  kumarini e varfarin
Terpenoidi, eteri¢na olja e  kapsaicin
Alkaloidi e  berberin, piperin
Lektini, polipeptidi o fabatin

Pri predelavi hrane je veliko stranskih produktov, kot so semena, tropine, lupine, kase ali
neuporabljeno meso. Vecino teh produktov smatrajo za odpadek, vendar so raziskave
pokazale, da so stranski produkti dober vir fenolnih komponent (polifenoli, tanini in
flavonoidi), ki imajo tudi protimikrobno aktivnost. Stranski proizvodi sadja in zelenjave so
potencialen vir mineralov, organskih Kislin in fenolov. Tropine vsebujejo semena, olupke
in stebla in so pomemben stranski proizvod, saj so bogat vir fenolnih spojin, flavonoidov,
polifenolov, mineralov in prehranskih vlaknin. Te fenolne spojine imajo protimikrobno
aktivnost proti Sirokemu spektru mikroorganizmov. Tako je na primer etanolni ekstrakt
pomaranc¢nih tropin v 10 % inhibiral rast bakterij druzine Enterobacteriaceae, rodu
Salmonella, vrste S. aureus, kvasovk in plesni v govejih pleskavicah v 48 urah pri 4 °C,
kar pomeni, da so tropine lahko dobra izbira za podaljSanje obstojnosti zivil. Podobno
imajo lahko sadni olupki protimikrobno aktivnost. Olupki granatnega jabolka se
uporabljajo v zeliS¢ni medicini za zdravljenje razli¢nih bolezni. Dokazno je, da ekstrakti iz
olupkov granatnega jabolka inhibirajo rast patogenih bakterij vrst L. monocytogenes, S.
aureus, E. coli, Y. enterocolitica in B. cereus, ki se prenasajo s hrano. Ekstrakt iz olupkov
granatnega jabolka je bolj u¢inkovit proti grampozitivnim bakterijam (Gyawali in Ibrahim
Salam, 2014). Primeri stranskih produktov, ki nastanejo pri predelavi zivil, in imajo
protimikrobno aktivnost, so prikazani v preglednici 2.

Preglednica 2: Primeri stranskih produktov pri predelavi zivil, ki imajo protimikrobno aktivnost (Gyawali in
Ibrahim Salam, 2014)

Stranski produkti

Glavna komponenta

Olupki granatnega jabolka

fenoli in flavonoidi

Stranski produkti soka granatnega jabolka

fenoli, flavonoidi, tanini

Jabol¢ni olupki

polifenoli

Odpadki zelenega caja

tanini

Paradiznikova semena

karatenoidi, saponini, fenoli

Grozdne tropine

fenolne kisline, flavonoidi

Olj¢ne tropine

fenoli

Mangova semena

fenolne komponente, nasicene mascobne Kkisline,
tokoferoli

Ekstrakt mandljeve koze polifenoli

Kutina lupina polifenolne  komponente:  katehin,  kamferol,
klorogenska kislina

Krompirjevi olupki klorogenska kislina, galska kislina

Ekstrakt grenivkinih semen fenolne  komponente:  katehini,  epikatehin,

epikatehin-3-0-galat
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2.1.1 Alpinia katsumadai

Semena rastline A. katsumadai so se uporabljala v tradicionalni kitajski medicini kot
antiemetiki in za zdravljenje zelod¢nih tezav. Zaradi njenega aromaticnega okusa Se joO
velikokrat uporablja v zivilski industriji kot za¢imbo. Rastlina A. katsumadai vsebuje diaril
heptanoide, flavonoide, monoterpene, seskviterpene, labdane in stilbene (Huang in sod.,
2007). Zac¢imba A. katsumadai ima status GRAS (generally recognized as safe) (Menghua,
2012). Ugotovljeno je bilo, da ima ekstrakt A. katsumadai antioksidativne in protivnetne
ucinke (Li in sod., 2011).

Alpinia spada v druzino ingverjev Zingiberaceae in je razsirjena predvsem na Kitajskem, v
Indiji in v Polineziji. Poznamo priblizno 250 vrst rastline Alpinia. Rastlina Alpinia ima
debele diSece korenine z vonjem ingverja, iz katerih spomladi vzklijejo novi poganjki.
Njihovi listi so sulicasti z resasto obliko. Rastline lahko zrastejo do 3 metre visoko in 0,9
metra v Sirino. Veliko vrst rastline Alpinia ima zdravilne ucinke, Se posebej so cenjene v
tradicionalni medicini za zdravljenje hipertenzije, kréev, imajo pa tudi antioksidativni,
bakteriostati¢en, protivnetni, kardiovaskularni in fungistati¢en ucinek. Otok Hainan je eden
vedjih distributerjev rastline Alpinia na Kitajskem, saj jo tam raste okoli 80 %. Nan in sod.
(2004) so s plinsko kromatografijo z masnim spektrofotometrom (GC-MS) analizirali
kemijsko sestavo eteri¢nih olj iz listov in cvetov A. katsumadai (preglednica 3).

Preglednica 3: Sestavine eteri¢nega olja pridobljenega iz listov in cvetov A. katsumadai (Nan in sod., 2004)

Komponente eteri¢nega olja List (%0) Cvet (%)
2-heptanol 0,7 0,2
Kamfen 1,2 0,7
Felandren 0,7 7,0
S-pinen 2,7 5,2
2-metil-6-metilen-1,7-oktadien 1,3 1,3
4-karen 9,1 6,4
Limonen 2,0 1,8
1,8-cineol 8,3 20,2
Terpinen 19,0 12,6
Terpineol 2,7 1,1
p-menta-4-izoproil-2-ciklohesenol 4,2 3,4
1-metil-4-izoproil-2-cikloheksenol 1,2 1,8
Kamfor 5,6 3,5
Trimetil norbornanol 0,1 0,1
Borneol 0,2 0,2
p-ment-1-en-ol 22,0 21,3
Benzilaceton 0,7 <0,1
2-izopropil-5-metil-cikloheksenon 0,4 0,1
Nonenal 0,2 <0,1
Santalen 0,1 0,9
Kariofilen 2,3 1,7
Metilpentenil-2-norpinen 1,1 0,5
(2)-B-farnesen 0,3 0,2
B-kariofilen 0,6 0,6
Tetrametil heksahidrobezociklohepten 0,2 0,1
Germakren D 15 1,8
Eudesma-4,11-dien 0,7 0,1
Kamgren 0,8 0,2 Se nadaljuje...




Gorenc T. Protimikrobna aktivnost ekstrakta Alpinia katsumadai v mletem mesu. 6
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

Nadaljevanje preglednice 3: Sestavine eteri¢nega olja pridobljenega iz listov in cvetov A. katsumadai
(Nan in sod., 2004)

Komponente eteri¢nega olja List (%) Cvet (%)
Longipinen 0,8 0,6
Ledol 0,7

n-trans-nerolidol 15 1,1
Denderalasin 0,1 <0,1
Spatulenol 0,1 <0,1
Kariofilen oksid 0,2 0,1
Dodekadienol acetat 0,1 <0,1
Bisabolol 0,2 0,1
Sinensal 0,5

Trans-bergamotol 0,1 <0,1
Palmitinska kislina 0,4 1,0
Fitol 0,5 0,1
Heksadekanamid 0,5 0,3
9-oktacedenamid 11 2,2
n-pentakosan 2,1 0,1

2.1.2 Epigalokatehin galat

Epigalokatehin galat (EGKG) je polifenol zelenega cCaja, katerega ucinkovitost pri
preprecevanju raka koze je bila dokazana na celi¢nih kulturah, zivalskih modelih in na
Cloveski kozi, vendar pa so molekularni mehanizmi njegovega delovanja Se vedno
nerazjasnjeni. Poleg lovljenja prostih radikalov mu pripisujejo Se Stevilne druge ucinke. V
kulturi keratinocitov je povecal izrazanje genov za encime, ki sodelujejo v antioksidativni
obrambi-glutation peroksidaze, y-glutamil-cistein sintetaze, hem oksidaze. V kulturi celic
misje povrhnjice je zaviral maligno preobrazbo celic, najverjetneje preko inhibicije AP-1.
Razvoj koZnega raka naj bi, po rezultatih raziskav na kulturah keratinocitov, prepreceval
tudi vzpodbujanje diferenciacije keratinocitov (Rozman in sod., 2006).

EGKG je najpomembnejsi katehin, najden v listih zelenega caja (Camellia sinensis L.).
Farmakoloski ucinki tega mo¢nega antioksidanta so bili preucevani v Stevilnih znanstvenih
raziskavah. Poleg antiangiogenega in protitumornega delovanja, izraza EGKG tudi
imunomodulatorno delovanje, zmanjSal pa naj bi tudi nastanek toksi¢nih amiloidnih
oligomerov, ki so eden od poglavitnih patoloskih dejavnikov nastanka Alzheimerjeve
bolezni (Emersic in sod., 2013).

Dokazano je, da ima EGKG stevilne zdravilne ucinke, protitumorne in protimikrobne
uéinke. EGKG ima zelo pomemben protimikrobni ucinek proti grampozitivnim in
gramnegativnim patogenim bakterijam ter glivicam, vklju¢no z meticilin-odpornimi
bakterijami vrst Staphylococcus aureus (MRSA) in veckratno odpornim Acinetobacter
baumanni (MDR) (Gordon in Wareham, 2010).

EGKG je deklariran kot varna sestavina s strani FDA (ang. Food and Drug
Administration). V zelenem c¢aju je 50-80 % katehinov EGKG, kar predstavlja 200-300 mg
katehinov v skodelici zelenega caja. Ostalih katehinov (katehin galat, galokatehin,
galokatehin galat, epigalokatehin digalat) je obCutno manj. EGKG deluje protimikrobno
proti mikroorganizmom tako, da deluje na celiéne membrane, inhibira biosintezo celi¢nih
sestavin ali poskoduje DNA. Najpomembne;jsi antioksidativni ucinek je zelo pomemben
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pri zdravljenju kroni¢nih bolezni (rak, kardiovaskularne bolezni, stres). EGKG preprecuje
tudi staranje mozganov in drugih nevrodegenerativnih bolezni, kot so Alzheimerjeva in
Parkinsonova bolezen. Studije na Zivalih so pokazale, da je EGKG uginkovit element tudi
pri preprecevanju razvoja sladkorne bolezni tipa 1 in 2 (Das in sod., 2014).

2.1.3 RozZmarin

Rozmarin (Rosmarinus officinalis L.), ki spada v druzino ustnatic (Lamiaceae), je gosta,
zimzelena, aromati¢na rastlina. Rastlina dobro uspeva v sredozemskih drzavah v dobro
izsusenih tleh s pH 6,5-7,0. Visok je 90-200 cm z 2-4 cm velikimi koni¢astimi in lepljivimi
listi. Na zgornji strani so temno zeleni, spodaj pa belkasti in dlakavi. Cvetovi so svetlo
modre barve. Iz listov, cvetov in vejic lahko pridobimo eteri¢na olja in oleorezin, ki so zelo
cenjeni v tradicionalni medicini, moderni medicini, aromaterapiji in v industriji parfumov
in arom. Zelo je uporaben tudi v kulinariki (Peter in Nirmal Babu, 2004).

Rozmarinovo olje vsebuje 1,8-cineol (30-40 %), kamfor (15-25 %), borneol (16-20 %),
bornilacetat (do 7 %), a-pinen (25 %) in druge spojine (B-pinen, linalool, kamfen, sabinen,
mircen, a-felandren, a-terpinen, limonen, p-cimen, terpinolen, terpinen-4-ol, a-terpineol in
drugi). Rozmarinov ekstrakt in eteri¢no olje se lahko uporabljata za stabilizacijo mascob,

masla, mascob in olj v hrani, saj preprecujeta oksidacijo in zarkost (Peter in Nirmal Babu,
2004).

Rozmarin je zelo znan po antioksidativnem, protimikrobnem, protivirusnem, protivnetnem
in antikancerogenem ucinku (Ojeda-Sana in sod., 2013). Rastlina je bogat vir fenolnih
spojin, ki imajo velik protimikrobni u¢inek poti gramnegativnim in grampozitivnim
bakterijam. Karnozolne kisline in karnozol imata tudi najvecji protimikrobni ucinek
(Issabeagloo in sod., 2012).

2.2 1ZBRANE PATOGENE BAKTERIJE

Za nase diplomsko delo smo izbrali bakterije vrst E. coli, L. monocytogenes in C. jejuni.
Vse te bakterije so za nas zelo zanimive, saj se prenaSajo s hrano in velikokrat pride do
raznih alimentarnih okuzb in zastrupitev. Po poro¢ilu EFSA (2013) je bilo 31,3 % vzorcev
piScancjega mesa kontaminiranih z bakterijami rodu Campylobacter. Z bakterijami vrste L.
monocytogenes so bili kontaminirani ribji izdelki, fermentirane klobase in siri, z
verotoksicnimi bakterijami vrste E. coli pa goveje in pis¢ancje meso, surovo mleko, sir,
maslo in zelenjava.

2.2.1 Bakterije vrste Escherichia coli

Bakterije vrste Escherichia coli so prvi¢ nasli leta 1885 v iztrebkih zdravih posameznikov
(Liu in sod., 2014).

Te bakterije je v poznem 19. stoletju prvi¢ opisal bavarski pediater Theodor Escherich, po
katerem se ta vrsta bakterij imenuje (Kaper in sod., 2004).
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Bakterije vrste E. coli so gramnegativne fakultativno anaerobne bakterije in so tipi¢ne
predstavnice enterobakterij (Schaechter, 2009). Zivijo v spodnjem delu prebavil ljudi in
toplokrvnih Zivali (Star¢i¢-Erjavec in sod., 2008). V iztrebkih jih najdemo v koncentraciji
107-108 zivih organizmov v 1 g (Schaechter, 2009).

Kljub temu, da so bakterije vrste E. coli del normalne humane flore, lahko nekateri sevi teh
bakterij povzroc¢ijo okuzbe. Pestrost obolenj, v katere so vpleteni razli¢ni sevi bakterij vrste
E. coli, je precejsnja, saj lahko povzrocajo npr. drisko, vnetje secnika in ledvic, plju¢nico,
vnetje mozganskih ovojnic in okuzbe ran. Patogeni sevi se razlikujejo od nepatogenih po
tem, da imajo v svojem genomu genske zapise za virulentne dejavnike (na primer za
toksine, adhezine, kapsule). Okuzba secil je ena izmed najpogostejsih bakterijskih infekcij
in uropatogeni sevi bakterij vrste E. coli (UPEC) so glavni vzrok (Kaper in sod., 2014).
UPEC povzrocajo priblizno 80 % okuzb seéil. Sposobnost sevov UPEC, da povzrocajo
bolezni, je odvisna od mnogih dejavnikov, kot so adhezini, toksini in drugi (Starcic-
Erjavec in sod., 2008).

Vecina izolatov bakterij vrste E. coli je neskodljivih, najdemo pa tudi nekaj zelo nevarnih
in prilagojenih sevov, ki pa imajo sposobnost, da povzrocijo veliko ¢loveskih bolezni, kot
so Crevesne bolezni (gastroenteritis), okuzbe secil in neonatalni meningitis. Sevi E. coli, Ki
so odgovorni za enteri¢ne (Crevesne) bolezni, delimo na enterotoksigene E. coli (ETEC),
enteropatogene E. coli (EPEC), enterohemoragi¢ne E. coli (EHEC), enteroagregativne E.
coli (EAEC), Siga-toksin-proizvajo¢e E. coli (STEC), enteroagregativne E. coli (EAEC),
enteroinvazivne E. coli (EIEC), difuznoadherentne E. coli (DAEC) in adherentno-
invazivne E. coli (AIEC) (Liu in sod., 2014). ETEC izloc¢ajo toplotno labilni enterotoksin
(TL), ki je podoben kolerinemu toksinu. Posledica je obilna vodena driska. ETEC
povzrocajo drisko pri dojenckih in majhnih otrocih. Sevi ETEC pogosto povzrocajo
potovalno drisko, prenasajo se predvsem s hrano in vodo, le redko s stikom. Za EPEC je
znacilno lokalno pritrjevanje s fimbrijami na povrSino sluznice tankega Crevesa. Sevi se
tesno pritrdijo na mikroviluse enterocitov in jih uni¢ijo. EPEC povzro¢ajo sporadi¢ne
primere in izbruhe driske pri otrocih do 3. leta starosti. EHEC izlocajo toksine, ki so zelo
podobni Sigovim toksinom Shigella dysenteriae serotipa 1. Najbolj znan serotip iz te
skupine je E. coli 0157:H7. Vir teh bakterij so prebavila govedi. Prenasajo se s
kontaminirano hrano, predvsem z izdelki iz mletega govejega mesa in vodo. Pri EAEC se
sevi pritrjujejo v znaCilnem vzorcu na celice in izlo¢ajo enterotoksin. Povzrocajo
dolgotrajno drisko pri otrocih. Bakterije EIEC so po biokemicnih lastnostih in sposobnosti
invazije zelo podobne Sigelam. Pripnejo se na mikroviluse enterocitov, ki so na povrsini
sluznice tankega Crevesa, in jih uni¢ijo (Andlovic, 2002a). Bakterije AIEC najdemo v
tankem crevesu pacientov s kroni¢no Chronovo boleznijo (Strober, 2011).

2.2.2 Bakterije vrste Listeria monocytogenes

Bakterije vrste Listeria monocytogenes je prvi¢ izoliral Murray leta 1924 iz zajcev in
morskih prasickov (Dortet in sod., 2009).

