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Namen naloge je bil preveriti protimikrobno delovanje izvlečka rožmarina na 

kvasovke kvarljivke Saccharomyces cerevisiae ZIM 739, Hanseniaspora uvarum 

ZIM 117, Zygosaccharomyces bailii ZIM 2232, Pichia membranifaciens ZIM 2224 

in Saccharomyces cerevisiae ZIM 753. Uporabili smo komercialni izvleček 

rožmarina Vivox 40, ki smo ga dodali celicam kvasovk do koncentracij 0,1; 0,5; 1,0 

in 2,0 g/L. Protimikrobno delovanje izvlečka rožmarina smo preverili z določanjem 

živosti in kultivabilnosti. Uporabili smo hitro metodo določanja živosti 

LIVE/DEAD® FungaLightTM, ki temelji na spremljanju integritete celične 

membrane s pomočjo fluorescentnih barvil (SYTO® 9 in propidijev jodid). Izvleček 

rožmarina je zmanjšal živost in kultivabilnost kvasovk, a sta se po daljšem času 

izpostavitve (20 ur) kvasovk izvlečku pri nižjih koncentracijah tako živost kot 

kultivabilnost povečali. Izvleček rožmarina je pri koncentraciji 2,0 g/L popolnoma 

inhibiral rast kvasovk Z. bailii in P. membranifaciens. Laboratorijski sev kvasovke 

S. cerevisiae ZIM 753 je bil bolj občutljiv na izvleček rožmarina kot sev S. 

cerevisiae ZIM 739, ki je bil izoliran iz mošta Rebule. Protimikrobno delovanje 

izvlečka rožmarina na kvasovke je odvisno od koncentracije izvlečka, časa 

izpostavitve, vrste in seva kvasovke. 
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The aim of our research was to investigate the antimicrobial activity of rosemary 

extract against spoilage yeasts Saccharomyces cerevisiae ZIM 739, Hanseniaspora 

uvarum ZIM 117, Zygosaccharomyces bailii ZIM 2232, Pichia membranifaciens 

ZIM 2224 and Saccharomyces cerevisiae ZIM 753. We used a commercial 

rosemary extract Vivox 40, which was added to the yeast cells at concentrations of 

0,1; 0,5; 1,0 and 2,0 g/L. Antimicrobial activity of rosemary extract was 

determined by investigating yeast viability and culturability. We used a rapid 

method for the determination of viability LIVE/DEAD® FungaLightTM, based on 

monitoring integrity of the cell membrane using fluorescent dyes (SYTO® 9 and 

propidium iodide). Rosemary extract decreased yeast viability and culturability, 

but after a longer exposure time (20 hours) of yeast cells to extract at lower 

concentrations, both viability and culturability increased. Rosemary extract 

completely inhibited the growth of the yeasts such as Z. bailii and P. 

membranifaciens at a concentration of 2,0 g/L. The laboratory strain of the yeast S. 

cerevisiae ZIM 753 was more sensitive to rosemary extract than a strain of S. 

cerevisiae ZIM 739, isolated from the must Rebula. Antimicrobial activity of 

rosemary extract against yeasts depends on the concentration of the extract, the 

exposure time, yeast type and yeast strain. 
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S. cerevisiae ZIM 739, H. uvarum ZIM 117, Z. bailii ZIM 2232, P. membranifaciens ZIM 
2224 in S. cerevisiae ZIM 753 po 2-urni izpostavitvi izvlečku.  
 
Priloga C2: Določanje vpliva različnih koncentracij izvlečka rožmarina na živost kvasovk 
S. cerevisiae ZIM 739, H. uvarum ZIM 117, Z. bailii ZIM 2232, P. membranifaciens ZIM 
2224 in S. cerevisiae ZIM 753 po 4-urni izpostavitvi izvlečku.  
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Priloga C3: Določanje vpliva različnih koncentracij izvlečka rožmarina na živost kvasovk 
S. cerevisiae ZIM 739, H. uvarum ZIM 117, Z. bailii ZIM 2232, P. membranifaciens ZIM 
2224 in S. cerevisiae ZIM 753 po 20-urni izpostavitvi izvlečku.  
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1 UVOD 

 

Danes prihaja v ospredje minimalno procesiranje živil z namenom zmanjšanja alergenih 

odgovorov pri potrošniku. Takšna živila pa so bolj dovzetna za rast in prenos številnih 

novih in tradicionalnih patogenih mikroorganizmov, kar zahteva nove pristope pri 

konzerviranju. Problem tveganja za zdravje potrošnika zaradi uporabe sintetičnih 

konzervansov odpira možnost uporabe naravnih protimikrobnih snovi – rastlinskih 

izvlečkov. V zadnjih desetih letih so bile na področju rastlinskih fenolnih snovi narejene 

številne študije, ki so dokazale protimikrobno in antioksidativno delovanje rastlinskih 

izvlečkov ter učinkovito aplikacijo le-teh v živilskih sistemih (Burt, 2004; Cowan, 1999; 

Davidson in Harrison, 2002; Gyawali in Ibrahim, 2014; Klančnik in sod., 2009a, 2009b; 

Tajkarimi in sod., 2010).  
 

Kvasovkam kvarljivkam se posveča vse več pozornosti v živilski industriji zaradi večjega 

obsega kvara in posledično velikih ekonomskih izgub (Thomas, 1993; Pinto in sod., 2012). 

Razlogi za to so uporaba sodobnih tehnologij pri predelavi živil, ki so milejše in težnja k 

manjši uporabi konzervansov, še posebej tistih, ki učinkujejo na kvasovke (na primer 

žveplov dioksid in benzojska kislina) (Fleet, 1999; Loureiro in Querol, 1999; Pinto in sod., 

2012). Prav tako pa je dokazano, da so nekatere kvasovke odporne na številne kemične 

konzervanse (Thomas, 1993; Bullerman, 2003). Omejevanje uporabe kemičnih 

konzervansov s strani Evropske unije in drugih regulativnih teles je spodbudilo živilsko 

industrijo in raziskovalne inštitucije v živilstvu k iskanju naravnih protimikrobnih snovi, ki 

so prisotne v rastlinah (Pinto in sod., 2012).  
 

Izvlečki rožmarina (Rosmarinus officinalis) se uporabljajo v živilski, kozmetični in 

farmacevtski industriji. Njegove bioaktivne komponente (karnozol, karnozolna kislina, 

rožmanol, rožmadial in genkvanil) so tekom raziskav pokazale antioksidativno, 

protimikrobno, protivnetno in protitumorsko delovanje (Pérez-Fons, 2006). Največ so 

raziskovali protimikrobno delovanje izvlečka rožmarina na patogenih bakterijah kot tudi na 

kvasovkah, med slednjimi je najpogostejša Candida albicans (Friedman in sod., 2002; 

Hammer in sod., 1999; Höfling in sod., 2010; Klančnik in sod., 2009a, 2009b; Moreira in 

sod., 2005; Prabuseenivasan in sod., 2006; Rožman in Jeršek, 2009; Weckesser in sod., 

2007). Zelo malo pa je študij, ki bi vključevale kvasovke, ki najpogosteje povzročajo kvar 

živil (Conner in Beuchat, 1984; Sacchetti in sod., 2005). 
 

Obstaja več različnih metod določanja protimikrobne aktivnosti rastlinskih izvlečkov in 

uveljavljajo se predvsem hitre metode. Delovanje izvlečka rožmarina smo preverili s 

komercialnim kompletom za določanje živosti kvasovk LIVE/DEAD® FungaLightTM 

Yeast Viability Kit. Metoda je enostavna, zanesljiva in se uporablja za kvantitativno 

ločevanje živih in mrtvih celic kvasovk v zelo kratkem času z uporabo fluorescenčne 

spektroskopije. Temelji na obarvanju nukleinskih kislin v celicah, kjer žive celice 

fluorescirajo zeleno, medtem ko mrtve celice fluorescirajo rdeče (Molecular Probes, 2005). 
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1.1 CILJI RAZISKOVANJA 
 

Cilj naloge je bil testiranje protimikrobnega delovanja izvlečka rožmarina na kvasovkah 

kvarljivkah (Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora uvarum, Zygosaccharomyces 

bailii, Pichia membranifaciens). 

 

1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 

Postavili smo naslednji hipotezi: 

 

Hipoteza 1 

Izpostavitev celic kvasovk izvlečku rožmarina bo v določeni koncentraciji povzročila 

zmanjšanje živosti in kultivabilnosti. 

 

Hipoteza 2 

Predvidevamo, da se bo po daljšem času izpostavitve celic izvlečku rožmarina pri nižji 

koncentraciji živost povečala, ne pa nujno kultivabilnost. 
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2 PREGLED OBJAV 

 

2.1 RASTLINSKI IZVLEČKI 
 

Naravne protimikrobne snovi izolirane iz rastlin se že stoletja uporabljajo pri konzerviranju 

živil. Prve znanstvene študije o potencialni uporabi začimb pri konzerviranju živil segajo v 

leto 1880, ko so poročali o protimikrobnem delovanju cimetovega olja na spore bakterije 

antraks (Tajkarimi in sod., 2010). Od leta 1990 je število raziskav, ki so proučevale 

potencialno uporabo konzervansov rastlinskega izvora, naraslo. S tem je narasla tudi 

uporaba začimb in njihovih eteričnih olj kot naravnih konzervansov za podaljšanje roka 

uporabnosti živil in izboljšanje kakovosti živilskih izdelkov ter zmanjšanje oz. eliminacijo 

patogenih mikroorganizmov (Burt, 2004; Moriera in sod.; 2007; Simitzis in sod., 2008). 

 

Protimikrobne lastnosti, ki jih imajo rastline, so povezane z njihovo sposobnostjo, da preko 

sekundarnega metabolizma sintetizirajo kemične spojine razmeroma kompleksnih struktur 

s protimikrobnim delovanjem. Glavne skupine spojin izoliranih iz rastlin s protimikrobnim 

delovanjem so fenolne kisline, alkaloidi, flavonoidi, izoflavonoidi, tanini, kumarini, 

glikozidi, terpeni, fenil propani in organske kisline. Te spojine so pogosto strupene za 

insekte, patogene mikroorganizme in mikroorganizme, ki povzročajo kvar (Hayek in sod., 

2013; Pinto in sod., 2012). Številni rastlinski izvlečki imajo protimikrobno aktivnost proti 

različnim bakterijam, kvasovkam in plesnim (Negi, 2012). Gramnegativne bakterije so 

običajno manj občutljive na protimikrobne snovi rastlinskega izvora v primerjavi z 

grampozitivnimi bakterijami (Klančnik in sod., 2009a; Stefanello in sod., 2008). 

 

Protimikrobne snovi rastlinskega izvora se pridobivajo z različnimi metodami iz cvetov, 

popkov, semen, listov, vejic, lubja, zeli, lesa, sadežev in korenin rastlin. Eterična olja 

rastlin so običajno mešanica več komponent. Za nekatere od teh komponent, ki so prisotne 

v origanu, nageljnovih žbicah, cimetu, česnu, koriandru, rožmarinu, peteršilju, limonski 

travi, žajblju in vaniliji so dokazali protimikrobno delovanje (Angioni in sod., 2004; 

Arques in sod., 2008; Daferera in sod., 2000; Davidson in Naidu, 2000; Gutierrez in sod., 

2008; Holley in Patel, 2005; Kim in sod., 2006; Kim in sod., 1995; Lopes-Lutz in sod., 

2008; Naidu, 2000; Periago in sod., 2006; Proestos in sod., 2008; Santos in Rao, 2001; 

Silva in sod., 2007; Skočibušić in sod., 2006; Yoshida in sod., 1999). Druge začimbe, kot 

so ingver, črni poper, rdeča paprika, čili v prahu, kumina in kari v prahu so pokazale 

manjšo protimikrobno aktivnost (Holley in Patel, 2005).  

 

Komercialni rastlinski izvlečki s protimikrobnim delovanjem se najpogosteje pridobivajo z 

destilacijo z vodno paro, destilacijo z vodo in alternativnimi metodami, kot je superkritična 

tekočinska ekstrakcija, ki zagotavlja boljšo topnost in večje hitrosti masnega prenosa. 

Poleg tega uravnavanje temperature in tlaka omogočata izolacijo posameznih komponent, 

kadar je to zaželeno (Burt, 2004). 
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Najpogosteje zastopane spojine pridobljene iz rastlin s protimikrobnim delovanjem so 

fenolne spojine in njihovi derivati. Rastlinski fenolni izvlečki lahko delujejo protimikrobno 

in antioksidativno ter na ta način preprečijo ali zavrejo oksidativni in mikrobiološki kvar 

živil (Cowan, 1999; Smith-Palmer in sod., 1998; Venturini in sod., 2008; Zaika, 1988; 

Zink, 1997). Da bi preprečili rast nezaželenih mikroorganizmov, kvar, neželene okuse, 

žarkost, poslabšanje kakovosti in s tem izboljšali stabilnost in podaljšali rok uporabnosti, 

morajo imeti izvlečki širok spekter antioksidativnega in protimikrobnega delovanja, ker so 

živila redko kontaminirana z eno vrsto mikroorganizmov ali pokvarjena zaradi enega 

vzroka (Gram in sod., 2002). Protimikrobna učinkovitost ter spekter protimikrobnega 

delovanja rastlinskih izvlečkov sta odvisna od vrste in strukture prisotnih spojin in njihovih 

deležev ter morebitnega sinergističnega delovanja, če je prisotnih več aktivnih komponent. 

Na sestavo in s tem učinkovitost rastlinskih izvlečkov vplivajo številni dejavniki, od 

bioloških (zrelost, sorta, rastni pogoji in geografsko poreklo rastlin), vsi postopki priprave 

vzorcev, ekstrakcijske metode, vrste topil, način koncentriranja, dosežene koncentracije do 

končnega načina uporabe. Na dobljene rezultate lahko močno vpliva tudi izbira 

mikrobiološke metode testiranja protimikrobne učinkovitosti (Klančnik in sod., 2009b). V 

preglednici 1 so predstavljene glavne protimikrobne spojine, ki so prisotne v rastlinskih 

izvlečkih ter mehanizem njihovega delovanja. 
 