Rod Listeria ima 6 vrst: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L.
seeligeri in L. grayi (Volokhov in sod., 2002).
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So grampozitivne, fakultativne patogene bakterije. Lahko rastejo pri temperaturi —0,4 °C
do 45 °C, v obmo¢ju pH med 4,0 in 9,6 in a,, do 0,90 v aerobnih in anaerobnih razmerah
(Vidlimaa in sod., 2015). Z listerijami so lahko kontaminirana tudi Zzivila, zlasti meso,
60 °C (Miiller-Premru, 2002). Velik problem kontaminacije hrane z bakterijo vrste L.
monocytogenes je njena sposobnost razmnozevanja pri temperaturi hladilnika (Liu in sod.,

2015).

Bakterije vrste L. monocytogenes so pomembne patogene bakterije, ki se lahko prenasajo
na ljudi preko uzivanja kontaminiranih zivil (Spanu in sod., 2015). Bakterije vrste L.
monocytogenes so najpogostejsi vzrok hospitalizacije in smrti v Evropi (EFSA, 2013).

Pogosto jih najdemo v tleh, odtokih ter opremi in je sposobna preziveti ve¢ let v razli¢nih

niSah v predelovalni industriji, kljub rednemu c¢is€enju in razkuzevanju (Spanu in sod.,
2015).

Listerije so primarno Zivalske patogene bakterije. V naravi jih najdemo v vodi, odplakah,
na rastlinah ter v zivalskem in ¢loveskem blatu. Obolevajo ovce in govedo, pri katerih se
infekcije kazejo kot abortus, encefalitis in sepsa. Vecino okuzb povzrocajo prav bakterije
L. monocytogenes (Miiller-Premru, 2002). Okuzbe pri ljudeh so najpogosteje sporadicne,
opisane pa so tudi epidemije s kontaminirano hrano. Clovek se okuZi na ve¢ naginov,
obicajno oralno (vstopno mesto so prebavila), redkeje z neposrednim stikom z okuzeno
zivaljo (vstopno mesto je koza) ali aerogeno (vstopno mesto je ocesna veznica). Plod se
obicajno okuzi preko placente (transplacentarno), redkeje ob porodu pri prehodu skozi
porodno pot. V razvitem svetu letno zboli 0,5 do 0,8 oseb na 100.000 prebivalcev (Miiller-
Premru, 2002). Patogeneza je odvisna od mesta vstopa listerij v gostitelja. Na potek
vplivajo $tevilo bacilov, njihova virulenca in gostiteljeva obrambna sposobnost. Vstop v
gostiteljeve celice in prezivetje znotraj celic jim omogoc¢ajo toksini in encimi. Bakterije
vrste L. monocytogenes tvorijo 4 toksine: listeriolizin O (hemolizin), faktor, ki omogoca
bakterijam vstop v celice, fosfolipazo C in citolizin (Miiller-Premru, 2002).

Bakterije vrste L. monocytogenes povzrocajo sistemsko listeriozo, spontani splav in
neonatalno listeriozo. Pojav listerioze je precej redek, 2-8 primerov na milijon prebivalcev,
vendar je stopnja smrtnosti do 30 %. 99 % primerov ¢loveske listerioze je bilo povezanih z
uzivanjem kontaminirane hrane (Liu in sod., 2015).

2.2.4 Bakterije vrste Campylobacter jejuni

Kampilobakterji so ukrivljeni gramnegativni bacili, imajo oksidazo in katalazo ter so
gibljivi zaradi polarnih flagel. So mikroaerofilni in dobro uspevajo samo v atmosferi z
manj kisika in ve¢ CO,, od 5 do 10 %. Bakterije vrst C. jejuni, C. coli in C. lari so poleg
tega Se termofilne, saj bolje rastejo med 37 in 42 °C, ne pa pri 25 °C (Andlovic, 2002b).
Campylobacter jejuni so gramnegativne, nesporogene, mikroaerofilne, spiralne bakterije
(Parkhill in sod., 2000). Bakterije vrste C. jejuni se ne morejo razmnozevati v zivilih v
normalnih razmerah shranjevanja in so obcutljive na okoljske dejavnike, kot so Kisik,
suSenje in vro¢ina. Te bakterije ne morejo rasti pod 35 °C, lahko pa prezivi ve¢ mesecev
pri 4 °C (Guévremont in sod., 2015).
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Kampilobakterji so v naravi zelo razsirjeni in zivijo kot komenzali ali povzrocitelji bolezni
v prebavilih, secilih in rodilih $tevilnih domacih in divjih zivali (govedo, ovce, prasici,
perutnina, koze, psi, macke, glodalci in zlasti razli¢ne ptice). Bolezni, ki jih povzrocajo,
imenujemo kampilobakterioze. To so zoonoze, ki so zelo razsirjene po vsem svetu. Clovek
se okuzi z uzivanjem kontaminirane hrane, vode ali mleka in z neposrednim stikom z
okuzenimi zivalmi. Mozen je tudi neposredni prenos med ljudmi. Opisani so izbruhi v
druzinah in veéje epidemije (Andlovic, 2002b).

Nedavna raziskava v Kanadi je pokazala, da so bakterije vrste C. jejuni tretja najpogostejsa
patogena bakterija, ki se prenasa s hrano, za norovirusom in bakterijami vrste Clostridium
perfringens. Studija je pokazala, da je bilo okoli 145.000 primerov bakterijskega
gastroenteritisa med 32,5 milijona prebivalci. Vecina okuzb z bakterijami vrste C. jejuni je
sporadi¢nih, zato je tezko dolociti vzrok kontaminacije (Guévremont in sod., 2015).
Bakterije vrste C. jejuni se trenutno smatrajo kot glavni vzrok bakterijskega
gastroenteritisa v razvitem svetu. Vecina primerov je povezanih z uZivanjem ali s stikom
onesnazene perutnine, surovim mlekom, domacimi zivalmi in Zivalmi iz kmetije (Magajma
in Schraft, 2015). V manj razvitih drzavah zbolevajo predvsem otroci do 2 let, v razvitih pa
mladi odrasli (18 do 45 let). Kampilobakterji povzrocajo tudi potovalne driske. Najvec
zbolevanj je v toplejsih mesecih (Andlovic, 2002b). V Sloveniji je kampilobakterski
enteritis druga najpogostejSa bolezen, ki se prenasa s hrano, za salmonelozo (Zorman in
sod., 2006).

Crevesne okuzbe povzro¢ajo le gibljivi sevi, ki so se sposobni pritrditi na Grevesno
sluznico. Kampilobakterji so invazivne bakterije in izdelujejo ve¢ toksinov. Bakterije vrste
C. jejuni izdelujejo toplotno obcutljiv enterotoksin (TL), ki je soroden toksinu vibrija
kolere, in citoksin. Lipopolisaharid v zunanji membrani ima endotoksi¢no delovanje.
Medtem ko bakterije vrste C. jejuni redko povzrocajo bakteriemijo, se bakterije vrste C.
fetus subsp. fetus pogosto razsirijo iz prebavil v krvni obtok. Znacilno je uni¢enje povrSine
sluznice v jejunumu, ileumu in kolonu. Sluznica je vneta in infiltrirana z nevtrofilci
(Andlovic, 2002b).

Okuzbe prebavil z bakterijami vrste C. jejuni potekajo kot vodena driska, v hujsi obliki kot
krvava driska. Bolj ogroZeni so posamezniki s pomanjkanjem Zelod¢ne kisline. Bolnik ima
znaCilne bolecine v trebuhu, se slabo pocuti in ima lahko vroc¢ino. Bolezen poteka kot
kratkotrajna driska; v hujsih primerih traja dlje kot teden dni. Zapleti so redki in se
pojavljajo kot zunaj Crevesna vnetja, npr. meningitis. Mozni zapleti so Se sepsa, reaktivni
artritis, nodozni eritem idr. (Andlovic, 2002Db).

Poleg prepreCevanja okuzb pri zivalih so naju€inkovitej$i ukrepi preprecevanja
kampilobakterioze higiena pri pripravi mesa, pravilna toplotna obdelava mesa,
pasterizacija mleka in kloriranje vode (Andlovic, 2002b).

Bakterije vrste C. jejuni lahko preidejo v nekultivabilno stanje oz. stanje VNBC (ang.
viable-but non-culturable) kot posledica razli¢nih dejavnikov: stradanje, nizka temperatura
in nizek pH. VBNC bakterije vrste C. jejuni so bolj odporne na sredstva za razkuzevanje
kot aktivno rastoce celice, saj lahko prezivijo v stanju VBNC do 7 mesecev (Magajma in
Schraft, 2015).
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2.3 METODE DOLOCANJA PROTIMIKROBNEGA DELOVANJA

Metode za dolo¢anje protimikrobne aktivnosti lahko opredelimo kot difuzijske, dilucijske
ali avtobiografske. Minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC) veéina raziskovalcev
navaja kot merilo za protimikrobno aktivnost eteri¢nih olj. Ker razli¢ne publikacije in
avtorji definirajo MIC razli¢no, pride do tezav pri primerjanju rezultatov razli¢nih raziskav
in Studij. V nekaterih primerih pride do tega, da sta minimalna baktericidna koncentracija
(MBC) ali bakteriostati¢na koncentracija zelo podobni MIC. V preglednici 4 so prikazani
najbolj pogosti pojmi in njihove definicije pri vrednotenju protimikrobne aktivnosti,
medtem ko so v preglednici 5 podane nekatere metode za vrednotenje protimikrobne
ucinkovitosti eteri¢nih olj (Burt, 2004).

Preglednica 4: 1zrazi, ki se uporabljajo pri vrednotenju protimikrobnega delovanja (Burt, 2004)

Izraz Definicija
minimalna inhibitorna e najmanj$a koncentracija snovi, ki prepreCuje razmnozevanje
koncentracija (MIC) ali zniza zivost inokuluma

e najmanjSa koncentracija snovi, ki popolnoma prepreci
razmnozevanje izbranega mikroorganizma za vsaj 48 ur

e najmanjSa koncentracija, ki prepre¢i vidno rast izbranega
mikroorganizma

e najmanjSa koncentracija, ki povzro¢i znacilno zmanjSanje
zivosti izbranega mikroorganizma (> 90 %)

minimalna baktericidna e koncentracija izbrane snovi, ki ubije 99,9 % ali ve¢ zaCetnega

koncentracija (MBC) Stevila inokuluma

e najmanjSa koncentracija snovi, pri kateri po precepljanju na
sveze gojis€e ne opazimo rasti

bakteristati¢na koncentracija e najmanjSa koncentracija snovi, pri kateri ni rasti
mikroorganizmov, se pa razmnozujejo po precepljanju na
sveze gojisce

baktericidna koncentracija e najmanj$a koncentracija snovi, pri kateri ni rasti
mikroorganizmov in ti ne rastejo niti po precepljanju na sveze
gojisée

Preglednica 5: Pregled nekaterih metod za dolo¢anje protimikrobne aktivnosti (Burt, 2004)

Metoda Namen

e metoda difuzije v trdem gojiscu z diski Dolocitev protimikrobne aktivnosti.

e metoda difuzije v trdem gojis¢u z luknjicami

e razredCevalna metoda v trdem gojiséu Dologitev protimikrobne aktivnosti.

e razredCevalna metoda v tekoCem gojiscu

e rastna krivulja Dolocitev hitrosti in ¢asa protimikrobne
aktivnosti.

o elektronska mikroskopija Opazovanje morfoloskih sprememb zaradi
protimikrobne aktivnosti.
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2.4 KOMBINACHE PROTIMIKROBNIH SREDSTEV

Za konzerviranje hrane se je obi¢ajno uporabljalo samo eno protimikrobno sredstvo, zadnje
Case pa se vse bolj uporabljajo kombinacije protimikrobnih sredstev, ki zagotavljajo vecjo
protimikrobno aktivnost. Metode, ki se uporabljajo za testiranje kombinacij protimikrobnih
sredstev so metoda difuzije v trdem gojiscu, razredCevalna metoda v tekoCem gojiscu ali
rastna krivulja (Lopez-Malo Vigil in sod., 2005).

Za opis protimikrobnih interakcij med dvema ali ve¢ snovmi, uporabljamo izraze aditiven,
antagonisticen in sinergisticen. Do aditivnosti pride, ko je vsota aktivnosti dveh
protimikrobnih snovi enaka vsoti aktivnosti posameznih protimikrobnih snovi in pri tem ne
pride do povecanja ali zmanjSanja aktivnosti kombinacije protimikrobnih snovi v
primerjavi s posameznimi protimikrobnimi snovmi. Antagonizem pomeni zmanjSanje
aktivnosti  kombiniranih  protimikrobnih  sredstev v primerjavi s posameznimi
protimikrobnimi snovmi. Pri sinergizmu gre za povecanje ali izboljSanje celotne
protimikrobne aktivnosti, ko je vsota aktivnosti dveh protimikrobnih sredstev vecja kot
vsota aktivnosti posameznih protimikrobnih sredstev (Lopez-Malo Vigil in sod., 2005).
Gardner (1977) navaja, da je sinergizem zelo redek pri kombinaciji protimikrobnih
sredstev.

Za vrednotenje delovanja dveh ali ve¢ protimikrobnih snovi se uporablja frakcijska
inhibitorna koncentracija (FIC), ki jo izratunamo po enacbi (1) oziroma (2) in nato skupno
delovanje dolo¢imo po enac¢bi (3) kot indeks frakcijske inhibitorne koncentracije (FICI)
(Yap in sod., 2013).

MIC kombinacije dveh protimikrobnih snovi
FICa = (1)

MIC protimikrobne snovi a

MIC kombinacije dveh protimikrobnih snovi

FICh = (2

MIC protimikrobne snovi b

Legenda:

FICa.... frakcijska inhibitorna koncentracija protimikrobne snovi a
FICh.....frakcijska inhibitorna koncentracija protimikrobne snovi b
MIC......minimalna inhibitorna koncentracija

FICI = FICa + FICh (3

Legenda:
FICI...indeks frakcijske inhibitorne koncentracije
FICa in FICb sta frakcijski inhibitorni koncentraciji protimikrobnih sredstev a in b

Definicije aktivnosti protimikrobnih kombinacij (Yap in sod., 2013)
e FICI>0,5-4,0............ ni interakcije
e FICI>4,0.....cuvuvee.. antagonizem
o FICI<05. e sinergizem
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Dejavniki, ki lahko vplivajo na protimikrobno aktivnost so (Lopez-Malo Vigil in sod.,
2005):
e vrsta bakterij: sev, velikost inokuluma, fiziologija celice, gojisée, protimikrobno
sredstvo,
e vrsta medija: pH, vodna aktivnost, redoks potencial, atmosferski CO,,
e okoljski parametri pri izvedbi poskusa: razmere pri inkubaciji (na primer-
temperatura, cas, sestava plinske faze), variabilnost uporabljene opreme.

2.5 SENZORICNA ANALIZA

Senzori¢na analiza je opisovanje in ocenjevanje lastnosti nekega zivila s ¢lovekovimi
Cutili: vidom, okusom, vohom, sluhom in tipom oziroma dotikom. Kot merilni instrument
nam v senzori¢ni analizi sluZijo ¢lovekova Cutila: o¢i, nos, usta, usesa. V njih so namesceni
receptorji za zaznavanje videza, barve, okusa, vonja, temperature, pookusa. Senzori¢na
analiza obsega niz razlicnih tehnik in nacinov, ki omogocajo natancno merjenje
¢lovekovega odziva na hrano, minimalizirajo mozne stranske u¢inke ocenjevanega izdelka

ter minimizirajo zunanje ucinke, ki vplivajo na preskusevalevo oz. potroSnikovo zaznavo
(Golob in sod., 2006).

Cilj senzoricne analize je definirati posamezne senzoricne lastnosti in zagotoviti
pomembne ter uporabne informacije razlicnim profilom Zzivilske stroke, tako tistim, ki
izdelek razvijajo, kot tudi tistim, ki imajo kot potroSniki moZnost vplivati na senzori¢ne
lastnosti izdelka (Golob in sod., 2006).

S senzori¢no analizo lahko ugotovimo (Skvarca, 1999):
e stopnjo odli¢nosti senzori¢nih lastnosti,
e stopnjo izrazenosti posameznih specifi¢nih lastnosti (videz, barva, aroma),
e stopnjo uglaSenosti (harmonijo) med posameznimi komponentami v enotno
zaznavo jedi (aroma, tekstura).

2.5.1 Senzoricni preskusevalci

Panel ali skupino senzori¢nih preskusevalcev sestavljajo ¢lani panela, ki jih je potrebno
ustrezno izbrati, izSolati ter preverjati. Senzori¢no analizo lahko izvajajo trije tipi
preskusevalcev glede na njihove sposobnosti zaznavanja, razlikovanja, stopnjo Solanja in
izkusnje (Golob in sod., 2006):
e preskusevalci (laiki ali preskusSevalci zacetniki) — so ljudje, ki Se niso delali po
natancnih kriterijih ali zacetniki, ki so Ze sodelovali v senzoricnem ocenjevanju,
e izbrani preskuSevalci — kandidati, ki so bili izbrani in Solani za ocenjevanje z
doloceno senzori¢no metodo in za delo na dolo¢enem podrocju,
e izvedenci ali strokovnjaki (eksperti) so lahko izvedeni preskusevalci, ki so pri delu
v panelu pokazali dolo¢eno ostrost svojih Cutov in razvili dober, dolgotrajen
spomin ali specializirani izvedeni preskuSevalci, ki uporabljajo specialno znanje,
pridobljeno na dolocenih strokovnih podrocjih.
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2.5.2 Senzori¢ne metode

Senzori¢ne metode v glavnem delimo na hedonske in analiticne (preglednica 6). Obe vrsti
preskusov sta v medsebojni zvezi, vendar ima vsaka svoje znacCilnosti, prednosti in
omejitve tako glede izvedbe, kot tudi zahtev po potrebnem predhodnem znanju. Kateri
preskus izberemo, je odvisno od problema, ki ga Zelimo resiti (Golob in sod., 2005).