Preglednica 1: Glavne protimikrobne snovi rastlinskega porekla z opisom nekaterih znanih načinov 
protimikrobnega delovanja (Burt, 2004; Cowan, 1999; Friedman in sod., 2002; Gill in Holley, 2006; Holley 
in Patel, 2005; Pérez-Fons in sod., 2006). 
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2.1.1 Uporaba rastlinskih izvlečkov v živilstvu 

 

Rastlinski izvlečki in eterična olja se uporabljajo v farmacevtski, parfumski in živilski 

industriji (Pinto in sod., 2012). V živilstvu se uporablja več kot 1340 rastlin z dokazanim 

protimikrobnim delovanjem, a je na voljo le nekaj komercialnih eteričnih olj z ustrezno 

opredeljenimi lastnostmi konzerviranja (Tajkarimi in Ibrahim, 2012).  

 

Zelišča in začimbe imajo zaradi svojega protimikrobnega in antioksidativnega delovanja v 

živilih dvojno funkcijo, saj poleg arome, okusa in/ali barve, ki jih dajo živilom, tudi 

preprečujejo kvar (Peter in Nirmal Babu, 2012). Zelišča in začimbe, kot so origano, 

rožmarin, timijan, žajbelj, bazilika, kurkuma, ingver, česen, muškatni orešček, nageljnove 

žbice, muškatni cvet, šetraj in koromač, se uspešno uporabljajo samostojno ali v 

kombinaciji z ostalimi metodami konzerviranja. Protimikrobne snovi rastlinskega izvora 

vplivajo na podaljšanje roka uporabe živila in imajo protimikrobno delovanje proti 

različnim grampozitivnim in gramnegativnim bakterijam. Vendar je njihova učinkovitost 

odvisna od pH, temperature skladiščenja, količine kisika, koncentracije eteričnih olj in 

aktivnih komponent (Burt in sod., 2007; Du in Li, 2005; Gutierrez in sod., 2008; Holley in 

Patel, 2005; Koutsoumanis in sod., 1999; Sandasi in sod., 2008; Svoboda in sod., 2006; 

Viuda-Martos in sod., 2008).  

 

Začimbe in zelišča se uporabljajo v živilskih sistemih predvsem v koncentracijskem 

območju 0,05-0,1 % (500-1000 ppm). Nekatere začimbe imajo močnejšo protimikrobno 

aktivnost od drugih in so lahko učinkovite pri 1000 ppm, medtem ko druge učinkujejo pri 

višjih koncentracijah (Ceylan in Fung, 2004). Običajno so za uporabo v živilih potrebne 

višje koncentracije eteričnih olj v primerjavi s študijami in vitro (Burt, 2004; Naidu, 2000). 

Na učinkovitost protimikrobnega sredstva vpliva tudi metoda aplikacije v živilo (Goni in 

sod., 2009). 

 

Obstaja več metod, s katerimi lahko protimikrobne snovi rastlinskega izvora vgradimo v 

živila. Najenostavnejša metoda je direktno dodajanje v živilo (Sultanbawa, 2011). Z 

novejšimi tehnologijami vključujemo protimikrobne snovi v embalažne materiale namesto 

direktno v živila. Ta tehnika je primernejša zaradi koncentriranja protimikrobnih snovi na 

površini živila, kjer so prisotni potencialni patogeni mikroorganizmi ali mikroorganizmi, ki 

povzročajo kvar (Holley in Patel, 2005). Poleg bioaktivne embalaže s počasnim 

sproščanjem protimikrobnih snovi se za vključevanje rastlinskih protimikrobnih snovi v 

živila lahko uporabljajo še inkapsulacija, jedilni filmi in premazi, nanotehnologija ter 

kombinirane metode (Gyawali in Ibrahim, 2014; Sultanbawa, 2011). 
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2.1.1.1 Predpisi o uporabi rastlinskih izvlečkov v živilstvu 

 

Natančno število protimikrobnih snovi rastlinskega izvora odobrenih za uporabo v živilih 

je težko določiti zaradi omejene količine razpoložljivih informacij. Aditivi za živilsko 

uporabo so strogo nadzorovani z zakonodajo po vsem svetu. V Združenih državah 

Amerike je za to pristojna FDA (Food and Drug Administration), ki opredeljuje rastlinske 

izvlečke kot splošno varne za uporabo (status GRAS - Generally Recognised as Safe) v 

zakoniku Code of Federal Regulation (FDA, 2015c). V Evropski uniji je odobrenih 

relativno malo rastlinskih izvlečkov za uporabo v živilih. Seznam je dostopen na spletni 

strani Evropske unije (Food additives database, 2016). Za odobritev novih aditivov v 

Evropski uniji je potrebno zaprositi Evropsko komisijo. Ta pridobi od Evropske agencije 

za varnost hrane (EFSA) neodvisno znanstveno mnenje o uporabi novih aditivov ali že 

obstoječih v spremenjenih pogojih (EFSA, 2016). 

2.1.1.2 Omejitve uporabe rastlinskih izvlečkov v živilstvu 

 

Uporaba zelišč, začimb in eteričnih olj s protimikrobnim delovanjem je v primerjavi s 

sintetičnimi dodatki omejena zaradi premalo podatkov o njihovih učinkih v živilih, močne 

arome in visoke cene (Tajkarimi in sod., 2010). Poleg tega sta omejitvi še topnost 

rastlinskih izvlečkov v kompleksnih živilskih sistemih (Soković in sod., 2010) ter 

stabilnost protimikrobnih snovi, ki je odvisna od pH (npr. porušenje kemijske zgradbe 

fenolnih spojin v alkalnem mediju) (Friedman in Jürgens, 2000), temperature, prisotnosti 

kisika, svetlobe in vsebnosti vode (Hernández in sod., 2016). 
 

2.2 ROŽMARIN (Rosmarinus officinalis L.) 
 

Rožmarin je gostolisten zimzelen aromatičen trajen grm iz družine ustnatic (Lamiaceae). V 

višino zraste do 2 m in ima 2-3 cm srebrno zelene, igličasto oblikovane liste ter majhne 

svetlo modre cvetove. Rožmarin že stoletja gojijo kot dišavno zelišče, predvsem v 

sredozemskih državah, kot so Španija, Maroko, Tunizija, Francija in Italija (Sasikumar, 

2004). Uporablja se kot začimba in aroma pri predelavi živil zaradi značilne arome, 

antioksidativnih lastnosti in v zadnjem času zaradi protimikrobnega delovanja (Lo in sod., 

2002; Ouattara in sod., 1997). Rožmarin je bogat vir fenolnih spojin z visoko 

protimikrobno aktivnostjo proti grampozitivnim in gramnegativnim bakterijam (Moreno in 

sod., 2006). Znano je tudi protiglivno delovanje eteričnega olja rožmarina (Rezzoug in 

sod., 2005). Na trgu so danes za uporabo v živilskih sistemih na voljo številni izvlečki 

rožmarina. Uporaba izvlečkov rožmarina, ki imajo tako antioksidativno kot protimikrobno 

aktivnost, je lahko koristna za ohranjanje kakovosti mesa, podaljšanje roka uporabnosti in 

zmanjševanje ekonomskih izgub (Yin in Cheng, 2003). 
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2.2.1 Ekstrakcija in priprava izvlečkov rožmarina 

 

Izvleček rožmarina namenjen za uporabo v živilstvu pridobivamo z ekstrakcijo iz listov 

rožmarina. Kot topilo pri ekstrakciji se uporabljajo aceton, etanol, heksan ali kombinacija 

heksana in etanola (v dvostopenjskem postopku). Izvleček rožmarina lahko pripravimo 

tudi iz deodoriziranega ali delno deodoriziranega etanolnega izvlečka rožmarina (Aguilar 

in sod., 2008; United States Pharmacopeial Convention, 2012). Izvleček rožmarina za 

uporabo v živilstvu lahko ekstrahiramo z uporabo superkritičnega ogljikovega dioksida. 

Nadaljnji postopki priprave izvlečka rožmarina so filtracija, čiščenje, izparevanje topila in 

sušenje. Izvlečku lahko odstranimo vonj in barvo. Izvleček standardiziramo z uporabo 

razredčil in nosilcev, ki so primerni za uporabo v živilstvu (Bergfeld in sod., 2013). 

 

Eterično olje rožmarina živilske kakovosti se pridobiva z destilacijo z vodno paro iz svežih 

cvetočih vršičkov ali posušenih in zdrobljenih nadzemnih delov rastline rožmarina (United 

States Pharmacopeial Convention, 2012). Prav tako se lahko eterično olje rožmarina 

pridobi z destilacijo z vodo iz zdrobljenih nadzemnih delov rastline rožmarina (Maistro in 

sod., 2010). 

 

Rožmarinska kislina se pridobiva z ekstrakcijo z vročo vodo iz listov rožmarina. Izvleček 

se nato še vroč filtrira in nato meša z alkoholno mešanico (Eggensperger in sod., 1998). 

Relativno velik delež proizvodnje rožmarinske kisline je mogoče dobiti iz celične kulture 

Coleus blumei Benth. (Al-Sereiti in sod., 1999). 

 

2.2.2 Kemijska sestava rožmarina 

 
Preglednica 2: Kemijska sestava lista rožmarina (Anadón in sod., 2008; The Merck index, 2006; Patri in 
Silano, 2002; PDR for herbal medicines, 2007; WHO, 2009) 

Eterično olje  

(1,0-2,5 %) 

1,8-cineol (15-55 %), kafra (5-25 %), α-pinen (9-26 %), kampen (2,5-12 %), β-pinen 

(2-9 %), borneol (1,5-6 %), limonen (1,5-5 %), bornil acetat (1-5 %), izobutil acetat, 

β-kariofilen, p-cimen, linalol, mircen, α-terpineol (12-24 %), verbenol 

Diterpeni fenoli 

(do 4,6 %) 

Karnozolna kislina, karnozol, izorožmanol, rožmadiol, rožmaridifenol, rožmanol, 

rožmarikinon, triacetilrožmanol, dimetilrožmanol 

Triterpeni Oleanolna kislina (10 %), ursolna kislina (2-5 %), α-amirin, β-amirin, epi-α-amirin, 
19-α-ursolna kislina, 2β-hidroksioleanolna kislina, betulin  

Fenolne kisline 

(2-3 %) 

Rožmarinska kislina (3,5 %), klorogenska kislina, neo-klorogenska kislina, kavna 
kislina, labiatna kislina 

Flavonoidi Genkvanin, kirzimarin, diozmetin, diozmin, apigenin, luteolin, nepetin, nepitrin, 
diozmin, hesperidin, homoplantiginin, fegopolin  

Alkaloidi Rožmaricin, izorožmaricin 

Tanini   

Saponini   

 Glikolna in glicerinska kislina 

Vitamini Vitamin C in vitamin P 

 Holin  
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Rožmarin sestavljajo številne spojine, predvsem fenolne kisline, flavonoidi, monoterpeni, 

diterpeni, diterpenoidi, triterpeni in rožmarinska kislina (preglednica 2). Najpomembnejši 

spojini izvlečka rožmarina, ki imata antioksidativno in protimikrobno delovanje, sta 

fenolna diterpena karnozol in karnozolna kislina (Bergfeld in sod., 2013; Del Campo in 

sod., 2000). Izvleček rožmarina živilske kakovosti je označen glede na vsebnost 

karnozolne kisline in karnozola (United States Pharmacopeial Convention, 2012). Na 

kemijsko sestavo izvlečkov rožmarina vplivajo razvojna faza rastline, sorta rožmarina, čas 

žetve, izvor rastline in metoda ekstrakcije (Bergfeld in sod., 2013). 

 

2.2.3 Protimikrobno delovanje rožmarina (Rosmarinus officinalis L.) 

 

Zadnje čase se veliko raziskuje biološko in protimikrobno delovanje izvlečkov rožmarina 

(Abramovič in sod., 2012; Božin in sod., 2007; Celiktas in sod., 2007; Kalemba in sod., 

2012; Rožman in Jeršek, 2009; Teruel in sod., 2015). Dokazano je njegovo protimikrobno 

delovanje na številne bakterije (Del Campo in sod., 2000; Moreno in sod., 2006; 

Prabuseenivasan in sod., 2006) in kvasovke (Celiktas in sod., 2007; Mangena in Muyima, 

1999). Sacchetti in sod. (2005) so poročali o protimikrobnem delovanju  rožmarina na 

kvasovke kvarljivke (Candida albicans, Rhodotorula glutinis, Schizosaccharomyces 

pombe, Saccharomyces cerevisiae, Yarowia lypolitica).  

 

Velik delež protimikrobne aktivnosti izvlečka rožmarina pripisujejo karnozolni kislini in 

karnozolu (Del Campo in sod., 2000), medtem ko so α-pinen, bornil acetat, kafra in 1,8-

cineol najpomembnejše protimikrobne snovi eteričnega olja rožmarina (Daferera in sod., 

2000; 2003; Pintore in sod., 2002).  

 

Učinek fenolnih spojin v izvlečku rožmarina je odvisen od koncentracije. Nizke 

koncentracije fenolnih spojin vplivajo na encimsko aktivnost, še zlasti na aktivnost tistih 

encimov, ki so pomembni za nastajanje energije v celici. Višje koncentracije fenolov pa 

povzročijo denaturacijo proteinov celične membrane (López-Malo Vigil in sod., 2005). 

Fenolne spojine imajo vpliv na permeabilnost celične membrane, kar je za celico usodno 

(Burt, 2004). Lahko vplivajo tudi na membranske proteine, tako da spremenijo njihovo 

strukturo in s tem uničijo njihovo funkcionalnost. Ko fenolne spojine pridejo v celično 

membrano, se vežejo z membranskimi encimi in proteini in s tem ovirajo tok protonov, kar 

zmanjša celično aktivnost (López-Malo Vigil in sod., 2005). 
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2.2.4 Uporaba izvlečkov rožmarina v živilski industriji 

 

Rožmarin (Rosmarinus officinalis L.) je splošno priznan kot varen (status GRAS) kot 

začimba in aroma za prehrano ljudi (FDA, 2015a). Prav tako imajo status GRAS za 

prehrano ljudi eterično olje rožmarina, njegova smola (brez topil) in naravni izvlečki 

(vključno z destilati) (FDA, 2015b). Sprejemljiv dnevni vnos (ADI vrednost) rožmarina oz. 

njegovega izvlečka zaradi premalo podatkov o njegovi toksičnosti ni določen, saj po 

mnenju EFSA ni nevarnosti, da bi s hrano zaužili prevelike količine omenjenih snovi 

(Commission Directive, 2010).  

 

Listi rožmarina se uporabljajo kot začimba v kulinariki. Eterično olje rožmarina se 

uporablja kot začimba in aroma za živila (Leung in Foster, 1996). Izvlečki rožmarina imajo 

svoje E-število (E 392), so aditiv živilom, in sicer se uporabljajo kot antioksidant. Na voljo 

so v olju topni obliki, kot suh prašek, vodotopni in takšni, ki se mešajo z vodo (Aguilar in 

sod., 2008; Božin in sod., 2007). Glavne skupine živil, kjer se izvlečki rožmarina 

uporabljajo so: maščobe in olja, predelano sadje in zelenjava, žvečilni gumi, fini pekovski 

izdelki, predelano meso, ribe, juhe, omake, predelani oreščki, prigrizki in prehranska 

dopolnila. Izvlečki vsebujejo spojine, ki dokazano delujejo antioksidativno. Te spojine 

sodijo predvsem v skupino fenolnih kislin, flavonoidov, diterpenenov (karnozol in 

karnozolna kislina) ter triterpenov (Aguilar in sod., 2015). Izvlečki rožmarina se lahko 

uporabljajo za preprečevanje žarkosti maščob in olj, pekovskih izdelkov, mesa, 

dehidriranih juh in krompirja, kakor tudi prehranskih dodatkov, kot je npr. ribje olje 

(Aguilar in sod., 2008). Rožmarinovo olje ima tudi protimikrobno aktivnost (Leung in 

Foster, 1996), a se v živilski industriji še ne uporablja zaradi njegovega protimikrobnega 

delovanja, saj zaenkrat iz strani EFSA še ni odobren kot protimikrobna snov (EFSA, 

2016).  

 

2.3 KVASOVKE KVARLJIVKE 
 
Kvasovke so že od nekdaj eden ključnih mikroorganizmov v mnogih panogah živilske 

industrije, vendar pa lahko nekatere kvasovke povzročajo tudi nezaželene spremembe v 

živilih (James in Stratford, 2003; Loureiro in Malfeito-Ferreira, 2003a; Lowes in sod., 

2000). S pojmom »kvasovke kvarljivke« označujemo tiste vrste kvasovk, ki lahko 

povzročijo kvar živil proizvedenih v skladu s standardi dobre proizvodne prakse (GMP) 

(Loureiro in Malfeito-Ferreira, 2003b). 

 

Kvar živil, ki ga povzročajo kvasovke, se pojavlja predvsem pri proizvodih, kjer določene 

lastnosti živila, pogoji predelave ter skladiščenja živila bodisi upočasnijo ali preprečijo rast 

sicer hitreje rastočih bakterij. Značilno je, da so kisla živila, t.j. živila z nizkim pH, izdelki 

z visoko vsebnostjo sladkorja (npr. več kot 10 % w/v), soli (več kot 5 % NaCl) ali 

alkohola, živila konzervirana s šibkimi kislinami (npr. sorbinska, benzojska, ocetna kislina) 
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in dalj časa zamrznjena živila nagnjena h kvaru, ki ga povzročajo kvasovke (Fleet, 2006, 

2011). 

 

Kvasovke kvarljivke predstavljajo resen problem za živilsko industrijo, saj so odgovorne 

za velike gospodarske izgube (Thomas, 1993) in imajo lahko tudi, čeprav redko, negativen 

vpliv na človekovo zdravje (Loureiro in Querol, 1999), zato se jim v zadnjih letih posveča 

vse več pozornosti v živilstvu (Deak, 2007; Fleet, 1992, 2011; James in Stratford, 2003; 

Loureiro in Malfeito-Ferreira, 2003a, 2003b, Loureiro in Querol, 1999; Pitt in Hocking, 

2009; Stratford, 2006; Tudor in Board, 1993; Thomas, 1993). 

 

2.3.1 Posledice delovanja kvasovk kvarljivk v živilih 

 

Posledica rasti kvasovk v živilu je lahko kvar živila. Komponente živila kvasovke 

uporabijo kot substrat in jih pretvarjajo v številne metabolne produkte ter tako spremenijo 

kemične, fizikalne in senzorične lastnosti živila. Kvar, ki ga povzročajo kvasovke, je 

razviden na več načinov, odvisno od izdelka (Stratford, 2006; Tudor in Board, 1993). 

 

Delovanje kvasovk kvarljivk v živilu lahko opazimo kot rast na površini, diskoloracije, 

produkcijo plina, meglico/motnost, tvorbo sedimenta, filma, neželenih priokusov ter 

spremembo teksture živila. Najbolj znane spremembe se pojavljajo v kislih pijačah, z ali 

brez sladkorja, kjer je značilna obilna tvorba plina, kar lahko povzroči napihovanje, 

deformacijo in navsezadnje eksplozijo embalaže (Loureiro in Querol, 1999). Vizualne 

znake kvara običajno spremlja razvoj vonja po kvasu, alkoholu ter druge tuje vonjave in 

priokusi v izdelku (Fleet, 2011). V nekaterih primerih kvara zaradi delovanja kvasovk 

kvarljivk ni tako enostavno razločiti, predvsem pri fermentiranih živilih, kot so npr. vino, 

pivo, črne olive, sojina omaka, kjer nastali metaboliti prispevajo k okusu in aromi izdelkov 

(Loureiro in Querol, 1999). Kot navaja Fleet (1992), je včasih le rahla meja med tem, kar 

se dojema bodisi kot kvar ali koristno delovanje kvasovk. Kvar postane najprej opazen, ko 

rast kvasovk doseže okrog 104-105 CFU/g (mL) in očiten pri 107-108 CFU/g (mL) (Fleet, 

2011). 

 

2.3.2 Pomembnejše vrste kvasovk kvarljivk 

 

Medtem ko je bilo iz hrane in pijače izoliranih od 100-150 različnih vrst kvasovk, je le 

okoli 15-20 takih, ki so povezane s kvarom živil (Fleet, 2011). Pomembnejše vrste 

kvasovk, ki v živilih povzročajo kvar, so predstavljene v preglednici 3. 
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Preglednica 3: Vrste kvasovk, ki so najpogosteje povezane s kvarom živil (Fleet, 2011; Pitt in Hocking, 
2009) 

vrsta kvasovke pomembne lastnosti 
kvasovke 

živilski izdelek značilnosti kvara 

Debaryomyces hansenii 
(Candida famata)a 

tolerira visoke 
koncentracije soli 

soljeni mesni izdelki, siri, 
zelenjava v slanici 

tvorba biofilma na 
površini, 
neželeni priokusi 

Dekkera/Brettanomycesa 
(npr. D. anomala,  
D. bruxellensis) 

počasna rast, tolerira 
prisotnost etanola in CO2 

alkoholne in gazirane 
pijače 

motnost, ocetni cik, 
vonj po miševini, 
hlapni fenoli  

Hanseniaspora uvarum 
(Kloeckera apiculata)a 

tolerira zelo kisle pogoje sveže in predelano sadje, 
sadni izdelki 

fermentativni kvar 

Kluyveromyces marxianus  
(Candida kefyr)a 

fermentacija laktoze, 
pektinolitična in 
proteolitična aktivnost,  
rast pri 40-45 ºC in 
temperaturah hlajenja 

mlečni in rastlinski 
izdelki 

fermentativni kvar, 
pektinoliza, 
proteoliza 

Wickerhamomyces (Pichia) 
anomalus 
(Candida pelliculosa)a 

tolerira kislo in slano mlečni, sadni in pekovski 
izdelki 

prisotne visoke 
koncentracije etil 
acetata 

Pichia kudriavzevii 
(Issatchenkia orientalis, 
Candida kruseia) 

tolerira kislo, odporna na 
konzervanse 

izdelki z nizko pH 
vrednostjo 

fermentativni kvar, 
tvorba biofilma na 
površini 

Pichia membranifaciens 
(Candida valida)a 

oksidativna, tolerira 
prisotnost etanola, 
odporna na konzervanse 

olive v slanici, kisle 
kumarice, omake, kislo 
zelje, razsolice sira,… 

tvorba biofilma na 
površini, neželeni 
priokusi 

Rhodotorula spp. oksidativna, lipolitična, 
proteolitična in 
pektinolitična aktivnost 
 

mlečni, mesni, sadni, 
zelenjavni in pekovski 
izdelki 

tvorba rdeče-roza 
kolonij na površini,  
lipoliza, proteoliza, 
pektinoliza 

Saccharomyces cerevisiae ubikvitarna, nekateri sevi 
odporni na konzervanse 

živila, ki vsebujejo 
mono- in disaharide 

fermentativni kvar 

Kazachstania exiguus 
(Candida holmii)a  

zmerno tolerira 
konzervanse, ocetno 
kislino in sol 

sadni sokovi, gazirane 
pijače, majoneza, 
zelenjavne solate, mlečni 
in mesni izdelki 

fermentativni kvar 

Schizosaccharomyces pombe tolerira visoke 
koncentracije sladkorja 
in etanola, 
odporna na konzervanse 

živila z visoko 
vsebnostjo sladkorja, 
alkoholne pijače 

fermentativni kvar 

Yarrowia lipolytica 
(Candida lipolytica)a 

oksidativna, močna 
proteolitična in 
lipolitična aktivnost, 
zmerno tolerira nizek pH 
ter visoke koncentracije 
soli in konzervansov 

mesni in mlečni izdelki neželeni priokusi, 
sprememba 
teksture 

Zygosaccharomyces bailii odporna na konzervanse, 
tolerira kislo in prisotnost 
etanola 

sadni sokovi, sadni 
koncentrati in sirupi, 
omake, alkoholne pijače  

fermentativni kvar 

Zygosaccharomyces bisporus po lastnostih in kvaru nekako vmes med Z. bailii in Z. rouxii 
 

Zygosaccharomyces rouxii tolerira zelo visoke 
koncentracije sladkorja 
in soli, odporna na 
konzervanse 

koncentrati soka, 
sladkorni sirupi, med, 
marmelade, slaščičarski 
izdelki, suho sadje 

fermentativni kvar 

a anamorfno ime 
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2.3.3 Preprečevanje kvara živil, ki ga povzročajo kvasovke 

 

Kvasovke so v okolju zelo razširjene in lahko kontaminirajo večino živil (Fleet, 2011). 

Mikrobiološki kvar živil lahko preprečimo s "sistemom konzerviranja". Sistem 

konzerviranja lahko obravnavamo kot sklop dejavnikov, ki so značilni za živila (intrinzični 

dejavniki), fizikalno in kemično konzerviranje, higiena in pakiranje. Običajno je živilo 

zaščiteno z več kot enim postopkom konzerviranja (Stratford, 2006). 
 

Intrinzični dejavniki, ki zavirajo rast mikroorganizmov, so nizek pH, nizka vodna aktivnost 

(aw), pomanjkanje hranil in prisotnost eteričnih olj. Medtem ko nizek pH neposredno ne 

ščiti živil pred kvasovkami pa je izrednega pomena v kombinaciji z drugimi metodami 

konzerviranja (npr. dodatek šibkih kislin). Tudi nizka aw vrednost ni nujno omejitveni 

dejavnik za rast kvasovk kvarljivk, saj nekatere vrste kvasovk (osmotolerantne kvasovke) 

dobro uspevajo pri visokih koncentracijah sladkorja in soli (Stratford, 2006). 
 

Fizikalni postopki konzerviranja so uporaba visokih temperatur, shranjevanje pri nizkih 

temperaturah, gaziranje in modificirana atmosfera (Stratford, 2006). Kvasovke niso 

toplotno odporne in jih zlahka uničimo z večino toplotnih postopkov (Bullerman, 2003). 

Hlajenje živil ne preprečuje kvara (ga le upočasni), saj večina kvasovk dobro uspeva tudi 

pri nizkih temperaturah (James in Stratford, 2003). Vakuumsko pakiranje preprečuje rast 

aerobnih kvasovk, ne prepreči pa rasti fermentativnih vrst (Bullerman, 2003). 
 

Za nadzor kvasovk kvarljivk se lahko hrani in pijačam dodajajo številni konzervansi. 

Največ se uporabljajo šibke kisline, kot so sorbinska, benzojska, ocetna in propionska 

kislina ter žveplov dioksid. Učinkovitost teh konzervansov je odvisna od njihove 

koncentracije, pH živila in ostalih lastnosti živila, kot sta koncentracija sladkorja in soli. 

Občutljivost na konzervanse variira glede na vrsto kvasovke. Vrste iz rodu 

Zygosaccharomyces so odporne na konzervanse, predvsem Z. bailii, ki lahko tolerira tudi 

maksimalne zakonsko dovoljene koncentracije. Druge vrste kvasovk z relativno visoko 

odpornostjo so C. krusei, P. membranifaciens, Y. lipolytica in Schiz. pombe, kot tudi 

nekateri sevi S. cerevisiae. Žveplov dioksid se uporablja za preprečevanje rasti divjih tipov 

kvasovk v suhem sadju in pri pridelavi vina (Bullerman, 2003).  
 

Možne nove tehnologije konzerviranja so uporaba ultra visokega pritiska, iradiacije, visoko 

intenzitetne svetlobe, pulzirajočega električnega polja in eteričnih olj. Vendar pa nekatere 

nove tehnologije niso dovolj učinkovite pri eliminaciji patogenih mikroorganizmov oz. 

preprečevanju kvara (Fleet, 2011; Stratford, 2006; Tajkarimi in Ibrahim, 2012). Rastlinski 

izvlečki inhibirajo rast kvasovk ter drugih mikroorganizmov in se pogosto proučujejo kot 

naravna alternativa konvencionalnim konzervansom (Fleet, 2011). Številne raziskave 

navajajo več kot 5 log10 CFU redukcijo patogenih mikroorganizmov z uporabo rastlinskih 
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protimikrobnih snovi v kombinaciji z obstoječimi procesnimi tehnikami (Tajkarimi in 

Ibrahim, 2012). 