Preglednica 6: Pregled senzori¢nih preskusov (Golob in sod., 2005)

Vrsta preskusov Preskusi Vprasanje Znacilnosti
preskusevalcev
Hedonski Afektivni Kako ti je vzorec viec? Izbrani za dolo¢eno vrsto
Kateri vzorec je bolj izdelka, neSolani.
sprejemljiv?
Preskusi razlikovanja Ali se vzorci med seboj Izbrani glede na
razlikujejo? senzori¢ne sposobnosti.
Preskusi z uporabo Kako bi z uporabo Izbrani glede na
lestvic lestvice ocenili dologeno | senzori¢ne sposobnosti,
senzori¢no lastnost v Solani ali nesolani.
vzorcih ali ugotovili
Analiti¢ni sprejemljivost vzorcev?
Opisna analiza Kaksne so razlike v eni Izbrani glede na
ali ve¢ senzori¢nih senzori¢ne SPosobnosti
lastnosti? in motivacijo, $olani ali
celo visoko usposobljeni.

2.5.2.1 Opisna ali deskriptivna analiza

Opisna analiza je postopek opisovanja zaznanih senzori¢nih lastnosti izdelka, obi¢ajno v
takem vrstnem redu, kot jih zaznavamo. Je popoln senzori¢ni opis, ki upoSteva vse
obcutke, zaznane med ocenjevanjem izdelka (vidne, slusne, vohalne, tipne, itd.). Opisna
analiza je torej metoda pri kateri senzori¢ne lastnosti izdelka (hrane, pijace) identificiramo,
jih opisemo z besedo in nato tudi kvantitativno ovrednotimo. Poznamo kvalitativne in
kvantitativne deskriptivne metode. Vse veljajo za bolj ali manj objektivne metode, saj jih
izvajajo le visoko usposobljeni senzoricni preskusSevalci. Opisne analize nikdar ne
1zvajamo s potrosniki, za vse opisne metode se zahteva izSolan panel, ki je v svojih ocenah
dosleden in ponovljiv. Opisna analiza temelji na dejstvu, da je senzori¢ni vtis, ki ga pri
ocenjevanju vzorca zazna preskusevalec, sestavljen iz Stevilnih prepoznavnih, mocneje ali
slab$e izrazenih senzori¢nih lastnosti. Te lastnosti lahko opiSemo z opisom-deskriptorjem.
Deskriptor je definiran izraz (beseda ali opis), s katerim preskusevalec opiSe zaznavo.
Znacilnost vsakega deskriptorja je, da omogoca ocenjevanje na neki intenzivnostni lestvici
(Golob in sod., 2006).

2.5.3 Uporaba senzori¢ne analize

Senzori¢na analiza je vsestransko uporabna pri (Golob in sod., 2006):
e kontroli kakovosti osnovnih surovin in kon¢nih izdelkov,
e spremljanju kakovosti izdelkov med skladi§¢enjem,
e analizi konkurenénih izdelkov,
e proucevanju vzrokov dolo¢enih sprememb v barvi, vonju, okusu, aromi in teksturi,
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e primerjanju senzori¢nih lastnosti izdelka z njegovimi instrumentalnimi, kemijskimi
ali fizikalnimi metodami,

e trznih raziskavah,
e razli¢nih hedonskih analizah (ugotavljanje sprejemljivosti izdelka za potrosnika).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 POTEK DELA

Namen naSega eksperimentalnega dela je bil ugotoviti protimikrobno aktivnost ekstrakta A.
katsumadai v mletem mesu. Eksperimenti so bili izvedeni v 3 sklopih (slika 1).

(A) E. coli L. monocytogenes
v v
A. katsumadai <« A katsumadai + Vivox 40
M L
Vivox 40 etoda razred¢evanja v

mikrotitrski plos¢ici v MHB in v

A. katsumadai + Vivox 70
50 % Zivilu Nl

Vivox 70
_,—y <4— A katsumadai + EGKG
EGKG b4 2
MIC FIC, FICI
(B) Koktail E. coli, L. monocytogenes, C. jejuni
v v v
Metoda razredéevanja v Metoda razred¢evanja v MHB s Metoda razredéevanja v
MHB s pH 7,0; 6,0; 5,3 pH 7,0 pri 8 °C in 37 °C mletem mesu pri 37 °C +
+ A. katsumadai + A. katsumadai + EGKG A. katsumadai + EGKG
1 4 U
Indeks inhibicije rasti E. coli, L. monocytogenes in C. jejuni, rastne krivulje
Mleto meso + DMSO v Mleto meso + A. katsumadai v Mleto meso + EtOH v
(C) aktivni koncentraciji protimikrobni aktivni koncentraciji aktivni koncentraciji

v

v !

Senzori¢na analiza

Sprejemljivost mletega mesa z dodatkom A. katsumadai

Legenda:

MHB: tekoc€e gojis¢e Mueller Hillton, EGKG: epigalokatehin galat, DMSO: dimetilsulfoksid, EtOH: etanol,
MIC: minimalna inhibitorna koncentracija, FIC: frakcijska inhibitorna koncentracija, FICI: frakcijski
inhibitorni indeks

Slika 1: Shema eksperimentalnega dela

V prvem sklopu (A) smo preverili protimikrobno aktivnost ekstraktov A. katsumadai,
Vivox 40, Vivox 70 in Ciste komponente EGKG ter kombinacije ekstraktov v gojis¢u
MHB in 50 % zivilu. V drugem sklopu (B) smo preverili vpliv pH in temperature na
uc¢inkovitost delovanja kombinacije ekstrakta A. katsumadai in EGKG v gojis¢u MHB in
mletem mesu. V zadnjem sklopu (C) smo s senzori¢no analizo mletega mesa z dodanim
ekstraktom A. katsumadai preverili moznosti za uporabo v zivilu. Shematski potek dela je
prikazan na sliki 1.
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3.2 MATERIAL
3.2.1 Bakterije

Za izvedbo eksperimentalnega dela smo uporabili bakterije vrst:
e Listeria monocytogenes ZM58 (IHM 4b), nemski referenéni sev
e Escherichia coli ZM370 (ATTC 11229), tipski sev
e Campylobacter jejuni (NTCT 11168), referen¢ni sev

3.2.2 Mikrobioloska gojis¢a
Gojis¢e EMB

Sestavine:
e osnovni medij Levine EMB Agar (40145012, Biolife, Milano, Italija)
e (destilirana voda

Priprava:
V 500 ml destilirane vode smo zatehtali 21,25 g gojis¢éa EMB. Vsebino smo dobro
premesali in sterilizirali 20 minut v avtoklavu pri 121 °C. Po sterilizaciji smo gojisce
ohladili na 45 °C in ga asepti¢no razlili v sterilne plasti¢ne petrijevke ter jih shranili v
hladilnik.

Gojis¢e OXFORD

Sestavine:
e osnovni medij OXFORD (1.07004, Merck, Darmstadt, Nemcija)
e (destilirana voda
e selektivni dodatek (Oxford Listeria Selektiv Supplement, 1.07006, Merck,
Darmstadt, Nemcija)
e etanol
e sterilna destilirana voda

Priprava:

V 500 ml destilirane vode smo zatehtali 29,25 g gojis¢a Oxford. Vsebino smo dobro
premesali in 20 minut sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C. Po sterilizaciji smo gojisce
ohladili na 45 °C, asepti¢no dodali Oxford Listeria Selektiv Supplement, v katerega smo
predhodno dodali 2,5 ml etanola in 2,5 ml sterilne destilirane vode. Nato smo gojisce
asepti¢no razlili v sterilne plasti¢ne petrijevke ter jih shranili v hladilnik.
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Gojisce Columbia

Sestavine:

e osnovni medij Columbia (Columbia Agar Base, CM331, Oxoid, Hampshire,
Anglija)

e (destilirana voda

e sterilna defibrinirana konjska kri (SR048C, Oxoid, Hampshire, Anglija)

e dodatek za rast (Campylobacter Growth Supplement, SR232E, Oxoid, Hampshire,
Anglija)

e dodatek za selektivnost (Columbia Selective Supplement, SR069, Oxoid,
Hampshire, Anglija)

Priprava:

V 500 ml destilirane vode smo zatehtali 19,5 g osnovnega medija Columbia. Vsebino smo
dobro premesali in 20 minut sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C. Po sterilizaciji smo gojisce
ohladili na 45 °C in asepti¢no dodali 25 ml defibrinirane konjske krvi, 1 steklenicko
dodatka za rast in 1 stekleniCko dodatka za selektivnost. Vsebino smo dobro premesali in
jo asepticno razlili v sterilne plasticne petrijevke ter jih shranili v hladilnik.

Gojise AHB

Sestavine:

e osnovni medij (Bacto TM Heart Infusion Agar, CM375, Oxoid, Hampshire,
Anglija)

e kvasni ekstrakt (Yeast Extract, CM19, Oxoid, Hampshire, Anglija)

e destilirana voda

e dodatek za rast (Campylobacter growth supplement, SR232E, Oxoid, Hampshire,
Anglija)

e kromogeno barvilo tetrazolijev klorid (TTC, T8877, Sigma-Aldrich, Nemc¢ija)

Priprava:

V 500 ml destilirane vode smo zatehtali 20 g osnovnega medija in 1 g kvasnega ekstrakta.
Vsebino smo dobro premesSali in sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri 121 °C. Po
sterilizaciji smo gojis¢e ohladili na 45 °C in asepticno dodali 1 steklenicko dodatka za rast
in 5 ml kromogenega barvila. Se tekoce gojis¢e smo dobro premesali in ga asepti¢no razlili
v sterilne plasticne petrijevke ter jih shranili v hladilnik. Zaradi obcutljivosti TTC na
svetlobo, smo gojisca hranili v temi.

Gojisce ALOA

Sestavine:
e osnovni medij ALOA (Agar Listeria acc. to Ottaviani & Agosti, 4016052, Biolife,
Milano, Italija)
e selektivni dodatek (ALOA enrichment selective supplement, 423501, Biolife,
Milano, Italija)
e destilirana voda
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e ctanol
e sterilna destilirana voda

Priprava:

V 500 ml destilirane vode smo zatehtali 35,3 g osnovnega medija. Vsebino smo dobro
premesali in sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri 121 °C. Po sterilizaciji smo gojisce
ohladili na 45 °C in asepti¢no dodali selektivni dodatek ALOA ter 2,5 ml etanola in 2,5 ml
sterilne destilirane vode. Sestavine smo dobro premesali in asepticno razlili v sterilne
plasti¢ne petrijevke ter jih shranili v hladilnik.

Gojisce TBX

Sestavine:
e osnovni medij (Tryptone Bile X — Glucuronide Agar, 5121562, Biolife, Milano,
Italija)
e destilirana voda

Priprava:
V 500 ml destilirane vode smo zatehtali 15,5 g osnovnega medija. Vsebino smo dobro
premesali in sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri 121 °C. Po sterilizaciji smo gojiSce
ohladili na 45 °C in ga asepti¢no razlili v sterilne plasti¢ne petrijevke ter jih shranili v
hladilnik.

Gojisée MHB

Sestavine:
e osnovni medij (Mueller-Hillton-Broth, 1.10293, Merck, Darmstadt, Nem¢ija)
e (destilirana voda

Priprava:
V 500 ml destilirane vode smo zatehtali 10,5 g osnovnega medija. Vsebino smo dobro
premesali in sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri 121 °C. Po sterilizaciji smo gojisce
ohladili na 45 °C in ga asepti¢no razlili v sterilne plasticne petrijevke ter jih shranili v
hladilnik.

Gojis¢e MHA

Sestavine:
e osnovni medij (Mueller Hinton Agar, 1.05435, Merck, Darmstadt, Nemcija)
e (destilirana voda

Priprava:
V 500 ml destilirane vode smo zatehtali 19 g osnovnega medija. Vsebino smo dobro
premesali in sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri 121 °C. Po sterilizaciji smo gojisce
ohladili na 45 °C in ga asepti¢no razlili v sterilne plasticne petrijevke ter jih shranili v
hladilnik.
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Gojisce BPW

Sestavine:
e osnovni medij (Buffered Peptone Water, CM0509, Oxoid, Hampshire, Anglija)
e (estilirana voda

Priprava:

V 500 ml destilirane vode smo zatehtali 10 g osnovnega medija. Vsebino smo dobro
premesali in sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri 121 °C. Po sterilizaciji smo gojisce
ohladili in ga shranili v hladilnik.

Fizioloska raztopina

Sestavine:
e kalijev dihidrogen fosfat-KH,PO, (1.04873, Merck, Darmstadt, Nem¢ija)
e destilirana voda

Priprava:

3,4 g KH,PO,4 smo raztopili v 100 ml destilirane vode. Vzeli smo 1,25 ml te raztopine in jo
razredc¢ili v 1000 ml destilirane vode. Vsebino smo dobro premesali in jo sterilizirali v
avtoklavu 20 minut pri 121 °C.

3.2.3 Pripravasnovi s protimikrobnim delovanjem
3.2.3.1 Ekstrakt Alpinia katsumadai, Vivox 40 in Vivox 70

Ekstrakte A. katsumadai (etanolni, heksanolni, diklorometanolni in metanolni) smo
pridobili v sodelovanju s prof. dr. Franzem Bucarjem iz InStituta za Farmacevtske znanosti
(Gradec, Awvstrija). Ekstrakta Vivox 40 in Vivox 70 smo pridobili od podjetja Vitiva d.o.o.,
Markovci.

Priprava:

Raztopine A. katsumadai, Vivox 40 in Vivox 70 smo pripravili tako, da smo zatehtali
priblizno 20 mg ekstrakta in mu dodali predhodno izra¢unan volumen DMSO, ker smo
zeleli zacetno koncentracijo ekstrakta 16,384 mg/ml.

m

V (DMSO0) = " -(4)
Legenda:
V (DMSO).....volumen DMSO (ml)
111 I masa ekstrakta (mg)

Yoeeoaaananannn zadetna koncentracija ekstrakta (16,384 mg/ml)
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Izracun koncentracije raztopine A. katsumadai:

m

C= —— ..(5
V(DMSO) ®)
Legenda
Coreiri koncentracija ekstrakta v DMSO (mg/ml)
M masa ekstrakta (mg)
V(DMSO)......volumen DMSO (ml)
Vg +xC
Cp=—3"~_ ..(6
X~ 0,500 ml ©)
Legenda:
Chuverrerrreneene kon¢na koncentracija (mg/ml)
AVZ ST volumen STOCK (ml)
Corerreeeies koncentracija ekstrakta v DMSO (mg/ml)

3.2.3.2 Epigalokatehin galat

Priprava:

5 mg epigalokatehin galata (E4143-50MG, Sigma) smo zatehtali v 5 ml sterilno epruveto
in dodali 0,5 ml absolutnega EtOH in dobro premesali na vrtinénem meSalu. Ko se je
EGKG stopil, smo dodali e 1,5 ml sterilnega gojis¢a MHB. Koncentracija raztopine
EGKG je znasala 5 mg/ml.

3.2.4 Druge kemikalije in dodatki

Absolutni etanol (1.00983, Merck, Darmstadt, Nemcija)

96 % etanol (1.00971, Merck, Darmstadt, Nemcija)

DMSO - dimetilsulfoksid (1.0295, Merck, Darmstadt, Nemcija)

Barvilo INT — iodonitrotetrazolium Kklorid (18377-5G, Sigma-Aldrich, Nem¢ija)

3.25 Mileto meso

Uporabili smo mleto me$ano meso (goveje meso : svinjsko meso = 1:1) (Mercator,
Slovenija).