 

2.4 IN VITRO METODE DOLOČANJA PROTIMIKROBNEGA DELOVANJA 
RASTLINSKIH IZVLEČKOV NA KVASOVKE 
 

Protimikrobno delovanje rastlinskih izvlečkov in čistih snovi na kvasovke lahko 

ugotavljamo z inhibicijo rasti kvasovk, ki so v stiku s preučevanim vzorcem. Na voljo je 

več metod za določanje protimikrobnega delovanja, a nimajo enake občutljivosti ali ne 

temeljijo na enakem principu, zato so rezultati močno odvisni od izbire metode (Scorzoni 

in sod., 2007). Prav tako je primerjava rezultatov različnih študij protimikrobnega 

delovanja rastlinskih izvlečkov pogosto težavna zaradi uporabe različnih 

nestandardiziranih pristopov, tehnik priprave inokuluma, količine inokuluma, rastnega 

medija, pogojev inkubacije in končne točke določanja. Za določanje in vitro 

protimikrobnega delovanja izvlečkov ali posameznih snovi se lahko uporabljajo številne 

metode (Balouiri in sod., 2016). Največ se uporabljajo bioavtografija, difuzija v trdnem 

gojišču z diski in metode razredčevanja v trdnem ali tekočem gojišču (Balouiri in sod., 

2016; Scorzoni in sod., 2007). Za študije protimikrobnega delovanja rastlinskih izvlečkov 

Balouiri in sod. (2016) priporočajo pretočno citofluorometrijo.  

 

2.4.1 Metode difuzije 

 

Najbolj poznani in uporabljeni sta metodi difuzije v trdnem gojišču z diski in z luknjicami, 

ki sta primerni tudi za ugotavljanje protimikrobnega delovanja rastlinskih izvlečkov na 

kvasovke.  

 

Pri metodi difuzije v trdnem gojišču z diski gojišče z umešanim inokulumom 

preiskovanega mikroorganizma prelijemo na petrijeve plošče. Na površino trdnega gojišča 

nato namestimo diske iz filtrnega papirja (premera cca. 6 mm), ki so prepojeni s 

preiskovanim rastlinskim izvlečkom pri izbrani koncentraciji. Petrijeve plošče nato 

inkubiramo v primernih pogojih glede na izbran mikroorganizem. Protimikrobna snov 

difundira v trdno gojišče in inhibira rast preiskovanega mikroorganizma (Balouiri in sod., 

2016). Na površinah, kjer je protimikrobno sredstvo, nastanejo inhibicijske cone, kar 

pomeni, da ni mikrobne rasti. Prednosti metode sta tehnična enostavnost in ponovljivost. 

Metoda je cenovno ugodna in ne zahteva posebne opreme, poleg tega omogoča določanje 

kvalitativnih rezultatov (občutljiv, vmesen, odporen) (Klančnik in sod., 2009b). Metoda ni 

primerna za določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) (Nijs in sod., 2003). 

 

Metoda difuzije v trdnem gojišču z luknjicami se pogosto uporablja za določanje 

protimikrobnega delovanja rastlinskih izvlečkov (Magaldi in sod., 2004). Podobno kot pri 
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prejšnji metodi prelijemo petrijeve plošče z gojiščem z umešanim inokulumom 

preiskovane kulture. S sterilnim svedrom ali tipsom naredimo v trdno gojišče v aseptičnih 

pogojih luknjice premera 6-8 mm. V luknjice nato odpipetiramo določen volumen (20-100 

μL) raztopine rastlinskega izvlečka izbrane koncentracije. Petrijeve plošče inkubiramo v 

primernih pogojih glede na izbran mikroorganizem. Protimikrobna snov difundira v trdno 

gojišče in inhibira rast preiskovanega mikroorganizma, nastanejo t.i. inhibicijske cone 

(Balouiri in sod., 2016). 

 

2.4.2 Metode razredčevanja 

 

So najprimernejše metode za določanje MIC vrednosti, saj omogočajo oceno koncentracije 

preizkušene protimikrobne snovi v trdnem gojišču (metoda razredčevanja v trdnem 

gojišču) in v tekočem gojišču (makrodilucija ali mikrodilucija). Obe metodi razredčevanja, 

tako v trdnem kot v tekočem gojišču, se lahko uporabljata za kvantitativno določanje in 

vitro protimikrobnega delovanja na bakterije in glive. MIC vrednost je definirana kot 

najmanjša koncentracija protimikrobne snovi, ki inhibira vidno rast preizkušanega 

mikroorganizma (Pfaller in sod., 2004). 

 

Metoda razredčevanja v tekočem gojišču (mikro- ali makrodilucija) je ena izmed osnovnih 

metod za določanje protimikrobnega delovanja. Postopek vključuje pripravo dvakratnika 

razredčitev protimikrobne snovi (npr. 1, 2, 4, 8, 16, in 32 µg/mL) v tekočem gojišču v 

epruvetah z volumnom 2 mL (makrodilucija) ali v mikrotitrski plošči s 96 vdolbinami 

(mikrodilucija). Inokulum pripravimo v istem gojišču po razredčitvi standardizirane 

mikrobne suspenzije. Sledi dodatek inokuluma v vsako epruveto ali vdolbino, mešanje in 

inkubacija v primernih pogojih za izbran mikroorganizem (Balouiri in sod., 2016). Glavne 

pomanjkljivosti makrodilucije so zamudnost, ročno delo, tveganje za napake pri pripravi 

protimikrobnih raztopin za vsak preizkus, veliko število reagentov in potreben prostor 

(Jorgensen in Ferraro, 2009). Medtem ko so ponovljivost, manjše število reagentov ter 

izvedba na majhnem prostoru glavne prednosti mikrodilucije (CLSI, 2012). Za določanje 

MIC vrednosti uporabljamo čitalce mikrotitrskih plošč, ki olajšajo branje rezultatov 

mikrodilucijskih metod in imajo visoko občutljivost zaznavanja mikrobne rasti v 

vdolbinicah mikrotitrske plošče. Za določitev končne točke MIC se uporabljajo barvila, kot 

so: tetrazolijeve soli, 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid (MTT) in 

2,3-bis {2-metoksi-4-nitro-5-[(sulfenilamino) karbonil]-2H- tetrazolijev-hidroksid} (XTT), 

kot tudi resazurin (Balouiri in sod., 2016). 

 

Metoda razredčevanja v trdnem gojišču temelji na vključitvi različnih želenih koncentracij 

protimikrobne snovi v trdno gojišče. Običajno se uporablja zaporedje dvakratnih 

razredčitev, čemur sledi inokulacija petrijevih plošč s trdnim gojiščem z izbranim 

mikroorganizmom. MIC vrednost določimo kot najnižjo koncentracijo protimikrobne 
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snovi, ki popolnoma zavre rast preiskovanega mikroorganizma pri ustreznih pogojih 

inkubacije. Ta tehnika je primerna za določanje protimikrobnega delovanja pri bakterijah 

in glivah (Balouiri in sod., 2016). 

 

2.4.3 Tankoplastna kromatografija (TLC) – bioavtografija 

 

Več znanstvenih študij poroča o uporabi te metode za preverjanje protimikrobnega 

delovanja rastlinskih izvlečkov na kvasovke (Rahalison in sod., 1991; Runyoro in sod., 

2006). Metoda je enostavna, učinkovita in poceni. Omogoča ločevanje kompleksnih 

mešanic in istočasno določanje aktivnih komponent na TLC plošči (Marston, 2011). TLC-

bioavtografija je hitra metoda, ki omogoča določanje bioaktivnega delovanja velikega 

števila vzorcev (Dewanjee in sod., 2015). Metoda ni primerna za določanje 

protimikrobnega delovanja, ki je produkt sinergije dveh ali več komponent (Scorzoni in 

sod., 2007). Uporabljajo se tri bioavtografske tehnike: kontaktna, direktna in imerzijska 

bioavtografija.  

 

Pri kontaktni tehniki gre za prenos protimikrobne snovi iz kromatograma (PC ali TLC) z 

difuzijo na agarno ploščo, ki smo jo predhodno inokulirali s testiranim mikroorganizmom. 

Po nekaj minutah ali urah odstranimo kromatogram in agarno ploščo inkubiramo. Na 

mestih, kjer so protimikrobne snovi difundirale v agar, se pojavijo inhibicijske cone rasti. 

Ta tehnika se izmed omenjenih najmanj uporablja (Marston, 2011).  

 

Najpogosteje se uporablja direktna bioavtografija, kjer na razvito TLC ploščo nanesemo 

mikrobno suspenzijo in nato bioavtogram inkubiramo 48 ur pri 25 °C (Dewanjee, 2015). 

Za vizualno določitev mikrobne rasti se pogosto uporabljajo tetrazolijeve soli, ki se ob 

prisotnosti dehidrogenaz iz živih celic, pretvorijo v formazan (Choma in Grzelak, 2011; 

Grzelak in sod., 2011). Te soli nanesemo na bioavtogram z razprševanjem in ga ponovno 

inkubiramo 24 ur pri 25 °C (Silva in sod., 2005) ali 3-4 ure pri 37 °C (Runyoro in sod., 

2006).  

 

Imerzijska bioavtografija je kombinacija obeh prej omenjenih tehnik. TLC plošča je 

prekrita z agarnim medijem. Plošče pred inkubacijo za nekaj ur hranimo pri nizkih 

temperaturah z namenom boljše difuzije testiranih protimikrobnih snovi v agar. Po 

inkubaciji v primernih pogojih za testiran mikroorganizem sledi obarvanje s tetrazolijevim 

barvilom (Balouiri in sod., 2016). Ta tehnika zagotavlja dobro definirane inhibicijske cone 

rasti in ni občutljiva za kontaminacijo (Marston, 2011). 
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2.4.4 ATP bioluminiscenca 

 
Metoda temelji na merjenju adenozin trifosfata (ATP), ki ga proizvajajo mokroorganizmi. 

ATP je kemična oblika energije vseh živih celic in je prisotna v več ali manj enaki količini 

v celici. Merjenje ATP se uporablja za oceno mikrobne populacije v vzorcu. D-luciferin se 

ob prisotnosti ATP pretvori s pomočjo luciferaze v oksiluciferin, ki proizvaja svetlobo. 

Količino oddane svetlobe merimo z luminometrom izraženo v RLU (ang. relative light 

unit). Živost celic in luminiscenca, ki jo merimo sta v linearnem razmerju. Metoda je 

kvantitativna in hitra, kar je njena glavna prednost (Balouiri in sod., 2016). Metoda 

omogoča preverjanje protimikrobnega delovanja tudi in vivo (Vojtek in sod., 2014).  

 

2.4.5 Pretočna citofluorometrija 

 

Metoda je hitra in temelji na uporabi ustreznih barvil za obarvanje nukleinskih kislin. 

Propidijev jodid (PI) je fluorescentno barvilo in interkelacijsko sredstvo, ki se najpogosteje 

uporablja za obarvanje DNA (Ramani in Chaturvedi, 2000). S to metodo lahko jasno 

ločimo med mrtvimi, živimi in poškodovanimi celicami. Poškodovane celice so celice pod 

stresom, ki imajo poškodovane celične strukture in posledično oslabljeno reproduktivno 

rast (Yousef in Courtney, 2003). Določanje števila poškodovanih celic se uporablja v 

živilski mikrobiologiji, kadar te poškodovane celice predstavljajo nevarnost, da se ob 

določenih pogojih skladiščenja lahko opomorejo (Paparella in sod., 2008). Pretočna 

citofluorometrija omogoča odkrivanje protimikrobne odpornosti in ocenjevanje vpliva 

testiranih molekul na živost in poškodbe celic testiranih mikroorganizmov (Tang in 

Stratton, 2013). Poleg tega daje ponovljive rezultate v zelo kratkem času (2-6 ur), v 

primerjavi z mikrodilucijsko metodo, ki daje rezultate v 24-72 urah (Ramani in Chaturvedi, 

2000). Slabost te metodologije je draga oprema, a se kljub temu veliko uporablja (Balouiri 

in sod, 2016). Na voljo so številni komercialni kompleti za določanje živih/mrtvih celic s 

pretočno citometrijo, ki se lahko uporabijo tudi s čitalcem mikrotitrskih ploščic. 

 

2.4.6 Metode spremljanja kinetike protimikrobnega delovanja 

 

Zgoraj opisane metode testiranja protimikrobnega delovanja temeljijo na končni točki 

merjenja, pa vendar je zelo pomembna tudi hitrost in/ali trajanje protimikrobnega 

delovanja, torej kinetika. Rezultate pridobimo z analizami krivulj preživetja, oziroma 

odmiranja mikrobne kulture v odvisnosti od časa po dodatku protimikrobnega sredstva. 

Najpogosteje uporabljene metode so merjenje optične gostote in štetje živih oz. 

kultivabilnih celic z metodo štetja kolonij na trdnem gojišču (Burt, 2004). 
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3 MATERIAL IN METODE 

 

3.1 POTEK DELA 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 1: Shema eksperimentalnega dela. 

sterilizacija v avtoklavu  
(20 min pri 121°C in 1,2 bar) in 
ohladitev na sobni temperaturi 

zagon bioprocesa: 
inokulacija (OD650 = 0,20 ± 0,02) 

1000-mL erlenmajerica s stransko 
kiveto s tekočim gojiščem YEPD (2x) 

(VD = 360 mL) 

merjenje optične gostote 
pri valovni dolžini 650 nm 

tekom kultivacije 

3 dni stara kultura kvasovk 
Saccharomyces cerevisiae  ZIM 739, 

Hanseniaspora uvarum  ZIM 117, 
Zygosaccharomyces bailii  ZIM 2232, 
Pichia membranifaciens  ZIM 2224, 
Saccharomyces cerevisiae  ZIM 753 

na trdnem gojišču YEPD 
 

komercialni izvleček 
rožmarina  
VivOX 40 

priprava osnovne  
10 % (w/v) 

raztopine izvlečka 
rožmarina v etanolu  

aerobna submerzna kultivacija na 
stresalniku  

(T = 28 °C, 200 obr./min) 

spremljanje  rasti  
(izris rastne krivulje) in 

določitev sredine 
eksponentne faze rasti 

v sredini eksponentne faze rasti: 
 

prekinitev bioprocesa in priprava 
suspenzije celic s konc. 1∙107 celic/mL 
 
prenos brozge v 100-mL erlenmajerice 
s stransko kiveto (VD = 30 mL) 

dodatek ustreznega 
volumna osnovne 
raztopine izvlečka 

rožmarina v kvasno 
susprenzijo do 

koncentracije 0,1; 
0,5; 1,0 in 2,0 g/L 

nadaljnja aerobna submerzna 
kultivacija na stresalniku 

odvzem vzorcev bioprocesne brozge 

določanje živosti s pomočjo kompleta 
LIVE/DEAD FungaLightTM Yeast Viability Kit 

preverjanje kultivabilnosti 

merjenje optične gostote 
pri valovni dolžini 650 nm 

tekom kultivacije 

štetje celic v sredini 
eksponentne faze rasti 
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3.2 MATERIAL 
 

3.2.1 Mikroorganizmi 

 
Uporabili smo pet različnih sevov kvasovk kvarljivk iz Zbirke industrijskih 

mikroorganizmov (ZIM) Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil 

Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani. 