3.2.6 Laboratorijska oprema

Poleg navedene laboratorijske opreme, ki je navedena v preglednici 7, smo uporabljali Se
splosno laboratorijsko opremo: mikrotitrske plos¢ice (Nunc, Danska), cepilne zanke,
petrijeve plosée (Labortehnika Golias, Slovenija), merilne valje (Plastibrand, Nemcija),
steklene epruvete, laboratorijske steklenice 100 ml, 250 ml, 500 ml (Duran, Nemcija),
centrifugirke ter drugo laboratorijsko steklovino.
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Preglednica 7: Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili pri eksperimentalnem delu

Oprema

Oznaka

Proizvajalec

Avtoklav

Tip 250

Sutjeska, Beograd

Avtomatske pipete in nastavki

10 pl, 100 pl, 1000 pl, 10 ml

Eppendorf, Nem¢ija,
Gilson, Francija

Digestorij Tip 382 Med-lab Rauh, Slovenija
Digitalna tehtnica PB 1502-S Mettler Toledo, Svica
Gnetilnik Stomacher 400 Seward, Velika Britanija
Hladilnik / Zanussi, Japonska
Inkubator 1-115C Kambi¢, Slovenija
Mikrovalovna peéica Cookgrill 1300 Sanyo, Japonska

pH meter SerenEosy pH Mettler, Toledo, Svica

pH elektroda Inlab Expert Pro pH Mettler, Toledo, Svica
Omara za suSenje steklovine S0O-250 Elektromedicina Ljubljana,

Slovenija

Plinska jeklenka 2z meSanico
plinov

10 % CO,, 3 % Oy, 87 % N,

Istragas, Slovenija

Plinski gorilnik / /

Stresalnik Vibriomix 314 EVT Tehtnica, Slovenija
Tehtnica PB 1502-S Mettler, Toledo, Svica
Zas¢itna mikrobioloska komora PIO SMBC 122 AV Iskra, Slovenija
Zamrzovalnik / LTH, Slovenija

Zar Tip 610.8 Silex, Hamburg, Nem¢ija

3.3 METODE DELA

3.3.1 Revitalizacija bakterij

3.3.1.1 Bakterije vrst E. coli in L. monocytogenes

Izolati bakterij vrst E .coli in L. monocytogenes so bili pred pricetkom eksperimenta

shranjeni na trdnem gojis¢éu TSA v hladilniku pri 8 °C. S cepilno zanko smo ob ognju
prenesli eno bakterijsko kolonijo v 4 ml MHB ter vsebino dobro premesali in jo 24 ur

inkubirali pri 37 °C.

3.3.1.2 Bakterije vrste C. jejuni

Izolat bakterij vrste C. jejuni je bil pred pricetkom eksperimenta shranjen v skrinji pri

temperaturi —80 °C. S cepilno zanko smo prenesli kulturo na gojis¢e Columbia in jih 24 ur

inkubirali pri 42 °C v mikroaerofilni atmosferi. Po inkubaciji smo kolonijo precepili v 4 ml

tekocCega gojis¢a MHB, ki smo mu dodali 0,2 ml konjske krvi. Nato je sledila 24 urna
inkubacija pri 42 °C v mikroaerofilni atmosferi.
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3.3.2 Priprava inokuluma
3.3.2.1 Priprava posameznih kultur

Po 24-urni inkubaciji (3.3.1) smo 75 ul kulture bakterij vrst E. coli, L. monocytogenes in C.
jejuni prenesli v 3 epruvete s 5 ml gojis¢a MHB. Tako smo pripravili inokulum, katerega
smo uporabili za nadaljnji potek eksperimentalnega dela.

3.3.2.2 Priprava bakterijskega koktaila

Za pripravo bakterijskega koktaila smo prenesli po 150 ul 24-urnih (3.3.1) bakterijskih
kultur E. coli, L. monocytogenes in C. jejuni v 10 ml tekoc¢ega gojis¢a MHB. Predhodno
smo 1 ml bakterij vrste E. coli prenesli v 9 ml fizioloske raztopine in od tu prenesli 150 pl
v 10 ml tekocega gojis¢a MHB.

3.3.3 Priprava 50 % zivila

Za pripravo 50 % zivila smo zatehtali 150 g mletega mesa in 150 g % BPW. Vsebino smo
homogenizirali in 20 minut sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C. Po sterilizaciji smo vsebino
ohladili in jo ponovno homogenizirali. Nato smo jo prenesli v vrecko s filtrom za gnetilnik
in jo Se enkrat homogenizirali. Na koncu smo suspenzijo odpipetirali preko filtra v ¢isto,
sterilno steklenicko. ¥4 BPW smo pripravili tako, da smo v 500 ml destilirane vode
zatehtali 2,5 g osnovnega medija BPW, premesali in 20 minut sterilizirali v avtoklavu pri
121 °C.

3.3.4 [Izracun frakcijske inhibitorne koncentracije (FIC) in frakcijskega
inhibitornega indeksa (FICI)

Za izracun frakcijske inhibitorne koncentracije (FIC) in indeksa frakcijske inhibitorne
koncentracije (FICI) smo uporabili enacbe (1)-(3) (2.4).

3.3.5 Izracun indeksa inhibicije

Za izracun indeksa inhibicije smo uporabili enacbo (7).

IN (%) = (M) 100 ()
K
Legenda:
IN e, indeks inhibicije (%)
NKeeiienenee povpreéno Stevilo prezivelih bakterij v kontrolnem vzorcu (log cfu/ml)

N PSR, povpreéno $tevilo preZivelih bakterij v vzorcu z dodano protimikrobno snovjo (log cfu/ml)
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3.3.6 Metoda razred¢evanja v mikrotitrski plosc¢ici v gojis¢cu MHB

V eksperimentu smo uporabili metodo razred¢evanja v mikrotitrski plos¢ici, s katero smo
dolocali minimalno inhibitorno koncentracijo ¢iste kulture v gojis¢u MHB in 50 % zivilu.

Za izvedbo smo pripravili posamezne snovi s protimikrobnim delovanjem (Vivox 40,
Vivox 70), bakterijsko kulture (E. coli, L. monocytogenes), pozitivno (50 ul gojis¢a MHB
in 50 pl bakterijskega inokuluma) in negativno kontrolo (50 ul gojis¢a MHB in 50 ul
protimikrobne snovi) ter slepi vzorec (100 pl gojis¢a MHB). Osnovno raztopino
posamezne protimikrobne snovi smo pripravili s koncentracijo 4,104 mg/ml (3.2.3.1) in jo
v mikrotitrski plos¢ici razred¢ili do koncentracije 0,016 mg/ml.

Preglednica 8: Primer mikrotitrske ploscice pri dolo¢anju minimalne inhibitorne koncentracije ekstraktov
Vivox 40 in Vivox 70

Vivox40 | Vivox40 | Vivox40 | Vivox40 | Vivox70 | Vivox70 | Vivox70 | Vivox70 Kontrola
E.c. E.c. L.m. L.m. E.c. E.c. L. m. L. m. DMSO
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

A| 2,052 2,052 0,257 0,257 2,052 2,052 0,257 0,257 PK |PK | 12,5%

B| 1,026 1,026 0,128 0,128 1,026 1,026 0,128 0,128 PK | PK | 6,25 %
C| 0,513 0,513 0,064 0,064 0,513 0,513 0,064 0,064 | NK |NK|[3,125%
D| 0,257 0,257 0,032 0,032 0,257 0,257 0,032 0,032 | NK | NK |1,563 %
E| 0,128 0,128 0,016 0,016 0,128 0,128 0,016 0,016 SV | SV |0,781 %
F| 0,064 0,064 0,008 0,008 0,064 0,064 0,008 0,008 SV | SV |0,391 %
G| 0,032 0,032 0,004 0,004 0,032 0,032 0,004 0,004 0,195 %
H| 0,016 0,016 0,002 0,002 0,016 0,016 0,002 0,002 0,098 %

Legenda:

E. c.: Escherichia coli
L. m..: Listeria monocytogenes

PK: pozitivnha kontrola
NK: negativna kontrola

SV: slepi vzorec

V luknjice prve vrstice mikrotitrske plos¢ice (od Al do A8) (preglednica 8) smo
odpipetirali 100 ul posamezne protimikrobne snovi, v vse ostale luknjice (B1 — H8, B2 —
H8,...B3-H8) pa smo odpipetirali 50 pl gojis¢éa MHB. Nato smo 50 ul iz Al prenesli v B1
in osemkrat premesali ter tako nadaljevali do konca stolpca. Na koncu smo zadnjih 50 pl
zavrgli. Ta postopek smo ponovili tudi v ostalih stolpcih (2-8). Ko smo protimikrobno
snov razredcili do zelene koncentracije, smo v vsako luknjico dodali 50 pl inokuluma
(3.3.2). Mikrotitrsko plos¢ico smo nato 1 minuto stresali na stresalniku in jo 24 ur
inkubirali pri 37 °C.

Na mikrotitrski plos¢ici smo pripravili tudi pozitivno kontrolo tako, da smo zamesali 50 pl
gojis¢a MHB in 50 pl bakterijskega inokuluma in negativno kontrolo, kjer je bilo 50 pl
gojis¢a MHB in 50 pl protimikrobne snovi.

Kontrolo za DMSO (stolpec 11) smo pripravili tako, da smo zamesali 375 pl gojis¢a MHB
in 125 ul DMSO. Nato smo vsebino premesali in dali 100 pl raztopine v prvo luknjico.
50 ul iz A11 smo prenesli v B11, osemkrat premesali in ponovili postopek do H11, zadnjih
50 ul pa smo zavrgli. Naredili smo S$e slepi vzorec iz 100 pul tekocega gojis¢a MHB.
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Mikrotitrsko plos¢ico smo 24 ur inkubirali pri 37 °C. Po 24 urni inkubaciji smo v vsako
luknjico dodali 10 ul barvila INT, ki smo ga pripravili tako, da smo v temnem prostoru
zatehtali 0,02 g INT in ga raztopili v 10 ml sterilne destilirane vode. Mikrotitrsko plos¢ico
smo 1 minuto stresali na stresalniku in dali v inkubator za 30 minut pri 37 °C. Po konc¢ani
inkubaciji smo doloc¢ili MIC glede na spremembo barve.

3.3.7 Metoda razred¢evanja v mikrotitrski plos¢ici v 50 % zivilu

Za izvedbo smo pripravili snov s protimikrobnim delovanjem (A. katsumadai, 3.2.3.1),
50 % zivilo (3.3.3), pozitivni in negativni kontroli ter slepa vzorca.

V luknjici prve vrstice mikrotitrske ploséice Al in A2 (preglednica 9) smo odpipetirali
200 pl protimikrobne snovi, v luknjice od B1 do H1 in B2 do H2 pa smo odpipetirali
100 pl 50 % zivila. Nato smo 100 pl iz Al prenesli v BI in osemkrat premesali ter tako
nadaljevali do konca stolpca (do H8). Na koncu smo zadnjih 100 pl zavrgli. Ta postopek
smo ponovili tudi v stolpcu Stevilka 2. Ko smo protimikrobno snov v obeh stolpcih
razredcili do Zelene koncentracije, smo v vsako luknjico dodali 100 pl delovne raztopine
inokuluma (3.3.2.1). Pri vsaki mikrotitrski plos¢ici smo pripravili tudi 2 pozitivni kontroli.
Prvo smo pripravili tako, da smo zmesali 100 pl 50 % zivila in 100 pl pripravljene delovne
kulture posameznih vrst bakterij, v drugo pa smo zamesali 100 pl gojis¢a MHB in 100 pl
bakterijskega inokuluma (3.3.2). Kontrolo 70 % EtOH smo pripravili tako, da smo zmesali
375 wl gojis¢a MHB in 125 ul 70 % EtOH. Pripravili smo tudi 4 slepe vzorce, od tega sta
dva vzorca vsebovala 200 ul tekocega gojis¢a MHB (SV1), dva pa 200 ul 50 % zivila
(SV2). Mikrotitrsko plos¢ico smo nato 1 minuto stresali na stresalniku in jo inkubirali 24 ur
pri 37 °C. Enak postopek smo naredili tudi za mikrotitrsko plos¢ico, ki smo jo inkubirali
pri 8 °C.

Po 24-urni inkubaciji smo v vsako luknjico dodali 10 pl barvila INT, ki smo ga pripravili
tako, da smo v temnem prostoru zatehtali 0,02 g INT in ga raztopili v 10 ml sterilne
destilirane vode. Mikrotitrsko plosé¢ico smo 1 minuto stresali na stresalniku in 30 minut
inkubirali pri 37 °C. Po kon¢ani inkubaciji smo dolo¢ali MIC glede na spremembo barve.

Preglednica 9: Primer mikrotitrske plos¢ice pri doloanju minimalne inhibitorne koncentracije v 50 % zivilu

E. coli L. monocytogenes
1 2 3 4 5 6
A 2,052 2,052 SV, SV, PK; PK;
B 1,026 1,026 SV, SV, PK; PK;
C 0,513 0,513
D 0,257 0,257 PK, PK, kontrola 70 % EtOH
E 0,128 0,128 PK, PK, kontrola 70 % EtOH
F 0,064 0,064
G 0,032 0,032
H 0,016 0,016
Legenda:
SV;: slepi vzorec 1 PKj: pozitivha kontrola (MHB + bakterijska vrsta)
SV, slepi vzorec 2 Kontrola 70 % EtOH: kontrola etanola (375 ul gojis¢a MHB + 125 ul 70 % EtOH)

PKj: pozitivna kontrola (50% zivilo + bakterijska vrsta)
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3.3.8 Metoda razred¢evanja v gojis¢u MHB

Z metodo razredcevanja v tekocem gojis¢u MHB smo dolocili protimikrobno uc¢inkovitost
ekstrakta A. katsumadai (1,026 mg/ml in 0,512 mg/ml) pri razli¢nih vrednostih pH (5,3,
6,0 in 7,0) in razli¢nih temperaturah inkubacije (8 °C in 37 °C). Aktivnost smo dolocali
bakterijskemu koktailu, ki smo ga pripravili iz bakterij vrst E. coli, L. monocytogenes in C.
jejuni (3.3.2.2.).

20 ul raztopine A. katsumadai (3.2.3.1) smo dodali 80 pl tekocega gojis¢a MHB, pri
katerem je bila vrednost pH 5,3, 6,0 in 7,0. Nato smo v centrifugirko zmesSali 4 ml
bakterijskega koktaila in 80 ul raztopine ekstrakta. Kot kontrolo smo imeli samo
bakterijski koktail v gojis¢éu MHB brez dodanega ekstrakta A. katsumadai. Najprej smo z
metodo Stetja kolonij na trdnem gojiscu dolocili Stevilo bakterij. Nato smo dolocali Stevilo
bakterij Se po 4, 24 in 48 urah inkubacije pri 37 °C. Z dobljenimi podatki smo narisali
rastne krivulje bakterij v gojis¢u MHB z dodano protimikrobno snovjo.

Pri dolo¢itvi vpliva temperature na protimikrobno aktivnost smo pripravili bakterijski
koktail (3.3.2.2), raztopino ekstrakta A. katsumadai (1,026 mg/ml, 3.2.4.1) in raztopino
EGKG (0,625 mg/ml, 3.2.3.2) in testiranje izvedli v gojis¢u MHB pri temperaturi 8 °C in
37 °C. Najprej smo z metodo Stetja kolonij na trdnem gojiscu dolocili Stevilo bakterij. Nato
smo dolocali Stevilo bakterij Se po 4, 24 in 48 urah inkubacije pri 8 °C in 37 °C. Z
dobljenimi podatki smo narisali rastne krivulje bakterij v gojis¢u MHB z dodanimi
protimikrobnimi snovmi.

3.3.9 Protimikrobna aktivnost ekstrakta A. katsumadai in EGKG v mletem mesu

Iz bakterij vrst E. coli, L. monocytogenes in C. jejuni smo pripravili bakterijski koktail
(3.3.2.2) ter preverili protimikrobno aktivnost ekstrakta A. katsumadai (1,026 mg/ml,
3.2.3.1) in EGKG (0,625 mg/ml, 3.2.3.2) v mletem mesu pri 37 °C.

V 100 ml stekleni¢ko smo stehtali 60 g mesa in ga sterilizirali v avtoklavu 10 minut pri
115 °C. 10 g sterilnega mletega mesa smo prenesli v vrecko za homogeniziranje in mu
dodali 0,94 ml ekstrakta A. katsumadai, 2,5 ml raztopine EGKG in 1 ml bakterijskega
koktaila. Vzorec smo nato homogenizirali v gnetilniku 2 minuti pri normalni hitrosti. Z
metodo Stetja kolonij na trdem gojisc¢u smo dolocali Stevilo bakterij po 0, 24, 48 urah
inkubacije. Za bakterije vrste E. coli smo uporabili gojis¢e EMB, za bakterije vrste L.
monocytogenes gojis¢e Oxford in C. jejuni gojisce AHB z dodanimi antibiotiki. Z
dobljenimi podatki 2 paralelk smo narisali rastne krivulje bakterij v mletem mesu z
dodanimi protimikrobnimi snovmi.

3.3.10 Senzori¢na analiza
Senzori¢na analiza je potekala v senzori¢nem laboratoriju Katedre za tehnologijo mesa in

vrednotenje zivil na Oddelku za Zivilstvo Biotehniske fakultete v Ljubljani, katero sta
izvedla 2 preizkusena ocenjevalca.



Gorenc T. Protimikrobna aktivnost ekstrakta Alpinia katsumadai v mletem mesu. 27
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

3.3.10.1 Senzori¢na analiza mletega mesa z dodanim ekstraktom A. katsumadai
raztopljenim v DMSO

Najprej smo pripravili raztopino A. katsumadai (3.2.3.1). Nato smo zatehtali 300 g mletega
mesa, kateremu smo dodali ekstrakt A. katsumadai tako, da je bila koncentracija
1,026 mg/g in dobro homogenizirali. Od tu smo vzeli 150 g mesa in dodali 150 g mletega
mesa brez dodane protimikrobne snovi in tako dobili niZjo koncentracijo ekstrakta A.
katsumadai 0,513 mg/g. Tako smo nadaljevali postopek dokler nismo prisli do
koncentracije 0,016 mg/g ekstrakta (vzorci od 1-6). Nato smo zatehtali 200 g mletega
mesa, kateremu smo dodali samo raztopino DMSO brez ekstrakta A. katsumadai. Dodali
smo 6,26 ml DMSO (3 % DMSO), dobro premesali in od tu vzeli 100 g mletega mesa,
kateremu smo dodali novih 100 g mesa (1,5 % DMSO). Postopek smo nadaljevali do
koncentracije 0,1875 % DMSO (vzorci od 8-12). Dva vzorca mesa smo imeli kot kontrolo
in sicer brez dodane protimikrobne snovi in DMSO (vzorca 7 in 13). Po koncani pripravi
vzorcev, smo vzorce toplotno obdelali s pe¢enjem na Zaru, do sredi$éne temperature 75 °C
in nato ponudili komisiji. Za senzori¢no ocenjevanje smo uporabili test s tockovanjem
lastnosti iz skupine analiticnih deskriptivnih testov z nestrukturirano to¢kovno lestvico
(analiti¢ni test), kjer smo ocenjevali vonj in okus.