 
Preglednica 4: Sevi kvasovk kvarljivk, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu 

oznaka seva vir seva 

Saccharomyces cerevisiae  ZIM 739 mošt Rebule, Slovenija 

Hanseniaspora uvarum  ZIM 117 tipski sev 

Zygosaccharomyces bailii  ZIM 2232 pokvarjen sadni sirup, Slovenija 

Pichia membranifaciens  ZIM 2224 pokvarjena slanica pri zorenju sira, Slovenija 

Saccharomyces cerevisiae  ZIM 753 tipski sev 

 

Kvasovke smo hranili na petrijevih ploščah s trdnim YEPD gojiščem v inkubatorju pri 

temperaturi 28 °C. Za inokulacijo smo uporabljali tri dni staro kulturo. 

 

3.2.2 Izvleček rožmarina 

 

Uporabili smo komercialno pripravljen izvleček rožmarina VivOX 40 v prahu (Vitiva d.d., 

Slovenija). 

 

Pripravili smo 10 % (w/v) osnovno raztopino izvlečka rožmarina, tako da smo raztopili 

ustrezno količino izvlečka v absolutnem etanolu (Merck).  

 

Končne koncentracije izvlečka rožmarina, s katerimi smo tretirali preučevane kvasovke 

kvarljivke, so bile 0,1; 0,5; 1,0; in 2,0 g/L. 
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3.2.3 Gojišča 

 

3.2.3.1 Trdno YEPD gojišče 

 

Za hranjenje in precepljanje kulture kvasovk smo uporabljali trdno YEPD gojišče. 

 
Preglednica 5: Sestava trdnega YEPD gojišča (Atlas, 1993) 

sestavina masa (g) 

glukoza (Kemika) 20,0 

kvasni ekstrakt (Biolife) 10,0 

pepton (Oxoid) 20,0 

agar (Biolife) 20,0 

dH2O 1000 mL 

 

Gojišče smo sterilizirali 20 min pri temperaturi 121 ºC in tlaku 1,2 bar. Po sterilizaciji smo 

gojišče nekoliko ohladili in ga aseptično razlili v petrijeve plošče. 

 

3.2.3.2 Tekoče YEPD gojišče 

 

Tekoče YEPD gojišče smo uporabljali za aerobno submerzno kultivacijo kvasovk na 

stresalniku.  

 
Preglednica 6: Sestava tekočega YEPD gojišča (Atlas, 1993) 

sestavina masa (g) 

glukoza (Kemika) 20,0 

kvasni ekstrakt (Biolife) 10,0 

pepton (Oxoid) 20,0 

dH2O 1000 mL 

 

Gojišče smo sterilizirali 20 min pri temperaturi 121 ºC in tlaku 1,2 bar v erlenmajericah s 

stransko kiveto. Po sterilizaciji smo gojišče ohladili in ga uporabili za kultivacijo 

preučevanih kvasovk kvarljivk na stresalniku. 

 

3.2.4 Reagenti in raztopine 

 

Reagenti in raztopine, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu, so razvrščeni glede 

na posamezne metode: 
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3.2.4.1 Aerobna submerzna kultivacija kvasovk 

 

 Protipenilec (Carl Becker Chemie) 

3.2.4.2 Štetje celic 

 

 0,9 % (w/v) NaCl (fiziološka raztopina) 

 

1,80 g trdnega NaCl (Merck) smo v 200 mL stekleni bučki dopolnili z destilirano vodo 

do oznake. Po 9 mL raztopine smo odpipetirali v steklene epruvete, jih pokrili s 

kovinskimi pokrovčki, avtoklavirali in hranili pri sobni temperaturi. 

 

3.2.4.3 Določanje živosti celic 

 

 0,1 M PBS pufer  
 
Preglednica 7: Sestava 0,1 M PBS pufra (pH = 7,2) 

 

S HCl smo pH pufra uravnali na 7,2. Pufer smo sterilizirali s filtracijo in ga hranili v 

sterilni laboratorijski steklenici pri sobni temperaturi. 

 

0,01 M PBS pufer smo pripravili z ustrezno razredčitvijo 0,1 M PBS pufra, ga sterilizirali s 

filtracijo in hranili pri sobni temperaturi. 

 

 Komplet : LIVE/DEAD® FungaLightTM Yeast Viability Kit (Molecular Probes) 

 

- barvilo SYTO® 9: 3,34 mM, raztopina v DMSO 

- barvilo propidijev jodid: 20 mM, raztopina v DMSO 

 

Komplet smo hranili zaščitenega pred svetlobo pri temperaturi -20 ºC. Pred uporabo smo 

ga odtajali na sobni temperaturi.  

 

 
 
 

sestavina masa (g) 

Na2HPO4 (Merck) 1,09 

NaH2PO4 x 2H2O (Merck) 0,42 

NaCl (Merck) 9,00 

ddH2O do 100 mL 
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3.2.5 Oprema in aparature 

 

3.2.5.1 Steklovina in potrošni material 

 
 alufolija 
 centrifugirke kapacitete 50 mL 
 cepilne zanke (Bioster) 
 čaše 
 epruvete  
 erlenmajerice s stransko kiveto in enim utorom kapacitet 100 mL (Borosilicate) 

in 1000 mL (Shott Duran) 
 injekcijska brizgalka (Sartorius) 
 kovinske žličke 
 kovinski pokrovčki za epruvete 
 laboratorijske steklenice kapacitet 200 mL in 1000 mL (Shott Duran) 
 merilne bučke kapacitet 100 mL in 200 mL 
 merilni valji kapacitet 50 mL, 100 mL, 500 mL, 1000 mL 
 mikrocentrifugirke kapacitet 1,5 mL in 2 mL (Eppendorf) 
 mikrotitrske plošče (črne) za merjenje fluorescence (Nunc) 
 nastavki za pipeto 
 petrijeve plošče (Golias) 
 skalpel 
 spatule 
 sterilni membranski filtri s premerom por 0,2 μm (Sartorius) 
 števna ploščica Bürker-Türk (Brand)  
 vata 

 

3.2.5.2 Aparature 

 
 avtoklav (Sutjeska) 
 avtomatske pipete (Gilson) 
 brezprašna komora (Iskra PIO SMBC 122) 
 centrifuge (Eppendorf 5415C, Tehtnica Železniki Centric 322A) 
 čitalec mikrotitrskih plošč Safire 2 (Tecan) 
 fotoaparat (Sony DSC-W30) 
 hladilnik (LTH) 
 inkubator (I-50 VPC, Kambič) 
 magnetno mešalo (Tehtnica Železniki 550 M), magnetki 
 mikroskop (Leica ATC 2000) 
 pH meter (Mettler Toledo SevenMulti) 
 plinski gorilnik 
 rotacijski stresalnik (Tehtnica Železniki VRVI-403) 
 spektrofotometer za merjenje optične gostote (Iskra MA 9520) 
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 tehtnica (Sartorius analytic) 
 tehtnica (Sartorius exellence) 
 vrtinčnik (Tehtnica Železniki Vibromix 104 EV) 
 zamrzovalna skrinja (Gorenje) 

 

3.2.5.3 Programska oprema 

 
 Magellan (Tecan) 

 

3.3 METODE 
 

3.3.1 Ohranjanje kulture kvasovk 

 

Kulture izbranih sevov kvasovk kvarljivk (Saccharomyces cerevisiae ZIM 739, 

Hanseniaspora uvarum ZIM 117, Zygosaccharomyces bailii ZIM 2232, Pichia 

membranifaciens ZIM 2224 in Saccharomyces cerevisiae ZIM 753)  smo dvakrat tedensko 

v laminariju precepljali na sterilne petrijeve plošče s trdnim YEPD gojiščem. Delali smo v 

dveh paralelkah. Posamezne izolate kvasovk na petrijevih ploščah smo hranili v 

inkubatorju pri temperaturi 28 °C in jih po treh dneh kultivacije uporabili za inokulacijo 

tekočega YEPD gojišča  ter za nadaljnja precepljanja. 

 

3.3.2 Spremljanje rasti kvasovk z merjenjem optične gostote 

 

Rast kvasovk smo spremljali spektrofotometrično z merjenjem optične gostote pri valovni 

dolžini 650 nm (OD650). Pred vsako meritvijo smo spektrofotometer umerili s kontrolo 

(samo gojišče YEPD). 

 

V 100-mL erlenmajericah s stransko kiveto in enim utorom smo avtoklavirali 30 mL sveže 

pripravljenega tekočega YEPD gojišča in ga ohladili na sobno temperaturo. Tri dni staro 

kulturo kvasovk na trdnem YEPD gojišču smo s cepilno zanko prenesli v 30 mL tekočega 

YEPD gojišča do OD650 0,20 (± 0,02). 

 

Aerobna submerzna kultivacija je potekala na rotacijskem stresalniku pri temperaturi 28 °C 

in 200 obr./min. Rast kvasovk smo spremljali z merjenjem OD650 vsaki 2 uri do t = 14 h, 

zadnja meritev je bila izvedena po 24 urah. Delali smo v dveh paralelkah. 

 

Iz rastnih krivulj za posamezne seve kvasovk smo določili vrednosti OD650, ki so ustrezale 

sredini eksponentne faze rasti. Vrednosti OD650 za posamezne seve kvasovk v sredini 

eksponentne faze so nam služile v nadaljevanju poskusa. 
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3.3.3 Štetje celic z Bürker-Türkovo števno ploščico 

 

Za vse izbrane seve kvasovk smo določili število celic na mililiter brozge v sredini 

eksponentne faze rasti s pomočjo Bürker-Türkove števne ploščice. V sredini eksponentne 

faze smo odvzeli bioprocesno brozgo in pripravili razredčitev (10-1) po Kochu, tako da smo 

1 mL brozge prenesli v 9 mL fiziološke raztopine ter premešali na vrtinčniku. Kapljico 

tako pripravljene raztopine smo kanili na Bürker-Türkovo števno ploščico ter pod 

mikroskopom prešteli celice v petih različnih kvadratkih (tak kvadratek označen z A na 

sliki 2). Po enačbi (1) smo izračunali povprečno število celic na kvadratek. 

 

n

N
N


                  … (1) 

N - povprečno število celic na kvadratek 
N  - število preštetih celic 
n - število preštetih kvadratkov 

0,2 mm 0,05 mm

A

 
 

 
Slika 2: Shematski prikaz izbranega območja Bürker-Türkove števne ploščice (Incyto, 2010). 

 

Z upoštevanjem povprečnega števila celic na kvadratek ( N ), faktorja razredčitve (R = 10) 
in faktorja števne ploščice za izbrano območje štetja (f = 2,5 ∙ 105) smo po enačbi (2) 
določili število celic v mililitru brozge. 
 

 število celic/mL = N ∙ R ∙ f             … (2) 
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3.3.4 Aerobna submerzna kultivacija (glavni poskus) 

 

3.3.4.1 Kultivacija kvasovk do eksponentne faze rasti in priprava suspenzije celic s 
koncentracijo 1∙107 celic/mL 

 

V 1000-mL erlenmajerici s stransko kiveto in enim utorom smo avtoklavirali 360 mL 

sveže pripravljenega tekočega YEPD gojišča in ga ohladili na sobno temperaturo. Tri dni 

staro kulturo kvasovk na trdnem YEPD gojišču smo s cepilno zanko aseptično prenesli v 

360 mL tekočega YEPD gojišča do OD650 0,20 (± 0,02). Delali smo v dveh paralelkah. 

 

Aerobna submerzna kultivacija je potekala na rotacijskem stresalniku pri temperaturi 28 °C 

in 200 obr./min. Ko je optična gostota (OD650) dosegla vrednost, ki je ustrezala sredini 

eksponentne faze rasti, smo prekinili bioproces. Del bioprocesne brozge smo prelili v 50-

mL centrifugirke in centrifugirali 5 min pri 4000 obr./min. Na osnovi podatka o številu 

celic na mililiter brozge smo iz izhodne brozge in supernatanta pripravili izhodno 

suspenzijo celic s koncentracijo 1∙107 celic/mL.  

 

3.3.4.2 Izpostavitev kvasovk izvlečku rožmarina 

 

30 mL izhodne suspenzije celic s koncentracijo 1∙107 celic/mL smo aseptično prenesli v 

sterilne 100-mL erlenmajerice s stransko kiveto in takoj dodali ustrezne volumne osnovne 

raztopine izvlečka rožmarina do koncentracije 0,1; 0,5; 1,0 in 2,0 g/L. Kontrola je 

vsebovala le 30 mL izhodne suspenzije celic, brez dodatka rožmarinskega izvlečka. Delali 

smo v dveh paralelkah. Erlenmajerice smo inkubirali na stresalniku pri 28 °C in 200 

obr./min in po času t = 0; 2; 4 in 20 h odvzeli vzorce za določanje živosti kvasovk in 

preverjanje kultivabilnosti. 