Vonj mletega mesa (0-5 tock) Okus mletega mesa (0-5 tock)
0 tock — neznacilen vonj 0 tock — neznacilen okus
5 to€k — znacilen vonj 5 to€k — znacilen okus

3.3.10.2 Senzori¢na analiza mletega mesa z dodanim ekstraktom A. katsumadai
raztopljenim v etanolu

Najprej smo pripravili raztopino A. katsumadai (3.2.3.1). Nato smo zatehtali 200 g mletega
mesa, kateremu smo dodali ekstrakt A. katsumadai (2,052 mg/g) in dobro premesali. Od tu
smo vzeli 100 g mesa in dodali 100 g mletega mesa brez prisotnosti protimikrobne snovi in
tako dobili koncentracijo ekstrakta A. katsumadai 1,026 mg/g. Tako smo nadaljevali
postopek dokler nismo prisli do koncentracije 0,032 mg/g ekstrakta (vzorci od 1-6). Nato
smo zatehtali 200 g mletega mesa, kateremu smo dodali samo raztopino etanola brez
prisotnosti ekstrakta A. katsumadai. Dodali smo 25 ml etanola (11 % etanol), dobro
premesali in od tu vzeli 100 g mletega mesa, kateremu smo dodali novih 100 g mesa
(5,55 % etanol). Postopek smo nadaljevali do koncentracije 0,347 % etanola (vzorci od 8-
12). Dva vzorca mesa smo imeli kot kontrolo in sicer brez dodane protimikrobne snovi in
etanola (vzorca 7 in 13). Nadaljnji postopek toplotne obdelave in senzori¢nega ocenjevanje
pripravljenih vzorcev je bil enak kot v 3.3.10.1.
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

V eksperimentalnem delu smo poskusali dokazati protimikrobni ucinek posameznih
ekstraktov in Ciste snovi (A. katsumadai, Vivox 40, Vivox 70, EGKG) ter kombinacijo
dveh protimikrobnih snovi pri posameznih bakterijah vrst E. coli, L. monocytogenes in C.
jejuni in pri bakterijskem koktailu, ki je vseboval vse prej navedene bakterije. Da bi
ugotovili, katere koncentracije inhibirajo rast bakterij, smo uporabili metodo razred¢evanja
v mikrotitrski plosc¢ici in doloc¢ili MIC. Preverili smo vpliv temperature in pH na
protimikrobno delovanje ekstrakta A. katsumadai na bakterijski koktail v gojis¢u MHB in
v mletem mesu. Za protimikrobno ucinkovito kombinacijo smo naredili senzori¢no
analizo, s katero smo preverili uporabo v mletem mesu.

4.1 PROTIMIKROBNI UCINEK RASTLINSKIH ESKTRAKTOV, DOLOCEN Z
METODO RAZREDCEVANJA V MIKROTITRSKI PLOSCICI

V prvem delu smo z metodo razred¢evanja v teko¢em gojis¢u MHB v mikrotitrski ploscici
dolo¢ili protimikrobno aktivnost treh rastlinskih ekstraktov (A. katsumadai, Vivox 40,
Vivox 70), EGKG in kombinacijo rastlinskih ekstraktov za bakterije vrst E. coli in L.
monocytogenes.

4.1.1 Vrednosti MIC za razli¢ne ekstrakte A. katsumadai v gojis¢u MHB

Z metodo razredéevanja v teko¢em gojis¢u MHB v mikrotitrski ploséici smo dolodili kateri
izmed ekstraktov A. katsumadai ima najvecjo protimikrobno ucinkovitost za bakterije vrst
E. coli in L. monocytogenes. Vrednost MIC za bakterije vrst L. monocytogenes in E. coli
smo definirali kot najmanjSo koncentracijo protimikrobne snovi, pri kateri ni bilo
spremembe barve vzorca po dodatku barvila INT (Klanénik in sod., 2010).

Preglednica 10: Vrednosti MIC za heksanolni, diklorometanolni, etanolni in metanolni ekstrakt A.
katsumadai, dolo¢ene z metodo razredCevanja v gojis¢u MHB v mikrotitrski plos¢ici

Bakterije vrste Ekstrakt A. katsumadai MIC (mg/ml)
Heksanolni ekstrakt 2,052

E. coli Diklorometanolni ekstrakt 2,052
Etanolni ekstrakt 2,052
Metanolni ekstrakt 2,052
Heksanolni ekstrakt 1,026

L. monocytogenes Diklorometanolni ekstrakt 0,513
Etanolni ekstrakt 0,513
Metanolni ekstrakt 1,026

V preglednici 10 vidimo, da so imeli pri bakterijah vrste E. coli heksanolni,
diklorometanolni, etanolni in metanolni ekstrakt A. katsumadai enako vrednost MIC
(2,052 mg/ml). Heksanolni in metanolni ekstrakt A. katsumadai sta imela pri bakterijah
vrste L. monocytogenes MIC 1,026 mg/ml, diklorometanolni in etanolni pa MIC
0,513 mg/ml. V nadaljevanju eksperimentalnega dela smo uporabili etanolni ekstrakt A.
katsumadai. Lee in sod. (2010) so prav tako dokazali protimikrobni uéinek etanolnega
ekstrakta A. katsumadai, tako kot tudi Klan¢nik in sod. (2014), ki so v svojem
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eksperimentalnem delu prav tako uporabili etanolni ekstrakt A. katsumadai, saj naj bi se
pokazal kot uc¢inkovito protimikrobno sredstvo.

4.1.2 Vrednosti MIC za ekstrakte Vivox 40, Vivox 70 in EGKG v gojis¢u MHB

Z metodo razredCevanja v tekoCem gojis¢u MHB v mikrotitrski plos¢ici smo dolocili
protimikrobno uc¢inkovitost ekstraktov Vivox 40, Vivox 70 in EGKG pri bakterijah vrst E.
coli in L. monocytogenes.

Preglednica 11: Vrednosti MIC ekstraktov Vivox 40, Vivox 70 in EGKG, dolo¢ene z metodo razredéevanja
V gojis¢u MHB v mikrotitrski ploscici

Bakterije vrste Snov s protimikrobnim u¢inkom | MIC (mg/ml)
E. coli Vivox 40 2,052

Vivox 70 1,026

EGKG 0,625
L. monocytogenes Vivox 40 0,625

Vivox 70 /

EGKG 0,625

Legenda:

/: do koncentracije 1,026 mg/ml ni MIC

V preglednici 11 vidimo, da imajo pri bakterijah vrste E. coli protimikrobno u¢inkovitost
ekstrakta Vivox 40 (2,052 mg/ml) in Vivox 70 (1,026 mg/ml) ter EGKG (0,625 mg/ml).
Pri bakterijah vrste L. monocytogenes imata protimikrobno uéinkovitost ekstrakt Vivox 40
(0,625 mg/ml) in EGKG (0,625 mg/ml), medtem ko ekstrakt Vivox 70 do koncentracije
1,026 mg/ml ni bil protimikrobno ucinkovit. Ugotovili smo, da ima EGKG na obe vrsti
bakterij najve¢ji protimikrobni u¢inek.

Rozman in JerSek (2009) sta z metodo difuzije v trdem gojis¢u dokazali protimikrobni
ucinek ekstraktov Vivox 40 in Vivox 20 na razli¢ne vrste bakterij rodu Listeria. Ugotovili
sta, da je odpornost listerij proti ekstraktoma rozmarina odvisna od ekstrakta, koncentracije
ter vrste in seva listerij.

Polifenol EGKG v zelenem c¢aju ima Sirok protimikroben spekter, kot npr. protiglivi¢ne,
dermatofitne, protibakterijske in protivirusne uéinke (Das in sod., 2014). Taguri in sod.
(2004) so raziskovali protimikrobno aktivnost 10 razli¢nih rastlinskih polifenolov na
patogene bakterije, ki se prenasajo s hrano. Med njimi je imel tudi EGKG protimikrobni
ucinek na bakterije vrste E. coli. Tudi Jeon in sod. (2014) so dokazali protimikrobni u¢inek
EGKG na bakterije vrste E. coli.

Si in sod. (2006) so ugotovili, da je ekstrakt kitajskega zelenega Caja, ki je vseboval tudi
EGKG, mo¢no inhibiral rast bakterij vrst E. coli in L. monocytogenes.

4.1.3 Vrednosti MIC za ekstrakt A. katsumadai v 50 % mletem mesu

Protimikrobno aktivnost ekstrakta A. katsumadai smo dolo¢ili tudi v 50 % mletem mesu v
mikrotitrski plos¢ici. MIC smo dolocali po 24-urni inkubaciji z barvilom INT.
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Preglednica 12: Vrednosti MIC ekstrakta A. katsumadai, dologene z metodo razredéevanja v 50 % zivilu v
mikrotitrski plo§¢ici

Bakterija MIC A. katsumadai (mg/ml) pri 37 °C
E. coli /
L. monocytogenes /

Legenda: /: do koncentracija 2,052 mg/ml ni MIC

V preglednici 12 vidimo, da vse do 2,052 mg/ml ekstrakta A. katsumadai v 50 % mletem
mesu ni protimikrobnega ucinka na bakterije vrst E. coli in L. monocytogenes.

Larson in sod. (1996) so dokazali, da ima ekstrakt hmelja vecji protimikrobni uéinek na
bakterije vrste L. monocytogenes v mediju kot pa v Zivilu. Stopnja inhibicije bakterij vrste
L. monocytogenes je bila odvisna od znacilnosti zivila in razmer inkubacije. Ekstrakt
hmelja je bil bolj u¢inkovit v kislih zivilih (zelje in skuta), kot v zivilih, ki imajo visji pH
(mleko, Camembert sir).

Kotzekidou in sod. (2008) so ugotovili, da rastlinski ekstrakti in eteri¢na olja izgubijo
protimikrobno uc¢inkovitost pri bakterijah vrst E. coli in L. monocytogenes, ko so dodane k
¢okoladi.

Devlieghere in sod. (2004) so ugotovili, da hitozan ne morejo uporabiti kot protimikrobno
sredstvo za premaz v zivilih z nizko vsebnostjo beljakovin in NaCl. V to skupino spadajo
sadje in zelenjava, saj so bila ta zivila po premazu s hitozanom grenkega okusa.

Selim (2011) je dokazal, da ima eteri¢no olje timijana protimikrobni u¢inek na bakterije
vrste E. coli O175:H7 v feta siru in mletem govejem mesu in tako bi lahko eteri¢no olje
timijana potencialno uporabljali kot naravni konzervans v Zivilih.

4.1.4 Vrednosti FICI za kombinacije ekstrakta A. katsumadai in Vivox 40, Vivox 70
in EGKG v gojis¢u MHB

Ker smo dokazali, da imajo posamezne protimikrobne snovi (A. katsumadai, Vivox 40,
Vivox 70) protimikrobni ucinek vsaj pri eni izmed izbranih bakterij, smo v nadaljevanju
zeleli ugotoviti, ali imajo te protimikrobne snovi skupno delovanje. Vrednosti MIC za
razlicne kombinacije protimikrobnih snovi smo doloc¢ili z metodo razredéevanja v
mikrotitrski plosc¢ici pri bakterijah vrst E. coli in L. monocytogenes.

Preglednica 13: Vrednosti MIC za kombinacije ekstraktov A. katsumadai in Vivox 40, dolo¢ene z metodo
razredc¢evanja v gojis¢u MHB v mikrotitrski plos¢ici

Testirane koncentracije (mg/ml) Vrednosti MIC (mg/ml) dolocene v
Bakterije vrste kombinaciji

A. katsumadai Vivox 40 A. katsumadai Vivox 40
E coli 0,256 1,026 / /

0,513 1,026 0,513 /
L. monocytogenes 0,256 1,026 / /

0,513 1,026 0,513 /

Legenda:
[: pri izbrani kombinaciji ni vrednosti MIC
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V preglednici 13 vidimo, da kombinacija ekstraktov A. katsumadai in Vivox 40 v izbranih
koncentracijah nima skupnega protimikrobnega delovanja na bakterije vrst E. coli in L.
monocytogenes, zato te protimikrobne kombinacije nismo izbrali za nadaljnje delo.

Preglednica 14: Vrednosti MIC za kombinacijo ekstraktov A. katsumadai in Vivox 70, dolo¢ene z metodo
razredGevanja v gojis¢u MHB v mikrotitrski ploséici

Testirane koncentracije (mg/ml) Vrednosti MIC (mg/ml) dolo¢ene v
Bakterije vrste kombinaciji

A. katsumadai Vivox 70 A. katsumadai Vivox 70
E coli 0,256 1,026 / 1,026

0,513 1,026 0,513 1,026
L. monocytogenes 0,256 1,026 / !

0,513 1,026 0,513 /

Legenda:
[: pri izbrani kombinaciji ni vrednosti MIC

V preglednici 14 vidimo, da pride do protimikrobne aktivnosti pri kombinaciji ekstraktov
A. katsumadai pri koncentraciji 0,513 mg/ml in Vivox 70 pri koncentraciji 1,026 mg/ml pri
bakterijah vrste E. coli, medtem ko skupnega ucinka pri bakterijah vrste L. monocytogenes
nismo dolocili.

Preglednica 15: Vrednosti FIC za kombinacijo ekstraktov A. katsumadai in Vivox 70

Bakterije vrste FIC A. katsumadai FIC Vivox 70 FICI kombinacije A. katsumadai
in Vivox 70

E. coli 0,25 1,0 1,25

L. monocytogenes 1 / /

Legenda:
/2 ni vrednosti FIC oz. FICI

V nadaljevanju smo izracunali vrednosti FIC in FICI (preglednica 15) za kombinacijo
ekstraktov A. katsumadai in Vivox 70, kjer smo videli, da ne pride do medsebojnega
ucinka testiranih protimikrobnih snovi.

Ker ni bilo skupnega ucinka kombinacij ekstraktov A. katsumadai in Vivox 40 ter
ekstraktov A. katsumadai in Vivox 70, smo testirali protimikrobni uc¢inek kombinacije
ekstrakta A. katsumadai in EGKG. Veliko studij je dokazalo, da je EGKG zelo dobro
protimikrobno sredstvo. Med njimi so protimikrobno aktivnost EGKG dokazali tudi
Gordon in Wareham (2010), Jeon in sod. (2014) in Novy in sod. (2013). Kombinacijo
ekstrakta A. katsumadai in EGKG smo testirali z metodo razredéevanja v teko¢em gojiscu
MHB v mikrotitrski plos¢ici (preglednica 16).

Preglednica 16: Vrednosti MIC za kombinacijo ekstraktov A. katsumadai in EGKG, dolo¢ene z metodo
razredcevanja v gojis¢u MHB v mikrotitrski ploscici

Bakterije vrste Testirane koncentracije (mg/ml) Vrednosti MIC (mg/ml) dolo¢ene v
kombinaciji
A. katsumadai EGKG A. katsumadai EGKG
E. coli 0,513 0,625 0,513 0,625
L. monocytogenes 0,513 0,625 0,513 0,625
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Preglednica 17: Vrednosti FIC za kombinacijo ekstraktov A. katsumadai in EGKG

Bakterije vrste FIC A. katsumadai FIC EGKG FICI kombinacije A.
katsumadai + EGKG

E. coli 0,25 1,0 1,25

L. monocytogenes 1,0 1,0 2,0

Ugotovili smo (preglednica 17), da pri kombinaciji ekstrakta A. katsumadai in EGKG ne
pride do skupnega ucinka na bakterije vrst E. coli (FICI=1,25) in L. monocytogenes
(FICI=2,0).

Klan¢nik in sod. (2014) so dokazali, da etanolni ekstrakt A. katsumadai in EGKG
predstavljata pomemben vir protimikrobnega ucinka proti bakterijam L. monocytogenes, C.
jejuni in E. coli.

Tako kakor Pillai in sod. (2005) smo tudi mi opazili, da ni nujno, da je kombinacija dveh
protimikrobnih sredstev vedno u¢inkovita.

V eksperimentih Zelimo raziskovati kombinacije protimikrobnih sredstev, saj imajo lahko
te sinergisticen ucinek, kjer sta dve protimikrobni sredstvi bolj u¢inkoviti kot eno samo
(Hessen in Kaye, 2004). Sinergisti¢en uc¢inek dveh protimikrobnih sredstev smo zeleli tudi
mi pokazati z nasim eksperimentalnim delom. Iskali smo ga v kombinaciji ekstrakta A.
katsumadai z Vivox 40, Vivox 70 in EGKG. Ugotovili smo, da pri kombinaciji ekstrakta
A. katsumadai z Vivox 70 in EGKG pri bakterijah vrste E. coli ni interakcije (FICI> 0,5-
4,0, Yap in sod. 2013), prav tako ni interakcije pri kombinaciji ekstrakta A. katsumadai in
EGKG pri bakterijah vrste L. monocytogenes (FICI=2,0).