 

3.3.5 Določanje živosti 

 

Živost celic smo določali s pomočjo komercialnega kompleta LIVE/DEAD® 

FungaLightTM Yeast Viability Kit, ki omogoča enostavno, hitro, zanesljivo in 

kvantitativno ločevanje živih in mrtvih celic kvasovk. Komplet vsebuje raztopini dveh 

barvil, zeleno fluorescenčno barvilo SYTO® 9 in rdeče fluorescenčno barvilo propidijev 

jodid (PI). Barvili se razlikujeta v valovni dolžini fluorescence in zmožnosti vstopa v 

celico. SYTO® 9 lahko prehaja skozi membrano, zato obarva vse kvasne celice, celice s 

poškodovano in nepoškodovano membrano. Barvilo vstopi v celice in prodre do 

nukleinskih kislin, s katerimi ustvari kompleks, ki fluorescira. V nasprotju pa PI vstopa le 

v celice s poškodovano membrano ter prav tako tvori  kompleks z nukleinskimi kislinami, 

vendar pa zaradi t.i. fluorescenčnega prenosa resonančne energije (ang. FRET) povzroči 
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zmanjšanje fluorescence barvila SYTO® 9. Metoda torej temelji na obarvanju nukleinskih 

kislin v celicah, kjer žive celice t.j. celice z nepoškodovano membrano fluorescirajo 

zeleno, medtem ko mrtve t.j. celice s poškodovano membrano fluorescirajo rdeče 

(Molecular Probes, 2005; Stocks, 2004). 

 

Živost kvasovk smo merili pred izpostavitvijo kulture izvlečku rožmarina (ob času t = 0 h) 

ter po 2-urni, 4-urni in 20-urni izpostavitvi kvasovk izvlečku. 

 

Po 1 mL bioprocesne brozge smo odpipetirali v mikrocentrifugirke in 3 minute 

centrifugirali pri 14000 obr./min. Supernatant smo odlili, sediment pa sprali v 1 mL  0,01 

M PBS. Ponovno smo centrifugirali pri enakih pogojih, odlili supernatant in sediment 

resuspendirali v 1 mL 0,01 M PBS. Tako smo pripravili suspenzijo celic v pufru (~ 107 do 

108 celic/mL). Za določanje živosti z uporabo kompleta LIVE/DEAD® FungaLightTM 

Yeast Viability Kit smo potrebovali suspenzijo celic s koncentracijo v območju 106 

celic/mL. Sledila je priprava 100 x razredčitve celične suspenzije, kjer smo v nove 

mikrocentrifugirke z 990 μL 0,01 M PBS odpipetirali 10 μL prej pripravljene suspenzije 

celic. Enemu mililitru tako pripravljene suspenzije celic smo v temi dodali 1 μL barvila 

SYTO® 9 in 1 μL PI ter dobro premešali. Slepo probo smo pripravili, tako da smo 1 mL 

0,01M PBS dodali 1 μL barvila SYTO® 9 in 1 μL PI. Mikrocentrifugirke smo inkubirali 20 

min v temi pri 37 °C. Po inkubaciji smo suspenzijo ponovno premešali in iz vsake 

mikrocentrifugirke prenesli po 200 μL suspenzije v dve jamici mikrotitrske plošče ter 

izmerili fluorescenco s pomočjo čitalca mikrotitrskih plošč Safire 2.  

 

Parametri merjenja fluorescence s čitalcem mikrotitrskih plošč: 

a) barvilo SYTO® 9 

 valovna dolžina vzbujanja: 488 nm 

 valovna dolžina merjenja imitirane fluorescence: 530 nm 

 razmik med valovnimi dolžinami (»bandwidth«): 15 nm 

 »gain«: 81 

 »z-position«: 8619 μm 

 
b) barvilo PI 

 valovna dolžina vzbujanja: 488 nm 

 valovna dolžina merjenja imitirane fluorescence: 650 nm 

 razmik med valovnimi dolžinami (»bandwidth«): 15 nm 

 »gain«: 94 

 »z-position«: 8619 μm 

 

Rezultate meritev smo dobili na izpisu iz računalniškega programa Magellan in so bili 

podani kot fluorescenčna intenziteta (RFU) (Priloge B1-B5). Iz podatkov o fluorescenčni 

intenziteti smo izračunali relativno živost (%). 
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Izvleček rožmarina, s katerim smo tretirali kvasovke kvarljivke, je bil raztopljen v etanolu, 

zato smo poleg izvlečka rožmarina preverili tudi vpliv samega topila na živost kvasovk. 

 

Barvili SYTO® 9 in PI se v kompletu LIVE/DEAD® FungaLightTM Yeast Viability Kit 

nahajata kot raztopini v dimetil sulfoksidu (DMSO), ki veže vodo in tako ščiti barvili pred 

izgubo aktivnosti. 

 

3.3.6 Preverjanje kultivabilnosti 

 

Kultivabilnost kvasovk smo preverjali z razmazovanjem suspenzije kvasovk s cepilno 

zanko po trdnem YEPD gojišču in fotografiranjem plošč po inkubaciji. Znano je, da na 

gojišču zrastejo le kultivabilne oz. reprodukcijsko sposobne celice.  

 

Za preverjanje kultivabilnosti kvasovk po tretiranju z izvlečkom rožmarina smo uporabili 

suspenzijo celic, ki je ostala v mikrocentrifugirkah po določanju živosti s pomočjo barvil 

SYTO® 9 in PI. Del suspezije celic smo cepilno zanko prenesli na ploščo s trdnim YEPD 

gojiščem in razmazali. Gojišče smo pred nacepljanjem po sredini prerezali s skalpelom in 

na eno ploščo cepili po dve paralelki. Petrijeve plošče smo inkubirali 3 dni pri 28 °C. Po 

inkubaciji smo plošče fotografirali. 
 

Po istem postopku smo preverili tudi vpliv etanola kot topila na kultivabilnost kvasovk. 

 

3.3.7 Statistična obdelava podatkov 

 

3.3.7.1 Povprečna vrednost 

 
Meritve smo pri spremljanju rasti kvasovk in štetju celic izvedli v dveh paralelnih vzorcih, 

medtem ko smo določanje živosti izvedli v štirih ponovitvah. Rezultate meritev smo 

obdelali z računalniškim programom Microsoft Excel in jih podali kot povprečno vrednost 

( X ), izračunano po enačbi (3) (Košmelj, 2001). 

n

X

X

n

i
i

 1           … (3) 

 
n - število vzorcev 
Xi - vrednost i-te meritve 
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3.3.7.2 Standardni odklon 
 
Za oceno variabilnosti rezultatov smo izračunali standardni odklon (SD) po enačbi (4) 

(Košmelj, 2001). 

 

 
1

1

2









n

XX

SD

n

i
i

         … (4) 

 

3.3.7.3 Statistična analiza z računalniškim programom SAS 

 

Rezultate določanja relativne živosti kvasovk smo z določenimi statističnimi operacijami 

pripravili in uredili v računalniškem programu Microsoft Excel in jih nato statistično 

analizirali s programom SAS (SAS Software, 1999) s postopkoma GLM (splošni linearni 

model; ang. General Linear Model) in TTEST (t-test). Pričakovane povprečne vrednosti so 

bile izračunane z uporabo testa mnogoterih primerjav (Duncanov test) in primerjane pri 5 

% tveganju. T-test je bil opravljen v paru med rezultati za živost po tretiranju z izvlečkom 

rožmarina in rezultati za živost po tretiranju s samim topilom (etanol) pri 0,01 % tveganju. 
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4 REZULTATI 

 

Eksperimentalni del naloge je bil opravljen na Katedri za biotehnologijo, mikrobiologijo in 

varnost živil v času od maja do decembra 2007.  

 

Skladno z delovno hipotezo smo skušali dokazati, da izpostavitev celic kvasovk izvlečku 

rožmarina v določeni koncentraciji povzroči zmanjšanje živosti in kultivabilnosti. 

Predvidevali smo tudi, da se bo po daljšem času izpostavitve celic izvlečku rožmarina pri 

nižji koncentraciji živost povečala, ne pa nujno kultivabilnost. Najprej smo spremljali 

rastne krivulje kvasovk kvarljivk z merjenjem optične gostote. Po izpostavitvi kulture 

kvasovk izvlečku rožmarina smo določali živost celic s pomočjo kompleta LIVE/DEAD® 

FungaLightTM Yeast Viability Kit in preverjali kultivabilnost kvasovk. 

 

4.1 SPREMLJANJE RASTI KVASOVK IN DOLOČITEV SREDINE EKSPONENTNE 
FAZE RASTI V GOJIŠČU BREZ DODANEGA IZVLEČKA ROŽMARINA 
 

Rast kvasovk smo spremljali z merjenjem optične gostote (OD650) do stacionarne faze 

rasti. Aerobna submerzna kultivacija rasti je potekala na stresalniku pri 28 ºC in 200 

obr./min. 

 

Na podlagi rastnih krivulj smo določili sredine eksponentne faze rasti kvasovk. Ker so v tej 

fazi rasti kvasovke v dobrem fiziološkem stanju z visoko metabolno aktivnostjo, smo pri 

optični gostoti, ki je značilna za sredino eksponentne faze, bioproces prekinili in pripravili 

suspenzijo celic kvasovk z določeno koncentracijo celic, kot je opisano pod točko 3.3.4.1. 
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Slika 3: Rastna krivulja kvasovke Saccharomyces cerevisiae ZIM 739 v tekočem YEPD gojišču med 
aerobnim submerznim namnoževanjem na stresalniku (T = 28 ºC, 200 obr./min). Rezultati so predstavljeni 
kot povprečne vrednosti OD650 ± SD dveh ponovitev. 

 

S slike 3 je razvidno, da je sredina eksponentne faze rasti za kvasovko Saccharomyces 
cerevisiae ZIM 739 pri vrednosti OD650 1,1. 
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Slika 4: Rastna krivulja kvasovke Hanseniaspora uvarum ZIM 117 v tekočem YEPD gojišču med aerobnim 
submerznim namnoževanjem na stresalniku (T = 28 ºC, 200 obr./min). Rezultati so predstavljeni kot 
povprečne vrednosti OD650 ± SD dveh ponovitev. 
 

Sredina eksponentne faze rasti je za kvasovko Hanseniaspora uvarum ZIM 117 pri 
vrednosti OD650 1,1 (slika 4). 
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Slika 5: Rastna krivulja kvasovke Zygosaccharomyces bailii ZIM 2232 v tekočem YEPD gojišču med 
aerobnim submerznim namnoževanjem na stresalniku (T = 28 ºC, 200 obr./min). Rezultati so predstavljeni 
kot povprečne vrednosti OD650 ± SD dveh ponovitev. 

 
Sredina eksponentne faze rasti je za kvasovko Zygosaccharomyces bailii ZIM 2232 pri 
vrednosti OD650 1,1 (slika 5). 
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Slika 6: Rastna krivulja kvasovke Pichia membranifaciens ZIM 2224 v tekočem YEPD gojišču med 

aerobnim submerznim namnoževanjem na stresalniku (T = 28 ºC, 200 obr./min). Rezultati so predstavljeni 

kot povprečne vrednosti OD650 ± SD dveh ponovitev. 

 
Sredina eksponentne faze rasti je za kvasovko Pichia membranifaciens ZIM 2224 pri 
vrednosti OD650 1,2 (slika 6). 
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Slika 7: Rastna krivulja kvasovke Saccharomyces cerevisiae ZIM 753 v tekočem YEPD gojišču med 

aerobnim submerznim namnoževanjem na stresalniku (T = 28 ºC, 200 obr./min). Rezultati so predstavljeni 

kot povprečne vrednosti OD650 ± SD dveh ponovitev. 
 
Sredina eksponentne faze rasti je za kvasovko Saccharomyces cerevisiae ZIM 753 pri 
vrednosti OD650 1,1 (slika 7). 
 
Preglednica 8: Določitev vrednosti OD650 in števila celic/mL v sredini eksponentne faze rasti za posamezne 
kvasovke 

sev kvasovke OD650 v sredini eksponentne 
faze rasti 

število celic/mL 

Saccharomyces cerevisiae  ZIM 739 1,1 3,48 ∙ 107 

Hanseniaspora uvarum  ZIM 117 1,1 9,73 ∙ 107 

Zygosaccharomyces bailii  ZIM 2232 1,1 5,15 ∙ 107 

Pichia membranifaciens  ZIM 2224 1,2 5,83 ∙ 107 

Saccharomyces cerevisiae  ZIM 753 1,1 2,98 ∙ 107 
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4.2 DOLOČANJE ŽIVOSTI PO IZPOSTAVITVI KULTURE KVASOVK IZVLEČKU 
ROŽMARINA 
 

Vpliv izvlečka rožmarina na rast kvasovk smo preverjali s hitro metodo za določanje 

živosti kvasovk, kot je opisano pod točko 3.3.5. Delovanje izvlečka rožmarina smo 

preverili v koncentracijah 0,1; 0,5; 1,0 in 2,0 g/L po 2-, 4- in 20-urni izpostavitvi kulture 

kvasovk izvlečku. 