Za nadaljevanje eksperimentalnega dela smo pri izbranih primerih vzeli kombinacijo
ekstrakta A. katsumadai in EGKG. Za EGKG smo se odlodili, saj je dokazano, da v
kombinaciji z B-laktam antibiotiki in tetraciklini deluje sinergisticno (Novy in sod., 2013).
Novy in sod. (2013) so tudi dokazali sinergisti¢en u¢inek EGKG z oksitetraciklinom.

4.2 VPLIV pH NA PROTIMIKROBNO DELOVANJE EKSTRAKTA A. katsumadai
NA BAKTERIJSKI KOKTAIL V GOJISCU MHB

Iz bakterij vrst E. coli, L. monocytogenes in C. jejuni smo pripravili bakterijski koktail in
dolo¢ili vpliv znizanja pH na protimikrobno ucinkovitost ekstrakta A. katsumadai. Izbrali
smo dve koncentraciji ekstrakta A. katsumadai (1,026 mg/ml in 0,513 mg/ml) in gojisce
MHB s pH 7,0 (nespremenjen pH), 6,0 in 5,3.

4.2.1 Bakterije vrste E. coli

Rezultati na sliki 2 prikazujejo rast bakterij vrste E. coli v gojis¢u MHB skupaj z
bakterijami vrst L. monocytogenes in C. jejuni in vidimo, da je 1,026 mg/ml ekstrakta A.
katsumadai pri pH 7,0 v 48 urah zmanjsal rast za 0,2 log cfu/ml, medtem ko 0,513 mg/ml
ekstrakta A. katsumadai ni inhibiral rasti. V gojis¢u MHB pri pH 6,0 z 1,026 mg/ml
ekstrakta A. katsumadai je bila rast bakterij vrste E. coli zmanjSana za 0,5 log cfu/ml,
medtem ko nizja koncentracija ni vplivala na rast. Pri pH 5,3 in z 1,026 mg/ml ekstrakta A.
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katsumadai v gojis¢u MHB je bila rast bakterij vrste E. coli zmanj$ana za 0,1 log cfu/ml,
medtem ko je nizja koncentracija zmanj$ala rast bakterij vrste E. coli za 0,5 log cfu/ml.
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Slika 2: Rast bakterij vrste E. coli v bakterijskem koktailu v gojis¢u MHB (pH= 7,0, 6,0, 5,3) z 1,026 mg/ml
in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai

V prilogi A so navedena povprecna Stevila bakterij vrste E. coli, iz katerih smo izracunali
indekse inhibicije rasti (priloga B). Indeks inhibicije rasti (pri 0,513 mg/ml, slika 3) pri pH
7,0 je bil po 4 urah 3,4 %, po 24 urah 8,6 %, medtem ko po 48 urah ni bilo inhibicije. Pri
pH 6,0 smo dobili 2,4 % indeks inhibicije po 4 urah ter le 1,9 % po 48 urah. Pri pH 5,3
smo po 4 urah dobili indeks inhibicije 3,4 %, po 24 urah 1,2 % in po 48 urah 1,6 %.
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Slika 3: Povpreéen indeks inhibicije rasti bakterij vrste E. coli v bakterijskem koktailu v gojis¢u MHB z
0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH= 7,0, 6,0, 5,3
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Pri 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai smo dobili najvisji indeks inhibicije rasti za
bakterije vrste E. coli po 4 urah pri vseh pH, medtem ko je bil po 48 urah nizji kot na
zacetku (slika 4).
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Slika 4: Povprecen indeks inhibicije rasti bakterij vrste E. coli v bakterijskem koktailu v gojis¢u MHB z
1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH=7,0, 6,0, 5,3

Ekstrakt A. katsumadai ima minimalen protimikrobni ucinek na bakterije vrste E. coli v
bakterijskem koktailu v gojis¢éu MHB po 48 urah, saj inhibira rast le za 2,8 £ 2,9 %.

Protimikrobna aktivnost kaprilne in kaprinske kisline je na bakterije vrste E. coli ve¢ja pri
nizjem pH kot pri pH> 6 (Srivanova in Marounek, 2007).

Doughari and Manzara (2008) sta dokazala, da imajo ekstrakti listov Mangifera indica L.
na bakterije vrste E. coli manjsi protimikrobni u¢inek v alkalnem pH.

4.2.2 Bakterije vrste L. monocytogenes

Pri pH 7,0 sta obe preizkuseni koncentraciji ekstrakta A. katsumadai (1,026 mg/ml in
0,513 mg/ml) v gojis¢éu MHB v 48 urah zmanjsali rast bakterij vrste L. monocytogenes v
bakterijskem koktailu za 5,6 log cfu/ml. Podobno sta obe koncentraciji ekstrakta v 48 urah
pri pH 6,0 zmanjsali rast bakterij vrste L. monocytogenes za 5,5 log cfu/ml in pri pH 5,3 za
5,6 log cfu/ml.
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Slika 5: Rast bakterij vrste L. monocytogenes v bakterijskem koktailu v gojis¢éu MHB (pH= 7,0, 6,0, 5,3) z
1,026 mg/ml in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai

V prilogi C so navedena povpre¢na Stevila bakterij vrste L. monocytogenes, iz katerih smo
izracunali indekse inhibicije rasti (priloga D). Indeks inhibicije rasti bakterij vrste L.
monocytogenes pri 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH 7,0 je bil po 4 urah
49,9 %, pri pH 6,0 26,8 % ter pri pH 5,3 35,2 % (slika 6). Po 24 in 48 urah je bil indeks
inhibicije pri vseh pH 100 %. Pri koncentraciji 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai je bil
indeks inhibicije rasti na bakterije vrste L. monocytogenes pri vseh pH in ¢asih 100 %
(priloga D).
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Slika 6: Povpreden indeks inhibicije rasti bakterij vrste L. monocytogenes v bakterijskem koktailu v gojiscu
MHB z 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH=7,0, 6,0, 5,3

Ekstrakt A. katsumadai ima protimikrobni ucinek na bakterijski koktail v gojis¢u MHB po
48 urah, saj 100 % inhibira rast bakterij vrste L. monocytogenes.
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Tako kot mi, so tudi Klan¢nik in sod. (2014) pokazali, da ima ekstrakt A. katsumadai
protimikrobni u¢inek na bakterijski koktail, ki je bil prav tako sestavljen iz bakterij vrst E.
coli, L. monocytogenes in C. jejuni

Larson in sod. (2006) so ugotovili, da so monogliceridi bolj ucinkoviti pri bakterijah vrste
L. monocytogenes pri pH 5,0 kot pri pH 6,0. Tudi Gutierrez in sod. (2009) so ugotovili, da
so eteri¢na olja protimikrobno uéinkovitejSa na bakterije vrste L. monocytogenes v kislem
pH (6,0) kot pa v nevtralnem pH (7,0).

4.2.3 Bakterije vrste C. jejuni

Pri pH 7,0 sta obe preizkuseni koncentraciji ekstrakta A. katsumadai (1,026 mg/ml in
0,513 mg/ml) v gojis¢éu MHB v 48 urah zmanjSali rast bakterij vrste C. jejuni v
bakterijskem koktailu za 4,6 log cfu/ml (slika 7). Tudi pri pH 6,0 sta obe koncentraciji
ekstrakta A. katsumadai v 48 urah zmanjsali rast bakterij vrste C. jejuni za 4,6 log cfu/ml
in pri pH 5,3 za 4,6 log cfu/ml.
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Slika 7: Rast bakterij vrste C. jejuni v bakterijskem koktailu v gojis¢u MHB (pH= 7,0, 6,0, 5,3) z 1,026
mg/ml in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai

V prilogi E so navedena povprecna Stevila bakterij vrste C. jejuni, iz katerih smo izracunali
indekse inhibicije rasti (priloga F). Indeks inhibicije rasti bakterij vrste C. jejuni pri
1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai je bil po 4 urah pri pH 7,0 43 % (slika 8). Pri vseh
ostalih vrednostih pH in ¢asih je bil indeks inhibicije rasti bakterij vrste C. jejuni 100 %.
Pri koncentraciji 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai smo dobili pri vseh pH in casih
indeks inhibicije rasti 100 % (priloga F).



Gorenc T. Protimikrobna aktivnost ekstrakta Alpinia katsumadai v mletem mesu. 37
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

povprecen indeks inhibicije (%)

4 24 48 tas(h)

I pH=70 [pH=6,0 [ pH =53

Slika 8: Povprecen indeks inhibicije rasti bakterij vrste C. jejuni v bakterijskem koktailu v gojis¢éu MHB z
1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH=7,0, 6,0, 5,3

Ekstrakt A. katsumadai ima protimikrobni u¢inek na bakterijski koktail v gojis¢u MHB po
48 urah, saj 100 % inhibira rast pri bakterijah vrste C. jejuni.

Za zivila s pH 5,5 ali ve¢, je znanih zelo malo protimikrobnih komponent, ki delujejo v
nizkih koncentracijah (Davidson in Branen, 2005).

V naSem eksperimentalnem delu smo opazili, da zniZanje pH iz 7,0 na 5,3 ne vpliva
bistveno na protimikrobno delovanje ekstrakta A. katsumadai na bakterije v bakterijskem
koktailu.

4.3 VPLIV TEMPERATURE NA PROTIMIKROBNO DELOVANJE EKSTRAKTA A.
katsumadai IN EGKG NA BAKTERIJSKI KOKTAIL

43.1 Gojis¢ée MHB

Protimikrobni uc¢inek smo dolo¢ali za 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in
0,625 mg/ml EGKG ter za kombinacijo ekstrakta A. katsumadai in EGKG na bakterijskem
koktailu pripravljenem iz bakterij vrst E. coli, L. monocytogenes in C. jejuni. Poskuse smo
izvedli v gojis¢éu MHB pri 37 °C in 8 °C. Za ti dve temperaturi smo se odlocili, ker je v
hladilniku kjer hranimo meso povpre¢na temperatura 8 °C. Visjo temperaturo 37 °C smo
vzeli za primerjavo, da vidimo ali nizja temperatura vpliva na ucinek protimikrobne
kombinacije A. katsumadai in EGKG.

4.3.1.1 Bakterije vrste E. coli pri 37 °C in 8 °C

Ekstrakt A. katsumadai je v tekoCem gojis¢u MHB pri temperaturi 37 °C v 48 urah
zmanjsal rast bakterij vrste E. coli za 1,0 log cfu/ml, 0,625 mg/ml EGKG za 0,2 log cfu/ml,
kombinacija obeh skupaj pa za 0,6 log cfu/ml (slika 9). Na sliki 10 vidimo, da je
1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai v tekocem gojis¢éu MHB pri temperaturi 8 °C v 48
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urah zmanjsal rast bakterij vrste E. coli za 0,9 log cfu/ml, 0,625 mg/ml EGKG za 1,5 log
cfu/ml, kombinacijo obeh skupaj pa za 1,5 log cfu/ml.
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Slika 9: Rast bakterij vrste E. coli v bakterijskem koktailu v gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A.
katsumadai, 0,625 mg/ml EGKG in z obema protimikrobnima snovema pri 37 °C
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Slika 10: Rast bakterij vrste E. coli v bakterijskem koktailu v gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A.
katsumadai, 0,625 mg/ml EGKG in z obema protimikrobnima snovema pri 8 °C

V prilogi G so navedena povpreéna Stevila bakterij vrste E. coli pri 37 °C, iz katerih smo
izracunali indekse inhibicije rasti (priloga H) z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in
0,625 mg/ml EGKG. Indeks inhibicije rasti bakterij vrste E. coli pri ekstraktu A.
katsumadai je po 4 urah bil 8,4 %, po 24 urah 4,1 % in po 48 urah 10,1 %. Indeks
inhibicije rasti pri EGKG je bil po 4 urah 12,5 %, po 24 urah 1,4 % in po 48 urah 2,0 %.
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Pri skupnem delovanju ekstrakta A. katsumadai in EGKG je bila inhibicija rasti po 4 urah
19,8 %, po 24 urah 5,1 % in po 48 urah 7,3 % (slika 11).
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Slika 11: Povpreéen indeks inhibicije rasti bakterij vrste E. coli pri 37 °C v bakterijskem koktailu v gojiscu
MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai, 0,625 mg/ml EGKG in z obema protimikrobnima snovema

V prilogi 1 so navedena povprecna Stevila bakterij vrste E. coli pri 8 °C, iz katerih smo
izraCunali indekse inhibicije rasti (priloga J) z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in
0,625 mg/ml EGKG. Indeks inhibicije rasti bakterij vrste E. coli pri ekstraktu A.
katsumadai je po 24 urah bil 1,6 %, po 48 urah 11,8 %. Indeks inhibicije rasti pri EGKG je
bil po 24 urah 7,4 %, po 48 urah 22,0 %. Pri skupnem delovanju ekstrakta A. katsumadai in
EGKG je bila inhibicija rasti po 24 urah 6,5 %, po 48 urah 22,3 % (slika 12).
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Slika 12: Povprecen indeks inhibicije rasti bakterij vrste E. coli pri 8 °C v bakterijskem koktailu v gojis¢u
MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai, 0,625 mg/ml EGKG in z obema protimikrobnima snovema

Klan¢nik in sod. (2014) so tudi dokazali zmanjSanje protimikrobne ucinkovitosti
kombinacije ekstrakta A. katsumadai in EGKG na bakterije vrste E. coli pri 8 °C.
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4.3.1.2 Bakterije vrste L. monocytogenes pri 37 °C in 8 °C

Ekstrakt A. katsumadai (1,026 mg/ml) je v tekocem gojis¢u MHB pri temperaturi 37 °C v
48 urah zmanjSal rast bakterij vrste L. monocytogenes za 7,0 log cfu/ml, 0,625 mg/ml
EGKG za 1,0 log cfu/ml, kombinacijo obeh skupaj pa za 7,0 log cfu/ml (slika 13).
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Slika 13: Rast bakterij vrste L. monocytogenes v bakterijskem koktailu v gojis¢éu MHB z 1,026 mg/ml
ekstrakta A. katsumadai, 0,625 mg/ml EGKG in z obema protimikrobnima snovema pri 37 °C

Na sliki 14 vidimo, da je 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai v teko¢em gojis¢u MHB pri
temperaturi 8 °C v 48 urah zmanjsal rast bakterij vrste L. monocytogenes za 3,0 log cfu/ml,
0,625 mg/ml EGKG za 3,0 log cfu/ml, kombinacijo obeh skupaj pa za 3,5 log cfu/ml.
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Slika 14: Rast bakterij vrste L. monocytogenes v bakterijskem koktailu v gojis¢éu MHB z 1,026 mg/ml
ekstrakta A. katsumadai, 0,625 mg/ml EGKG in z obema protimikrobnima snovema pri 8 °C



Gorenc T. Protimikrobna aktivnost ekstrakta Alpinia katsumadai v mletem mesu. 41
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

V prilogi K so navedena povpre¢na Stevila bakterij vrste L. monocytogenes pri 37 °C, iz
katerih smo izracunali indekse inhibicije rasti (priloga L) z 1,026 mg/ml ekstrakta A.
katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG. Indeks inhibicije rasti bakterij vrste L. monocytogenes
pri ekstraktu A. katsumadai je po 4 urah bil 33,4 %, po 24 urah 13,8 % in po 48 urah
100 %. Indeks inhibicije rasti pri EGKG je bil po 4 urah 21,7 %, po 24 urah 13,8 % in po
48 urah 18,6 %. Pri skupnem delovanju ekstrakta A. katsumadai in EGKG je bila pri vseh
casih 100 % (slika 15).
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Slika 15: Povprecen indeks inhibicije rasti bakterij vrste L. monocytogenes pri 37 °C v bakterijskem koktailu

Vv gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai, 0,625 mg/ml EGKG in z obema protimikrobnima
snovema

V prilogi M so navedena povprecna Stevila bakterij vrste L. monocytogenes pri 8 °C, iz
katerih smo izraCunali indekse inhibicije rasti (priloga N) z 1,026 mg/ml ekstrakta A.
katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG. Indeks inhibicije rasti bakterij vrste L. monocytogenes
pri ekstraktu A. katsumadai je po 4 urah bil 2,7 %, po 24 urah 23 % in po 48 urah 35,7 %.
Indeks inhibicije rasti pri EGKG je bil po 24 urah 23,2 % in po 48 urah 36,1 %. Pri
skupnem delovanju ekstrakta A. katsumadai in EGKG je bila inhibicija rasti po 4 urah
4,0 % po 24 urah 24,0 % in po 48 urah 44,2 % (slika 16).
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Slika 16: Povprecen indeks inhibicije rasti bakterij vrste L. monocytogenes pri 8 °C v bakterijskem koktailu v
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai, 0,625 mg/ml EGKG in z obema protimikrobnima
snovema

Solomakos in sod. (2007) so prav tako ugotovili mo¢nej$o inhibitorno aktivnost nizina in
eteri¢nega olja timijana na bakterije vrste L. monocytogenes pri 10 °C, kot pri 4 °C. Tako
kot mi, so tudi Klanénik in sod. (2014) dokazali, da znizanje temperature (iz 37 °C do
8 °C), zmanjsa protimikrobno delovanje kombinacije ekstrakta A. katsumadai in EGKG na
bakterije vrste L. monocytogenes.

4.3.1.3 Bakterije vrste C. jejuni pri 37 °C in 8 °C

Ekstrakt A. katsumadai je v tekoCem gojis¢u MHB pri temperaturi 37 °C v 48 urah
zmanj$al rast bakterij vrste C. jejuni za 5,1 log cfu/ml, 0,625 mg/ml EGKG za 1,4 log
cfu/ml, kombinacija obeh skupaj pa za 5,1 log cfu/ml (slika 17).
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Slika 17: Rast bakterij vrste C. jejuni v bakterijskem koktailu v gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A.
katsumadai, 0,625 mg/ml EGKG in z obema protimikrobnima snovema pri 37 °C
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Na sliki 18 vidimo, da je 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai v teko¢em gojis¢u MHB pri
temperaturi 8 °C v 48 urah zmanjsal rast bakterij vrste C. jejuni za 5,5 log cfu/ml,
0,625 mg/ml EGKG za 1,5 log cfu/ml, kombinacijo obeh skupaj pa tudi za 5,5 log cfu/ml.
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Slika 18: Rast bakterij vrste C. jejuni v bakterijskem koktailu v gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A.
katsumadai, 0,625 mg/ml EGKG in z obema protimikrobnima snovema pri 8 °C

V prilogi O so navedena povpreéna Stevila bakterij vrste C. jejuni pri 37 °C, iz katerih smo
izraCunali indekse inhibicije rasti (priloga P) z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in
0,625 mg/ml EGKG. Indeks inhibicije rasti bakterij vrste C. jejuni pri ekstraktu A.
katsumadai je po 4 urah bil pri vseh ¢asih 100 %. Indeks inhibicije rasti pri EGKG je bil po
4 urah 14,3 %, po 24 urah 15,2 % in po 48 urah 33,2 %. Pri skupnem delovanju ekstrakta
A. katsumadai in EGKG je bila inhibicija rasti pri vseh ¢asih 100 % (slika 19).
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Slika 19: Povprec€en indeks inhibicije rasti bakterij vrste C. jejuni pri 37 °C v bakterijskem koktailu v gojis¢u
MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai, 0,625 mg/ml EGKG in z obema protimikrobnima snovema
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V prilogi Q so navedena povpreéna Stevila bakterij vrste C. jejuni pri 8 °C, iz katerih smo
izracunali indekse inhibicije rasti (priloga R) z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in
0,625 mg/ml EGKG. Indeks inhibicije rasti bakterij vrste C. jejuni pri ekstraktu A.
katsumadai je po 4 urah bil 18,1 %, po 24 urah 6,6 % in po 48 urah 100 %. Indeks
inhibicije rasti pri EGKG je bil po 4 urah 2,6 %, po 24 urah 9,7 % in po 48 urah 25,5 %.
Pri skupnem delovanju ekstrakta A. katsumadai in EGKG je bila inhibicija rasti po 4 urah
23,0 %, po 24 in 48 urah pa 100 % (slika 20).
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Slika 20: Povprecen indeks inhibicije rasti bakterij vrste C. jejuni pri 8 °C v bakterijskem koktailu v gojiscu
MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai, 0,625 mg/ml EGKG in z obema protimikrobnima snovema

Klan¢nik in sod. (2014) so tudi dokazali zmanjSanje protimikrobne ucinkovitosti
kombinacije ekstrakta A. katsumadai in EGKG na bakterije vrste C. jejuni znizane iz 37 °C
na 8 °C.

V naSem primeru smo ugotovili, da temperatura vpliva na protimikrobno aktivnost
ekstrakta A. katsumadai in EGKG. Za bakterije vrste E. coli v gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml
ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG ni bilo vecjih razlik glede na temperaturo
(8 °C in 37 °C). Vecje razlike smo opazili pri bakteriji vrste L. monocytogenes, kjer je bila
protimikrobna aktivnost ekstrakta A. katsumadai samega in v kombinaciji z EGKG pri
37 °C v 48 urah glede na indeks inhibicije rasti 100 %, medtem ko je pri 8 °C dosegla le
35,7 % za ekstrakt A. katsumadai in 44,2 % v kombinaciji z EGKG. Pri bakteriji vrste C.
jejuni je bila protimikrobna aktivnost ekstrakta A. katsumadai samega in v kombinaciji z
EGKG pri 37 °C ze 100 %, medtem ko je bila pri 8 °C veliko manjsa.
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4.4 PROTIMIKROBNI UCINEK EKSTRAKTA A. katsumadai IN EGKG NA
BAKTERNSKI KOKTAIL V MLETEM MESU

V mletem mesu smo preverili aktivnost 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in
0,625 mg/ml EGKG v mletem mesu na bakterijskem koktailu sestavljenem iz vrst E. coli,
L. monocytogenes in C. jejuni.

Pri bakterijah vrste E. coli vidimo (slika 21), da je 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai
zmanjSalo rast v 48 urah v mletem mesu za 2 logaritemski enoti, medtem ko EGKG po 24
urah ni zaviral rasti, po 48 urah pa je bila rast tudi inhibirana. Ekstrakt A. katsumadai je v
mletem mesu v 48 urah zmanjsal rast bakterij vrste L. monocytogenes za 5 log cfu/ml,
medtem ko EGKG po 48 urah ni zaviral rasti. Ekstrakt A. katsumadai je v mletem mesu v
48 urah zmanjsal rast bakterij vrste C. jejuni za 3 log cfu/ml, EGKG pa za 2 log cfu/ml.
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Slika 21: Rast bakterij vrst E. coli, L. monocytogenes in C. jejuni v bakterijskem koktailu v mletem mesu z
1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG pri 37 °C

4.5 PRIMERJAVA PROTIMIKROBNE AKTIVNOSTI EKSTRAKTA A. katsumadai
IN EGKG NA BAKTERIJSKI KOKTAIL V GOJISCU MHB IN MLETEM MESU

Opazili smo, da pride do razlik rasti bakterijskega koktaila glede na vrsto medija
(preglednica 18). Pri bakterijah vrste E. coli je bila ve¢ja protimikrobna aktivnost ekstrakta
A. katsumadai (1,026 mg/ml) v mletem mesu, medtem ko je bila pri bakterijah vrst L.
monocytogenes in C. jejuni protimikrobna aktivnost enaka v gojis¢u MHB in v mletem
mesu. EGKG (0,625 mg/ml) je imel vecji protimikrobni ucinek na bakterije vrst E. coli in
L. monocytogenes v gojis¢u MHB kot v mletem mesu, medtem ko pri bakterijah vrste C.
jejuni ni bilo razlike glede na vrsto gojisca.
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Preglednica 18: Povpre¢no $tevilo bakterij po 48 urah v gojis¢éu MHB in mletem mesu z dodanim

ekstraktom A. katsumadai in EGKG

Protimikrobna Gojiste Povprecno Stevilo bakterij po 48 urah £ SD (log cfu/ml)
snov E. coli L. monocytogenes C. jejuni
MHB 8,08+0,16 <2 <2
A. katsumadai | Mleto meso 4,6240,29 <2 <2
p<0,001 / /
MHB 8,81+0,11 5,60+0,21 3,40+0,43
EGKG Mleto meso 9,47+0,26 6,12+0,18 3,82+0,00
p<0,001 p<0,001 p=0,145

V preglednici 19 vidimo, da je bila rast bakterij vrste E. coli v koktailu v mletem mesu ob
dodatku ekstrakta A. katsumadai bolj inhibirana v primerjavi z inhibicijo rasti v gojiscu
MHB, medtem ko je bila rast bakterij vrst L. monocytogenes in C. jejuni manj zavrta v
mletem mesu kot v gojis¢u MHB. EGKG je v gojis¢u MHB zaviral rast bakterij vrste L.
monocytogenes in C. jejuni, bakterije vrste E. coli pa so rasle. V mletem mesu je EGKG
inhibiral le rast bakterij vrste C. jejuni.

Preglednica 19: Povpreéna razlika med $tevilom bakterij v gojis¢éu MHB in mletem mesu z dodanim
ekstraktom A. katsumadai in EGKG

Povprecna razlika med Stevilom bakterij (N4g-No) £ SD (log
Protimikrobna | Gojid¢e cfu/ml)
snov E. coli L. monocytogenes C. jejuni
MHB 2,44+0,24 -5,71+0,15 -5,55+0,31
A. katsumadai Mleto meso ~2,37+0,18 -4,90+0,07 -1,61£1,76
p<0,001 p<0,001 p<0,001
MHB 3,20+0,20 -0,26+0,26 -2,44+0,68
EGKG Mleto meso 2,10+0,28 0,26+0,23 -4,06+£2,07
p<0,001 p=0,005 p=0,099

Mikrobna rast hlajenih izdelkov (meso, mesni izdelki) je glavni vzrok pokvarljivosti zivil.
To lahko prepre¢imo s protimikrobnimi premazi ali spreji na povrsini proizvoda. S tem
izboljSamo varnost in obstojnost Zivila. Da bi lahko dosegli u€inkovito protimikrobno
aktivnost, bi morali zivilu dati visoke koncentracije eteri¢nih olj, to pa bi lahko vplivalo na
izgled in okus izdelka. Med najbolj uéinkovita protimikrobna sredstva v mesu sodita
timijanovo in origanovo eteri¢no olje, kar je mogoce pripisati prisotnosti fenolnih spojin,
predvsem timola in karvakrola (Emiroglu in sod., 2010).

p-pinen, 1,8-cineol in p-ment-1-en-ol iz rastline A. katsumadai imajo mo¢no protimikrobno
aktivnost (Juliani in sod., 2002; Faleiro in sod., 2003; Kim in sod., 2003).

Klanénik in sod. (2014) so dokazali protimikrobni uc¢inek ekstrakta A. katsumadai in
EGKG posamezno in skupaj v pis¢ancjem soku in v sterilnem mletem mesu pri bakterijah
vrst E. coli, L. monocytogenes in C. jejuni.
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Gupta in Ravishankar (2005) sta testirala protimikrobni ucinek razli¢nih past, kot so
Cesnova, ingverjeva, korenCkova in kurkumina na bakterije vrste E. coli O157:H7 v
mletem govejem mesu. Za komercialno ingverjevo pasto v mletem govejem mesu so tudi
dokazali protimikrobni uéinek pri bakterijah vrste E. coli O157:H7. Solomakos in sod.
(2007) so prav tako pokazali protimikrobno aktivnost eteriénega olja timijana in nizina na
bakterije vrste L. monocytogenes v mletem govejem mesu.

Selim (2011) je dokazal, da ima eteri¢no olje timijana protimikrobni u¢inek na bakterije
vrste E. coli O175:H7 v feta siru in mletem govejem mesu in tako bi lahko eteri¢no olje
timijana potencialno uporabljali kot naravni konzervans v zivilih.

Kotzekidou in sod. (2008) so ugotovili, da rastlinski ekstrakti in eteri¢na olja izgubijo
protimikrobno uc¢inkovitost pri bakterijah vrst E. coli in L. monocytogenes, ko so dodane k
zivilu.

4.6 SENZORICNA ANALIZA MLETEGA MESA Z DODANIM EKSTRAKTOM A.
katsumadai

Namen naloge je bil tudi ugotoviti, ali lahko ekstrakt A. katsumadai uporabimo v mletem
govejem mesu v koncentraciji, ki bi imela na izbrane patogene bakterije protimikrobni
ucinek.

Pri senzori¢ni analizi smo ocenjevali pe¢eno mleto goveje meso z dodanim ekstraktom A.
katsumadai, ki je bil enkrat raztopljen v DMSO, drugi¢ pa v EtOH. Ocenjevali smo okus in
vonj. 0 tock je pomenilo neznacilen vonj, 5 tock pa znacilen vonj po govejem mesu. Za
okus je prav tako 0 tock pomenilo neznacilen okus, 5 to¢k pa znacilen okus po govejem
mesu.

Preglednica 20: Senzori¢na analiza mletega mesa z dodanim ekstraktom A. katsumadai raztopljenim v
DMSO

Stevilka vzorca mg A. katsumadai | DMSO Vonj (0-5 to¢k) Okus (0-5 to¢k)
/g mletega mesa (%)

1 0 0 5 5
2 / 0 5 5
3 / 0,1875 2 2
4 / 0,375 1 1

5 / 0,75 0 0
6 / 1,5 0 0
7 / 3,0 0 0
8 0,016 0,1875 3,5 2,5
9 0,032 0,375 2 15
10 0,064 0,75 2 0
11 0,12825 1,5 1 0
12 0,2565 3,0 0 0
13 0,513 6,0 0 0

Vzorca 1 in 2, ki nista vsebovala nobene protimikrobne snovi sta imela znacilen vonj in
okus po mesu (5 tock). Pri vzorcih 8-13, Kkjer je bil dodan ekstrakt A. katsumadai raztopljen
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v DMSO, so rezultati pokazali, da je vzorec 8 sprejemljiv, medtem ko so ostali vzorci 10-
13, kjer je bila koncentracija A. katsumadai in DMSO vecja, nesprejemljivi. Vzorci SO
imeli vonj po A. katsumadai in DMSO. Vzorci 3-7, Kjer je bil mletemu mesu dodan samo
DMSO so bili po vonju in okusu nesprejemljivi. Vzorci 5, 6, 7, 12 in 13 so bili ze toplotno
neobdelani nesprejemljivi zaradi zelo neprijetnega vonja.

Preglednica 21: Senzori¢na analiza mletega mesa z dodanim ekstraktom A. katsumadai raztopljenim v EtOH

Vzorec mg A. katsumadai | 70% EtOH Vonj (0-5 to¢k) Okus (0-5 tock)
/g mletega mesa (%)

1 0 0 5 5
2 / 0 5 5
3 / 0,694 45 3,5
4 / 1,39 2,5 2,0
5 / 2,78 0 0
6 / 5,55 0 0
7 / 11,0 0 0
8 0,032 0,347 2,5 0
9 0,064 0,694 0 0
10 0,12825 1,39 0 0
11 0,2565 2,78 0 0
12 0,513 5,55 0 0
13 1,026 11,0 0 0

Vzorci 5, 6, 7, 12 in 13 so bili Ze toplotno neobdelani nesprejemljivi zaradi zelo
neprijetnega vonja. Pri vzorcih 8-13, Kjer je bil dodan ekstrakt A. katsumadai raztopljen v
EtOH, smo ugotovili, da so vsi vzorci nesprejemljivi. Veéja ko je bila dodana
koncentracija ekstrakta A. katsumadai, bolj je bil vonj in okus neprijeten. Pri vzorcih 3-7,
kjer je bila dodan samo EtOH je bil samo vzorec 3, kjer je bila koncentracija EtOH
najmanjSa, po okusu in vonju sprejemljiv, vzorec 11 je bil Se na meji sprejemljivega,
medtem ko so bili ostali vzorci nesprejemljivi. Edino vzorca 1 in 2 sta imela znacilen vonj,
saj ni bilo dodane ne A. katsumadai in ne EtOH.

Solomakos in sod. (2007) so v svojem eskperimentalnem delu senzori¢no ocenjavali mleto
goveje meso z dodatkom eteriCnega olja timijana. Meso so zavili v aluminijasto folijo in
kuhali v parni posodi. Rezultati so pokazali, da je bilo meso z nizko vsebnostjo (0,3 % in
0,6 %) etericnega olja timijana sprejemljivo, medtem ko meso z 0,9 % etericnega olja
timijana ni bilo ve¢ sprejemljivo.

Skandamis in Nychas (2001) sta raziskovala videz in vonj meSanega mletega mesa z
dodatkom 1 % eteri¢nega olja origana ter ugotovila, da sta videz in vonj mesa sprejemljiva.
V nasem poskusu je bilo mleto meso po okusu in vonju sprejemljivo pri najnizji
koncentraciji ekstrakta A. katsumadai (0,016 mg/ml) raztopljenim v DMSO in kjer je bilo
mletemu govejemu mesu dodan samo etanol (0,694 %). VVzorci mletega mesa, Kjer je bila
koncentracija ekstrakta A. katsumadai od 0,032 mg/ml do 1,026 mg/ml, so bili senzori¢no
nesprejemljivi. Vzorci mesa so imeli mocan vonj in okus po ekstraktu A. katsumadai,
DMSO ali etanolu.
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5 SKLEPI

e Ekstrakt A. katsumadai ima protimikrobni ucinek na bakterije vrst E. coli, L.
monocytogenes in C. jejuni v gojis¢u MHB.

e Protimikrobni uc¢inek izbranih kombinacij ekstrakta A. katsumadai in Vivox, Vivox
70 in EGKG v gojis¢u MHB ni sinergistic¢en.

e Ekstrakt A. katsumadai ima protimikrobni u¢inek na bakterijski koktail v gojisc¢u
MHB po 48 urah, saj popolnoma inhibira rast bakterij vrst L. monocytogenes in C.
jejuni, minimalno pa tudi bakterije vrste E. coli.

e Znizanje pH (7,0 do 5,3) ne vpliva na protimikrobni u¢inek ekstrakta A. katsumadai
na bakterijski koktail v gojis¢u MHB po 48 urah.

e Znizanje temperature (37 °C do 8 °C) zmanjSa protimikrobno delovanje
kombinacije ekstrakta A. katsumadai in EGKG v gojis¢u MHB po 48 urah na
bakterijski koktail pri bakterijah vrste L. monocytogenes in C. jejuni.

e Ekstrakt A. katsumadai deluje protimikrobno na bakterije vrst L. monocytogenes, E.
coli in C. jejuni v bakterijskem koktailu v mletem mesu.

e Senzori¢ne lastnosti mletega mesa z dodanim ekstraktom A. katsumadai v
protimikrobno ucinkoviti koncentraciji so nesprejemljive.
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6 POVZETEK

Ljudje stremimo k zdravemu nacinu Zivljenja in s tem tudi k zdravemu nacinu
prehranjevanja. Zivila morajo biti varna, da ne ogroZajo zdravja potro$nikov preko
kemijskih in bioloSkih onesnazeval. Vsako zivilo ima rok uporabe, ki je najvecCkrat
podaljSan z razli¢nimi tehnoloskimi postopki in tudi s sintetiénimi konzervansi. Vendar
danes Zelimo potro$niki ¢im manj sinteticnih konzervansov, zato se iSée vedno veé
naravnih konzervansov, kot so razna zeli$¢a, za¢imbe in drugi dodatki naravnega izvora.