 

4.2.1 Vpliv koncentracij izvlečka rožmarina na živost kvasovk 
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Slika 8: Vpliv koncentracij izvlečka rožmarina na živost kvasovk Saccharomyces cerevisiae ZIM 739, 
Hanseniaspora uvarum ZIM 117, Zygosaccharomyces bailii ZIM 2232, Pichia membranifaciens ZIM 2224 
in Saccharomyces cerevisiae ZIM 753 po 2-urni izpostavitvi izvlečku. Rezultati so izraženi kot relativna 
živost (%) glede na kontrolo in so predstavljeni kot povprečne vrednosti relativne živosti ± SD štirih 
ponovitev. Povprečne vrednosti, ki so za isto kvasovko pri različnih koncentracijah izvlečka rožmarina 
označene z različnimi indeksi (a, b, c), se med seboj statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 
 

S slike 8 je razvidno, da izvleček rožmarina po 2-urni izpostavitvi kvasovk v 

koncentracijah izvlečka ≥ 0,1 g/L statistično značilno zmanjša živost v primerjavi s 

kontrolo pri kvasovkah Hanseniaspora uvarum, Pichia membranifaciens in 

Saccharomyces cerevisiae ZIM 753. Medtem ko je pri kvasovkah Saccharomyces 

cerevisiae ZIM 739 in Zygosaccharomyces bailii prišlo do statistično značilnega 

zmanjšanja živosti v koncentracijah izvlečka ≥ 0,5 g/L (p ≤ 0,05). Stoodstotni padec v 

živosti smo po 2-urni izpostavitvi kvasovk izvlečku rožmarina določili v koncentraciji 0,5 

g/L pri Pichia membranifaciens; v koncentraciji izvlečka 1,0 g/L pri kvasovki 
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Zygosaccharomyces bailii; v koncentraciji 2,0 g/L pa pri vseh kvasovkah, razen pri 

Saccharomyces cerevisiae ZIM 739. 
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Slika 9: Vpliv koncentracij izvlečka rožmarina na živost kvasovk Saccharomyces cerevisiae ZIM 739, 

Hanseniaspora uvarum ZIM 117, Zygosaccharomyces bailii ZIM 2232, Pichia membranifaciens ZIM 2224 

in Saccharomyces cerevisiae ZIM 753 po 4-urni izpostavitvi izvlečku. Rezultati so izraženi kot relativna 

živost (%) glede na kontrolo in so predstavljeni kot povprečne vrednosti relativne živosti ± SD štirih 

ponovitev. Povprečne vrednosti, ki so za isto kvasovko pri različnih koncentracijah izvlečka rožmarina 

označene z različnimi indeksi (a, b, c, d), se med seboj statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 

 

S slike 9 je razvidno, da izvleček rožmarina po 4-urni izpostavitvi kvasovk v 

koncentracijah izvlečka ≥ 0,1 g/L statistično značilno zmanjša živost v primerjavi s 

kontrolo pri vseh kvasovkah razen pri Saccharomyces cerevisiae ZIM 739 (p ≤ 0,05). Pri 

kvasovki Saccharomyces cerevisiae ZIM 739 pride do zmanjšanja živosti v koncentracijah 

izvlečka ≥ 0,5 g/L. Stoodstotni padec v živosti smo po 4-urni izpostavitvi kvasovk izvlečku 

rožmarina določili v koncentraciji 1,0 g/L pri kvasovki Pichia membranifaciens; v 

koncentraciji 2,0 g/L pa pri vseh kvasovkah, razen pri Saccharomyces cerevisiae ZIM 739. 
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Slika 10: Vpliv koncentracij izvlečka rožmarina na živost kvasovk Saccharomyces cerevisiae ZIM 739, 
Hanseniaspora uvarum ZIM 117, Zygosaccharomyces bailii ZIM 2232, Pichia membranifaciens ZIM 2224       
in Saccharomyces cerevisiae ZIM 753 po 20-urni izpostavitvi izvlečku. Rezultati so izraženi kot relativna 
živost (%) glede na kontrolo in so predstavljeni kot povprečne vrednosti relativne živosti ± SD štirih 
ponovitev. Povprečne vrednosti, ki so za isto kvasovko pri različnih koncentracijah izvlečka rožmarina 
označene z različnimi indeksi (a, b, c, d), se med seboj statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 

 

S slike 10 je razvidno, da izvleček rožmarina po 20-urni izpostavitvi kvasovk izvlečku v 

koncentracijah ≥ 0,1 g/L statistično značilno zmanjša živost v primerjavi s kontrolo pri 

kvasovkah Saccharomyces cerevisiae ZIM 739 in Hanseniaspora uvarum. Pri kvasovkah 

Zygosaccharomyces bailii in Saccharomyces cerevisiae ZIM 753 je prišlo do statistično 

značilnega zmanjšanja živosti v koncentracijah izvlečka ≥ 0,5 g/L. Pri kvasovki Pichia 

membranifaciens pa v koncentracijah izvlečka ≥ 1,0 g/L (p ≤ 0,05). Stoodstotni padec 

živosti smo določili pri kvasovkah Zygosaccharomyces bailii in Pichia membranifaciens, 

in sicer v koncentraciji izvlečka 2,0 g/L. 

 

Po 20-urni izpostavitvi izvlečku rožmarina v koncentraciji 0,1 g/L je pri kvasovkah 

Zygosaccharomyces bailii in Pichia membranifaciens prišlo do statistično značilnega 

povečanja živosti (p ≤ 0,05). Do statistično značilnega povečanja živosti v primerjavi s 

kontrolo je prišlo tudi v koncentraciji izvlečka 0,5 g/L, in sicer pri kvasovki Pichia 

membranifaciens. 
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4.2.2 Vpliv izvlečka rožmarina na živost kvasovk: primerjava med kvasovkami 
znotraj iste koncentracije po določenem času izpostavitve izvlečku 
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Slika 11: Primerjava med kvasovkami Saccharomyces cerevisiae ZIM 739, Hanseniaspora uvarum ZIM 
117, Zygosaccharomyces bailii ZIM 2232, Pichia membranifaciens ZIM 2224 in Saccharomyces cerevisiae 
ZIM 753 znotraj iste koncentracije po 2-urni izpostavitvi izvlečku rožmarina. Rezultati so izraženi kot 
relativna živost (%) glede na kontrolo in so predstavljeni kot povprečne vrednosti relativne živosti ± SD štirih 
ponovitev. Povprečne vrednosti, ki so za različne kvasovke pri isti koncentraciji izvlečka rožmarina označene 
z indeksoma a in b, se med seboj statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 

 
S slike 11 je razvidno, da se živost po 2-urni izpostavitvi izvlečku v najnižji koncentraciji 
statistično značilno najbolj zmanjša pri kvasovkah Hanseniaspora uvarum, Pichia 
membranifaciens in Saccharomyces cerevisiae ZIM 753, medtem ko v koncentracijah 
izvlečka ≥ 0,5 g/L razlika v živosti testiranih kvasovk ni več opazna. 
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Slika 12: Primerjava med kvasovkami Saccharomyces cerevisiae ZIM 739, Hanseniaspora uvarum ZIM 
117, Zygosaccharomyces bailii ZIM 2232, Pichia membranifaciens ZIM 2224 in Saccharomyces cerevisiae 
ZIM 753 znotraj iste koncentracije po 4-urni izpostavitvi izvlečku rožmarina. Rezultati so izraženi kot 
relativna živost (%) glede na kontrolo in so predstavljeni kot povprečne vrednosti relativne živosti ± SD štirih 
ponovitev. Povprečne vrednosti, ki so za različne kvasovke pri isti koncentraciji izvlečka rožmarina označene 
z različnimi indeksi (a, b, c), se med seboj statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 

 
Po 4-urni izpostavitvi kvasovk izvlečku se v najnižji koncentraciji živost statistično 
značilno najbolj zmanjša pri kvasovkah Hanseniaspora uvarum, Pichia membranifaciens 
in Saccharomyces cerevisiae ZIM 753, medtem ko se v koncentracijah izvlečka ≥ 0,5 g/L 
enako učinkovito zmanjša živost pri vseh kvasovkah razen pri kvasovki Saccharomyces 
cerevisiae ZIM 739 (slika 12). 
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Slika 13: Primerjava med kvasovkami Saccharomyces cerevisiae ZIM 739, Hanseniaspora uvarum ZIM 
117, Zygosaccharomyces bailii ZIM 2232, Pichia membranifaciens ZIM 2224 in Saccharomyces cerevisiae 
ZIM 753 znotraj iste koncentracije po 20-urni izpostavitvi izvlečku rožmarina. Rezultati so izraženi kot 
relativna živost (%) glede na kontrolo in so predstavljeni kot povprečne vrednosti relativne živosti ± SD štirih 
ponovitev. Povprečne vrednosti, ki so za različne kvasovke pri isti koncentraciji izvlečka rožmarina označene 
z različnimi indeksi (a, b, c, d), se med seboj statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 

 
Po 20-urni izpostavitvi kvasovk 0,1 g/L izvlečka rožmarina le-ta statistično značilno 
najbolj zmanjša živost pri kvasovkah Saccharomyces cerevisiae ZIM 739 in 
Hanseniaspora uvarum, medtem ko so kvasovke Zygosaccharomyces bailii, Pichia 
membranifaciens in Saccharomyces cerevisiae ZIM 753 manj občutljive na delovanje 
izvlečka. V koncentraciji izvlečka rožmarina 0,5 g/L pride do največjega zmanjšanja 
živosti pri kvasovkah Hanseniaspora uvarum, Zygosaccharomyces bailii in 
Saccharomyces cerevisiae ZIM 753, medtem ko je Pichia membranifaciens najmanj 
občutljiva. Enako učinkovito zmanjšanje živosti za vse kvasovke je v koncentraciji 
izvlečka 2,0 g/L (slika 13). 
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4.2.3 Vpliv časa izpostavitve izvlečku rožmarina na živost kvasovk 
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Slika 14: Vpliv časa izpostavitve izvlečku rožmarina na živost kvasovke Saccharomyces cerevisiae ZIM 
739. Rezultati so izraženi kot relativna živost (%) glede na kontrolo in so predstavljeni kot povprečne 
vrednosti relativne živosti ± SD štirih ponovitev. Povprečne vrednosti, ki so za izbrano kvasovko pri isti 
koncentraciji izvlečka rožmarina in različnih časih izpostavitve izvlečku označene z različnimi indeksi (a, b, 
c), se med seboj statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 
 

Po krajšem času izpostavitve (2 in 4 ure) kvasovke Saccharomyces cerevisiae ZIM 739 
izvlečku pride v koncentracijah 0,5 in 1,0 g/L do statistično značilnega zmanjšanja živosti, 
a se po daljšem času izpostavitve (20 ur) živost poveča. V najvišji koncentraciji ni 
povečanja živosti po daljšem času izpostavitve celic kvasovk (slika 14). 
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Slika 15: Vpliv časa izpostavitve izvlečku rožmarina na živost kvasovke Hanseniaspora uvarum ZIM 117. 
Rezultati so izraženi kot relativna živost (%) glede na kontrolo in so predstavljeni kot povprečne vrednosti 
relativne živosti ± SD štirih ponovitev. Povprečne vrednosti, ki so za izbrano kvasovko pri isti koncentraciji 
izvlečka rožmarina in različnih časih izpostavitve izvlečku označene z različnimi indeksi (a, b, c, d) se med 
seboj statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 

 
S slike 15 je razvidno, da se pri kvasovki Hanseniaspora uvarum v nižjih koncentracijah 
izvlečka (0,1 in 0,5 g/L) živost zmanjšuje s časom izpostavitve (2 in 4 ure), a se po 20-urni 
izpostavitvi zopet poveča. V koncentraciji izvlečka rožmarina 1,0 g/L ne pride do 
povišanja živosti po daljšem času izpostavitve, medtem ko je v najvišji koncentraciji 
izvlečka zaznati minimalno povečanje živosti kvasnih celic. 
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Slika 16: Vpliv časa izpostavitve izvlečku rožmarina na živost kvasovke Zygosaccharomyces bailii ZIM 
2232. Rezultati so izraženi kot relativna živost (%) glede na kontrolo in so predstavljeni kot povprečne 
vrednosti relativne živosti ± SD štirih ponovitev. Povprečne vrednosti, ki so za izbrano kvasovko pri isti 
koncentraciji izvlečka rožmarina in različnih časih izpostavitve izvlečku označene z različnimi indeksi (a, b, 
c) se med seboj statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 

 
S slike 16 je razvidno, da pride v nižjih koncentracijah izvlečka rožmarina po daljšem času 
izpostavitve celic kvasovke Zygosaccharomyces bailii do statistično značilnega povečanja 
živosti. V najnižji koncentraciji je po daljšem času izpostavitve opaziti celo večjo živost 
kot pri času 0. V višjih koncentracijah izvlečka rožmarina po daljši izpostavitvi ni 
povečanja živosti.  
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Slika 17: Vpliv časa izpostavitve izvlečku rožmarina na živost kvasovke Pichia membranifaciens ZIM 2224. 
Rezultati so izraženi kot relativna živost (%) glede na kontrolo in so predstavljeni kot povprečne vrednosti 
relativne živosti ± SD štirih ponovitev. Povprečne vrednosti, ki so za izbrano kvasovko pri isti koncentraciji 
izvlečka rožmarina in različnih časih izpostavitve izvlečku označene z različnimi indeksi (a, b, c) se med 
seboj statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 

 
Izvleček rožmarina v nižjih koncentracijah in krajših časih izpostavitve (2 in 4 ure) 
statistično značilno zmanjša živost, a se ta po daljši izpostavitvi celic kvasovk Pichia 
membranifaciens ponovno poveča, celo nad vrednost časa 0. Tudi v koncentraciji 1,0 g/L 
izvlečka rožmarina pride po daljši izpostavitvi do rahlega povečanja živosti, medtem ko v 
najvišji koncentraciji izvlečka povečanja živosti nismo zaznali (slika 17). 
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Slika 18: Vpliv časa izpostavitve izvlečku rožmarina na živost kvasovke Saccharomyces cerevisiae ZIM 
753. Rezultati so izraženi kot relativna živost (%) glede na kontrolo in so predstavljeni kot povprečne 
vrednosti relativne živosti ± SD štirih ponovitev. Povprečne vrednosti, ki so za izbrano kvasovko pri isti 
koncentraciji izvlečka rožmarina in različnih časih izpostavitve izvlečku označene z različnimi indeksi (a, b, 
c) se med seboj statistično razlikujejo pri p ≤ 0,05. 

 
Izvleček rožmarina v nižjih koncentracijah in po krajših časih izpostavitve zmanjša živost 
kvasovke Saccharomyces cerevisiae ZIM 753, a se ta po daljšem času izpostavitve 
ponovno poveča. V višjih koncentracijah ne pride do povečanja živosti (slika 18). 
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4.3 PREVERJANJE KULTIVABILNOSTI PO IZPOSTAVITVI KULTURE KVASOVK 
IZVLEČKU ROŽMARINA 
 

Kultivabilnost kvasovk smo preverjali z razmazovanjem suspenzije kvasovk s cepilno 

zanko po trdnem YEPD gojišču in fotografiranjem plošč po inkubaciji, kot je opisano pod 

točko 3.3.6. Na gojišču zrastejo le kultivabilne oz. za reprodukcijo sposobne celice.  
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Slika 19: Kultivabilnost kvasovke Saccharomyces cerevisiae ZIM 739 po 2-, 4- in 20-urni izpostavitvi 
kulture kvasovke izvlečku rožmarina. Na eni petrijevki sta dve ponovitvi. 