Glavni namen konzerviranja je upocasnitev oziroma inhibicija mikrobne rasti. To lahko
naredimo z razlicnimi postopki, ki vkljuCujejo na primer hlajenje, zmrzovnje, susenje,
liofilizacijo, soljenje, konzerviranje s sladkorjem, vakuumsko pakiranje in dodatek
konzervansov. Zaradi vse ve¢je odpornosti mikroorganizmov na protimikrobna sredstva, se
iS¢ejo vedno nova protimikrobna sredstva.

V eksperimentalnem delu smo uporabili naravne protimikrobne snovi rastlinskega izvora.
Spremljali smo protimikrobno aktivnost ekstrakta A. katsumadai ter kombinacijo ekstrakta
in EGKG pri bakterijah vrst E. coli, L. monocytogenes in C. jejuni in pri bakterijskem
koktailu omenjenih bakterij.

Glede na dobljene rezultate z metodo razredéevanja v tekocem gojis¢éu MHB v mikrotitrski
plos¢ici smo izbranim kombinacijam ekstrakta A. katsumadai (1,026 mg/ml in
0,513 mg/ml) in EGKG (0,625 mg/ml) doloc¢ili protimikrobno ucinkovitost na
bakterijskem koktailu v gojis¢éu MHB.

Preverili smo tudi, ¢e okoljska dejavnika, pH in temperatura, vplivata na protimikrobno
aktivnost ekstrakta A. katsumadai in EGKG na bakterijski koktail. Ugotovili smo, da
znizanje pH ne vpliva na protimikrobno delovanje ekstrakta A. katsumadai pri bakterijah
vrst E. coli, L. monocytogenes in C. jejuni v bakterijskem koktailu v gojis¢u MHB.
ZniZanje temperature je zmanjSalo protimikrobno delovanje kombinacije ekstrakta A.
katsumadai in EGKG pri bakterijah vrst L. monocytogenes in C. jejuni. Pri bakterijah vrste
E. coli je bilo ve¢je protimikrobno delovanje pri 8 °C.

Protimikroben ucinek ekstrakta A. katsumadai na bakterijski koktail smo dokazali tudi v
mletem mesu pri bakterijah vrst E. coli, L. monocytogenes in C. jejuni.

S senzori¢no analizo smo ocenjevali mleto meso, kateremu je bil enkrat dodan ekstrakt A.
katsumadai, ki je bil raztopljen v DMSO, drugi¢ pa v EtOH. Ugotovili smo, da ima peceno
mleto meso neprijeten okus po A. katsumadai, DMSO ali EtOH, ki se je z veCanjem
koncentracije A. katsumadai, DMSO ali EtOH stopnjeval. Edino vzorec mesa, ki mu je bila
dodana najmanj$a koncentracija ekstrakta A. katsumadai (0,016 mg/ml) raztopljenim v
DMSO je bil senzori¢no sprejemljiv.

Povzamemo lahko, da je ekstrakt A. katsumadai imel protimikrobni uc¢inek na bakterije
vrst E. coli, L. monocytogenes in C. jejuni, dokazali smo tudi protimikrobni uéinek
ekstrakta A. katsumadai v kombinaciji z EGKG na bakterijski koktail. Senzori¢na analiza
je pokazala, da ekstrakta A. katsumadai v koncentraciji, ki bi zavirala rast omenjenih
bakterij, ne moremo uporabiti v mletem mesu zaradi neprijetnega vonja in okusa.
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PRILOGE

Priloga A: Povprec¢no Stevilo bakterij vrste E. coli v bakterijskem koktailu v gojis¢u MHB
z 1,026 mg/ml in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH= 7,0, 6,0, 5,3
Povpreéno $tevilo bakterij vrste E. coli + SD (log cfu/ml)

Brez dodatka A. katsumadai Vsebnost A. katsumadai Vsebnost A. katsumadai
pH 0,513 mg/ml 1,026 mg/ml

Oh [4h 24h  |48h |0h 4 h 24h  |48h |0h 4 h 24h  |48h

5,41+|8,33+ | 8,70+ |8,38+ |5,53+ |[8,05£ |7,95+ |8,74+ |540+ |7,19+ |8,26+ |8,14+
70 |01 |01 0,1 0,1 0,2 0,1 0,6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2

5/54+|8,26+ | 7,67+ |8,62+ |549+ (8,07 |8,38+ |846+ |557+ |7,28+ |8,17+ |8,13+
60 |01 |01 0,0 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1

5,55+ 8,16+ | 8,55+ |8,58+ |5,66+ |7,87+ |8,45+ |847+ |549+ |7,59+ |7,99+ |8,11+
53 10,1 |01 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,1 0,1

Priloga B: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste E. coli v bakterijskem koktailu v gojiscu
MHB z 1,026 mg/ml in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH= 7,0, 6,0, 5,3

Indeks inhibicije (%) rasti bakterij vrste E. coli
pH Vsebnost A. katsumadai 0,513 mg/ml | Vsebnost A. katsumadai 1,026 mg/ml
4h 24 h 48 h 4 h 24 h 48 h
7,0 34413 8,646,4 / 13,6+1,7 |5,1+1,3 2,842.9
6,0 2,4+1,9 / 1,9+£2,3 11,9£1,9 / 5,7£1,3
53 3,4+1,8 1,2£1,5 1,3+1,6 6,9+3,7 6,5+1,2 5,4+1,0

Legenda: /, ni inhibicije rasti

Priloga C: Povprecno Stevilo bakterij vrste L. monocytogenes v bakterijskem koktailu v
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH=7,0, 6,0, 5,3
pri pH=7,0, 6,0, 5,3

Povprecno $tevilo bakterij vrste L. monocytogenes + SD (log cfu/ml)

Brez dodatka A. katsumadai Vsebnost A. katsumadai Vsebnost A. katsumadai
pH 0,513 mg/ml 1,026 mg/ml

Oh 4h 24 h 48 h Oh 4 h 24 h 48 h Oh 4h 24 h 48 h

6,03+ |7,58+ |6,32+ |[6,66+ |5,72+ |[3,79+ |[0,00+ |0,00+ |565+ |0,00+ |0,00+ |0,00+
70 |01 0,2 0,4 0,2 0,1 0,2 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0

6,01+ |7,47+ |6,51+ |[6,53+ |[5,79+ |[547+ |0,00+ |0,00+ |565+ |0,00+ |0,00+ |0,00+
60 |01 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0

6,04+ |7,27+ |6,09+ |[6,63+ |[5,78+ |[4,71+ |0,00+ |0,00+ |564+ |0,00+ |0,00+ |0,00+
53 |01 0,2 0,4 0,2 0,2 0,1 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0
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Priloga D: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste L. monocytogenes v bakterijskem koktailu
v gojis¢éu MHB z 1,026 mg/ml in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH=7,0, 6,0,

53
Indeks inhibicije (%) rasti bakterij vrste L. monocytogenes
PH | vsebnost A. katsumadai 0,513 mg/ml Vsebnost A. katsumadai 1,026 mg/ml
4h 24 h 48 h 4 h 24 h 48 h
7,0 [49,943,1 |100,0£0,0 | 100,0+ 100,0+0,0 | 100,0+0,0 |100,0+0,0
6,0 [26,8+1,8 |100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
5,3 [35,2+1,9 |100,0£0,0 |100,0+0,0 100,0+0,0 | 100,0+0,0 | 100,0+0,0

Priloga E: Povpre¢no $tevilo bakterij vrste C. jejuni v bakterijskem koktailu v gojiscu

MHB z 1,026 mg/ml in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH= 7,0, 6,0, 5,3

Povprecno $tevilo bakterij vrste C. jejuni + SD (log cfu/ml)

Brez dodatka A. katsumadai Vsebnost A. katsumadai Vsebnost A. katsumadai
pH 0,513 mg/ml 1,026 mg/ml

Oh 4h 24h |48h |0h 4h 24 h 48 h Oh 4h 24 h 48 h

5,65+ | 5,79+ | 6,20+ | 5,64+ | 7,49+ |0,00+ |0,00+ |0,00+ |6,18+ |[3,30+ |0,00+ |[0,00+
70 (0,1 0,1 0,3 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1 0,3 0,0 0,0

5,69+ | 5,72+ | 6,43+ | 5,63+ | 6,26+ |0,00+ |0,00= |0,00+ |6,32+ |[0,00+ |0,00+ |[0,00+
6,0 (0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0

5,72+ | 5,73+ 6,49+ |5,61+ |6,55+ |0,00+ |0,00+ |0,00+ |[6,32+ [0,00+ |0,00+ |[0,00+
53 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0

Priloga F: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste C. jejuni v bakterijskem koktailu v gojis¢u
MHB z 1,026 mg/ml in 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai pri pH= 7,0, 6,0, 5,3

Indeks inhibicije (%) rasti bakterij vrste C. jejuni

PH | vsebnost A. katsumadai 0,513 mg/ml Vsebnost A. katsumadai 1,026 mg/ml
4h 24 h 48 h 4 h 24 h 48 h

7,0 {100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+£0,0 | 43,0+5,2 100,0+0,0 100,0+0,0

6,0 |100,0+0,0 |100,0£0,0 |100,0£0,0 |100,0£0,0 |100,0+0,0 |100,0+0,0

5,3 [100,0+0,0 |100,0£0,0 |100,0+0,0 |100,0£0,0 |100,0+0,0 |100,0+0,0

Priloga G: Povpre¢no Stevilo bakterij vrste E. coli pri 37 °C v bakterijskem koktailu

gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Vsebnost protimikrobne Povprecno $tevilo bakterij vrste E. coli
snovi (mg/ml) (log cfu/ml)
A. katsumadai | EGKG 0h 4h 24 h 48 h
0 0 5,57+0,2 |8,05+0,3 |8,68+0,1 |8,99+0,1
1,026 0 5,64+0,2 | 7,38+0,2 |8,32+0,2 |8,08+0,2
0 0,625 5,62+0,2 | 7,04+0,2 |8,56+0,2 |8,81+0,1
1,026 0,625 5,67+0,3 |6,45+0,1 |8,24+0,2 |8,34+0,2
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Priloga H: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste E. coli pri 37 °C v bakterijskem koktailu v
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Vsebnost protimikrobne Povpreéno $tevilo bakterij vrste
snovi (mg/ml) E. coli (log cfu/ml)
A. katsumadai | EGKG 4h 24 h 48 h
1,026 0 84426 |4,142,2 |10,1£1,8
0 0,625 12,5¢£29 |1,4+1,8 2,0+1,2
1,026 0,625 19,8+1,2 |[5,1£1,8 7,3+2,5

Priloga I: Povprecno Stevilo bakterij vrste E. coli pri 8 °C v bakterijskem koktailu v
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Vsebnost protimikrobne Povprecno $tevilo bakterij vrste E. coli
snovi (mg/ml) (log cfu/ml)
A. katsumadai | EGKG Oh 4h 24 h 48 h
0 0 5,66+0,1 |5,55+0,1 |6,07£0,1 |6,63+0,2
1,026 0 5,61+£0,2 |5,62+0,2 |5,97+0,3 |5,84+0,3
0 0,625 5,71+¢0,1 |5,74+0,1 |5,62+0,2 |5,17+0,1
1,026 0,625 5,59+0,1 |5,84+0,0 |5,67+0,2 |5,15+0,1

Priloga J: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste E. coli pri 8 °C v bakterijskem koktailu v
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Vsebnost protimikrobne Indeks inhibicije (%) bakterij
snovi (mg/ml) vrste E. coli
A. katsumadai | EGKG 4h 24 h 48 h
1,026 0 / 1,6+4,4 11,8+4,5
0 0,625 / 7,4+2,6  |22,0£2,0
1,026 0,625 / 6,5+2,7 22.3+1,0

Legenda: /, ni inhibicije rasti

Priloga K: Povprec¢no Stevilo bakterij vrste L. monocytogenes pri 37 °C v bakterijskem
koktailu v gojis¢éu MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Vsebnost protimikrobne Povprecno Stevilo bakterij vrste
snovi (mg/ml) L. monocytogenes (log cfu/ml)
A. katsumadai | EGKG 0h 4h 24 h 48 h
0 0 6,04+£0,4 |7,23+0,2 |6,75+0,2 |6,87£0,2
1,026 0 5,71£0,2 |4,81+0,1 |0,00+0,0 |0,00+0,0
0 0,625 5,86+0,2 |5,66+0,5 |5,82+0,2 |5,59+0,2
1,026 0,625 5,53+0,5 |0,00£0,0 |0,00+0,0 |0,00+0,0
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Priloga L: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste L. monocytogenes pri 37 °C v bakterijskem
koktailu v gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Vsebnost protimikrobne Indeks inhibicije (%) bakterij vrste
snovi (mg/ml) L. monocytogenes
A. katsumadai | EGKG 4h 24 h 48 h
1,026 0 33,4+1,8 100,0+£0,0 | 100,0+0,0
0 0,625 21,7+6,7 13,8+2,4 18,6+3,1
1,026 0,625 100,0£0,0 100,0£0,0 100,0+0,0

Priloga M: Povprecno Stevilo bakterij vrste L. monocytogenes pri 8 °C v bakterijskem
koktailu v gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Vsebnost protimikrobne Povprecno $tevilo bakterij vrste L. monocytogenes
snovi (mg/ml) (log cfu/ml)
A. katsumadai | EGKG 0h 4h 24 h 48 h
0 0 6,10+0,1 5,87+0,3 7,08+0,3 8,10+0,2
1,026 0 5,5140,2 5,7140,1 5,45+0,1 5,21+0,1
0 0,625 5,90+0,1 6,05+0,2 5,43+0,4 5,18+0,1
1,026 0,625 5,77+0,1 5,63+0,3 5,38+0,2 4,52+0,3

Priloga N: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste L. monocytogenes pri 8 °C v bakterijskem
koktailu v gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Vsebnost protimikrobne Indeks inhibicije (%) bakterij vrste
snovi (mg/ml) L. monocytogenes
A. katsumadai | EGKG 4h 24 h 48 h
1,026 0 2,7+£2,6 23,0+1,9 35,7+1,0
0 0,625 / 23,245,0 36,1+1,6
1,026 0,625 4,0+5,9 24,042,7 44,2+3 9

Legenda: /, ni inhibicije rasti

Priloga O: Povprecno Stevilo bakterij vrste C. jejuni pri 37 °C v bakterijskem koktailu v
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Vsebnost protimikrobne

snovi (mg/ml) Povprecno $tevilo bakterij vrste C. jejuni (log cfu/ml)

A. katsumadai | EGKG Oh 4h 24 h 48 h

0 0 5,75+0,3 5,69+0,5 5,86+0,2 5,09+0,2
1,026 0 5,55+0,3 0,00+0,0 0,00+0,0 0,00+0,0
0 0,625 5,84+0,4 4,88+0,1 4,97+0,1 3,40+0,4
1,026 0,625 5,79+0,5 0,00+0,0 0,00+0,0 0,00+0,0
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Priloga P: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste C. jejuni pri 37 °C v bakterijskem koktailu
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Vsebnost protimikrobne Indeks inhibicije (%) bakterij vrste
snovi (mg/ml) C. jejuni
A. katsumadai | EGKG 4h 24 h 48 h
1,026 0 100,0+0,0 | 100,0+0,0 |100,0+0,0
0 0,625 14,3+£2,0 15,242,2 33,2+8,4
1,026 0,625 100,0£0,0 100,0£0,0 100,0+0,0

Priloga Q: Povprecno $tevilo bakterij vrste C. jejuni pri 8 °C v bakterijskem koktailu v
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Vsebrsur)]ztv?rg;[ér/nr:]lr)robne Povprecno $tevilo bakterij vrste C. jejuni (log cfu/ml)
A. katsumadai | EGKG Oh 4h 24 h 48 h
0 0 5,89+0,1 5,58+0,3 5,57+0,1 5,46+0,1
1,026 0 5,91+0,1 4,57+0,1 5,201+0,1 0,00+0,0
0 0,625 5,78+0,2 5,44+0,4 5,04+0,2 4,07+0,1
1,026 0,625 5,72+0,2 4,29+0,2 0,00+0,0 0,00+0,0

Priloga R: Indeks inhibicije rasti bakterij vrste C. jejuni pri 8 °C v bakterijskem koktailu v
gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG

Vsebnost protimikrobne Indeks inhibicije (%) bakterij vrste
snovi (mg/ml) C. jejuni
A. katsumadai | EGKG 4h 24 h 48 h
1,026 0 18,1+1.8 6,6+1,5 100,0+0,0
0 0,625 2,6+3,5 9,7+6,4 25,5+2,2
1,026 0,625 23,0+0,0 100,0+0,0 | 100,0+0,0