 

S slike 19 je razvidno, da kultivabilnost celic z naraščajočo koncentracijo izvlečka 

rožmarina pada. Z daljšo izpostavitvijo (20 ur) kulture kvasovk izvlečku pa v vseh 

koncentracijah kultivabilnost narašča. 
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Slika 20: Kultivabilnost kvasovke Hanseniaspora uvarum ZIM 117 po 2-, 4- in 20-urni izpostavitvi kulture 
kvasovke izvlečku rožmarina. Na eni petrijevki sta dve ponovitvi. Posamezne slike petrijevk, na katerih ni 
zrasla nobena kolonija kvasovk, so označene z 0; z RŽ = 0 % so označene slike, kjer smo z metodo določanja 
živosti določili stoodstotni padec živosti. 
 

Pri kvasovki Hanseniaspora uvarum, ki je bila izpostavljena izvlečku rožmarina, smo 

določili kultivabilne celice le po 20-urni izpostavitvi kulture izvlečku rožmarina v 

koncentraciji 0,1 g/L (slika 20).  
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Slika 21: Kultivabilnost kvasovke Zygosaccharomyces bailii ZIM 2232 po 2-, 4- in 20-urni izpostavitvi 
kulture kvasovke izvlečku rožmarina. Na eni petrijevki sta dve ponovitvi. Posamezne slike petrijevk, na 
katerih ni zrasla nobena kolonija kvasovk, so označene z 0; z RŽ = 0 % so označene slike, kjer smo z metodo 
določanja živosti določili stoodstotni padec živosti. 

 

S slike 21 je razvidno, da smo po 20-urni izpostavitvi kvasovke Zygosaccharomyces bailii 

izvlečku rožmarina v vseh koncentracijah izvlečka, razen v 2,0 g/L, določili kultivabilne 

celice, vendar z višanjem koncentracije izvlečka kultivabilnost pada. Po 2- in 4-urni 

izpostavitvi kvasovk izvlečku rožmarina pa v koncentraciji izvlečka 1,0 in 2,0 g/L nismo 

določili nobene kultivabilne celice. 
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Slika 22: Kultivabilnost kvasovke Pichia membranifaciens ZIM 2224 po 2-, 4- in 20-urni izpostavitvi 
kulture kvasovke izvlečku rožmarina. Na eni petrijevki sta dve ponovitvi. Posamezne slike petrijevk, na 
katerih ni zrasla nobena kolonija kvasovk, so označene z 0; z RŽ = 0 % so označene slike, kjer smo z metodo 
določanja živosti določili stoodstotni padec živosti. 

 

Za reprodukcijo sposobne celice smo pri kvasovki Pichia membranifaciens določili po 2-, 

4- in 20-urni izpostavitvi izvlečku rožmarina v koncentraciji 0,1 g/L in po 20-urni 

izpostavitvi v koncentraciji 0,5 g/L (slika 22). 

 
 
 
 
 
 
 
 

0 0 0 

0 0 

0 0 

0 

RŽ = 0 % 

RŽ = 0 % 

RŽ = 0 % RŽ = 0 % RŽ = 0 % 



Vovk B. Protimikrobno delovanje izvlečka rožmarina na kvasovke kvarljivke. 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2016 

47

  0 ur 2 uri 4 ure 20 ur 
k

on
ce

n
tr

a
ci

ja
 i

zv
le

čk
a

 r
o

žm
ar

in
a 

(g
/L

) 

K
O

N
T

R
O

L
A

 

    

0,
1 

  

 

 

 

 

 

0,
5 

  

 

 

 

 

 

1
,0

 

  

 

 

 

 

 

2
,0

 

  

 

 

 

 

 
 
Slika 23: Kultivabilnost kvasovke Saccharomyces cerevisiae ZIM 753 po 2-, 4- in 20-urni izpostavitvi 
kulture kvasovke izvlečku rožmarina. Na eni petrijevki sta dve ponovitvi. Posamezne slike petrijevk, na 
katerih ni zrasla nobena kolonija kvasovk, so označene z 0; z RŽ = 0 % so označene slike, kjer smo z metodo 
določanja živosti določili stoodstotni padec živosti. 

 

S slike 23 je razvidno, da smo pri kvasovki Saccharomyces cerevisiae ZIM 753 določili 

kultivabilne celice po 2-, 4- in 20-urni izpostavitvi izvlečku rožmarina v koncentraciji 0,1 

g/L in po 20-urni izpostavitvi v koncentraciji 1,0 g/L. 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 

 

V skladu z delovno hipotezo, ki pravi, da izpostavitev celic kvasovk izvlečku rožmarina v 

določeni koncentraciji povzroči zmanjšanje živosti in kultivabilnosti, smo v dveh 

neodvisnih poskusih preverili protimikrobno delovanje izvlečka rožmarina na kvasovkah 

kvarljivkah (Saccharomyces cerevisiae ZIM 739, Hanseniaspora uvarum ZIM 117, 

Zygosaccharomyces bailii ZIM 2232, Pichia membranifaciens ZIM 2224, Saccharomyces 

cerevisiae ZIM 753) z določanjem živosti in kultivabilnosti kvasovk po izpostavitvi le-teh 

izvlečku rožmarina. Delovno hipotezo smo potrdili. Predvidevali smo tudi, da se bo po 

daljšem času izpostavitve celic izvlečku rožmarina pri nižji koncentraciji živost povečala, 

ne pa nujno kultivabilnost, kar smo delno potrdili. 

 

5.1 RAZPRAVA 
 

Dobro je znano, da imajo fenolne snovi rastlinskih izvlečkov protimikrobno delovanje 

(Beuchat, 1994; Cowan, 1999; Klančnik in sod., 2009b; López-Malo Vigil in sod., 2005). 

V naši raziskavi smo želeli proučiti protimikrobno delovanje izvlečka rožmarina na 

kvasovke kvarljivke, da bi doprinesli k novim podatkom v podporo uporabi izvlečka 

rožmarina kot naravnega konzervansa s protimikrobnim delovanjem. Nekatere raziskave 

kažejo, da so za protimikrobno delovanje izvlečkov rožmarina odgovorne predvsem 

nepolarne fenolne spojine (Proestos in sod., 2005). Moreno in sod. (2006) so poročali, da 

so izvlečki rožmarina bogat vir fenolnih snovi z visoko antioksidativno aktivnostjo in 

protimikrobnim delovanjem na grampozitivne, gramnegativne bakterije, kot tudi na 

kvasovke. Velik delež protimikrobnega delovanja pripisujejo karnozolni kislini in 

karnozolu. Znano je, da imajo izvlečki rožmarina številne bioaktivne lastnosti (Del Campo 

in sod., 2000), a njihovo protimikrobno delovanje na kvasovke kvarljivke še ni bilo dovolj 

podrobno opisano. Metodologija določanja protimikrobnega delovanja rastlinskih 

izvlečkov ni standardizirana, prav tako so tudi definicije protimikrobnih učinkov različne, 

kar predstavlja problem pri primerjavi različnih raziskav (Klančnik in sod., 2009b). 

 

Kvasovke smo tretirali z izvlečkom rožmarina v sredini eksponentne faze rasti, ker so v tej 

fazi rasti v dobrem fiziološkem stanju z visoko metabolno aktivnostjo. Za vse testirane 

kvasovke smo v tej fazi pripravili izhodno suspenzijo celic kvasovk s koncentracijo 1∙107 

celic/mL in jih izpostavili izvlečku rožmarina v koncentracijah 0,1; 0,5; 1,0 in 2,0 g/L. 

Preverili smo vpliv izvlečka rožmarina na živost in kultivabilnost testiranih kvasovk. 

Izvleček rožmarina, s katerim smo tretirali kvasovke kvarljivke, je bil raztopljen v etanolu, 

zato smo poleg izvlečka rožmarina preverili tudi vpliv samega topila na živost in 

kultivabilnost kvasovk. Ugotovili smo, da topilo ni imelo vpliva na živost in kultivabilnost 

kvasovk. 
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Izvleček rožmarina je po krajšem času izpostavitve (2 in 4 ure) že v koncentraciji 0,5 g/L 

inhibiral rast vseh testiranih kvasovk (slika 8, 9), medtem ko je po daljši izpostavitvi (20 

ur) celic kvasovk prišlo do inhibicije rasti vseh testiranih kvasovk v koncentraciji 1,0 g/L 

(slika 10). Ugotovili smo torej, da izvleček rožmarina po krajšem času izpostavitve (2 in 4 

ure) kvasovk zmanjša živost pri nižjih koncentracijah v primerjavi z daljšo izpostavitvijo 

(20 ur). 

 

Po 20-urni izpostavitvi celic kvasovk izvlečku rožmarina smo pri nižjih koncentracijah 

izvlečka (0,1 in 0,5 g/L) določili večjo živost, kar je v skladu z našo drugo hipotezo, da se 

bo po daljšem času izpostavitve celic izvlečku rožmarina pri nižji koncentraciji živost 

povečala. Pri naši raziskavi smo uporabili izvleček rožmarina VivOX 40 (Vitiva d.d., 

Markovci), ki vsebuje karnozolno kislino (40,694 %), karnozol (9,675 %), metil-karnozol 

(1,876 %) in oleanolno kislino (1,432 %). Pérez-Fons in sod. (2006) so za karnozolno 

kislino, ki je bila glavna učinkovina v našem izvlečku rožmarina, kot tudi za karnozol, 

dokazali, da povzročata poškodbe celične membrane. Tako predvidevamo, da je zaradi 

delovanja izvlečka rožmarina pri kvasnih celicah prišlo do poškodb celične membrane. 

Celice s poškodovano membrano so z metodo LIVE/DEAD® FungaLightTM Yeast 

Viability Kit ovrednotene kot mrtve celice (Molecular Probes, 2005), kajti metoda temelji 

na spremljanju integritete celične membrane. Tako smo pri nižjih koncentracijah izvlečka 

rožmarina po krajšem času izpostavitve (2 in 4 ure) izmerili nižjo živost, kot po daljšem 

času (20 ur) izpostavitve. Po daljšem času izpostavitve celic izvlečku rožmarina so se 

celice verjetno opomogle (obnovile poškodovano membrano) in smo zaradi tega določili 

večjo živost. Kvasovke, ki poškodovano membrano obnovijo, so lahko ponovno zmožne 

razmnoževanja. 

 
Z metodo določanja živosti smo ugotovili, da so bile testirane kvasovke različno občutljive 

na delovanje izvlečka rožmarina. Po krajšem času izpostavitve (2 in 4 ure) sta se na 

najnižjo koncentracijo izvlečka kot manj občutljivi izkazali kvasovki S. cerevisiae ZIM 

739 in Z. bailii, medtem ko je bilo protimikrobno delovanje izvlečka rožmarina pri ostalih 

koncentracijah podobno za vse testirane kvasovke. Po daljšem času izpostavitve (20 ur) pa 

smo opazili, da izvleček rožmarina pri nižji koncentraciji celo stimulira rast kvasovk Z. 

bailii in P. membranifaciens (slika 10). 

 

Kultivabilnost kvasovk smo preverjali kvalitativno z razmazovanjem suspenzije kvasovk s 

cepilno zanko po trdnem YEPD gojišču in fotografiranjem plošč po inkubaciji, kot je 

opisano pod točko 3.3.6. Na gojišču zrastejo le kultivabilne oz. za reprodukcijo sposobne 

celice. 

 

Izvleček rožmarina je vplival na zmanjšanje kultivabilnosti vseh testiranih kvasovk, a je bil 

učinek pri posameznih kvasovkah različen. Opazili smo, da je kultivabilnost z naraščajočo 

koncentracijo izvlečka rožmarina padala in z daljšo izpostavitvijo kulture kvasovk izvlečku 
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naraščala (slike 19-23). Izvleček rožmarina je pri kvasovki S. cerevisiae ZIM 739 vplival 

na zmanjšanje kultivabilnosti, a v nobeni testirani koncentraciji izvlečka ni popolnoma 

inhibiral rasti, saj smo pri vseh koncentracijah izvlečka določili kultivabilne celice. Najbolj 

učinkovito je izvleček rožmarina vplival na zmanjšanje kultivabilnosti pri kvasovki H. 

uvarum, kjer smo kultivabilne celice določili le pri najnižji koncentraciji po 20-urni 

izpostavitvi kulture kvasovk. Najnižja koncentracija izvlečka, pri kateri je prišlo do 

popolne inhibicije rasti po 2-, 4- in 20-urni izpostavitvi celic kvasovk, je bila 0,5 g/L. 

Najnižja koncentracija izvlečka, pri kateri je prišlo do popolne inhibicije rasti pri kvasovki 

P. membranifaciens po 2-, 4- in 20-urni izpostavitvi celic kvasovk izvlečku, je bila 1,0 g/L; 

medtem ko je pri kvasovki Z. bailii prišlo do popolne inhibicije rasti pri najvišji 

koncentraciji izvlečka rožmarina. Najnižja koncentracija izvlečka, pri kateri je prišlo do 

popolne inhibicije rasti po 2-, 4- in 20-urni izpostavitvi celic kvasovk S. cerevisiae ZIM 

753 izvlečku, je bila 0,5 g/L, a smo pri višji koncentraciji (1,0 g/L) pri enem od paralelnih 

vzorcev določili kultivabilne celice.  

 

Potrebno je poudariti, da smo kultivabilnost kvasovk določali zgolj kvalitativno, kar nam je 

dalo določen vpogled, za bolj natančno določitev pa bi morali izbrati klasičen postopek 

določanja kultivabilnosti s štetjem kolonij in določitvijo CFU/mL. 

 

Kultivabilnost je z daljšo izpostavljenostjo kvasovk izvlečku rožmarina naraščala. Čeprav 

pri krajših časih izpostavitve kvasovk kvarljivk izvlečku rožmarina pri določenih 

koncentracijah nismo določili kultivabilnih celic, je lahko prišlo do ponovne rasti po 

daljšem času izpostavitve (20 ur), kar smo ugotovili tudi z metodo določanja živosti. 

Predvidevamo, da so se kvasne celice po daljšem času izpostavitve izvlečku rožmarina 

opomogle in se je kultivabilnost zato povečala.  

 

Testirali smo dva različna seva kvasovke S. cerevisiae. Kvasovka S. cerevisiae ZIM 753 

(laboratorijski sev) je bila bolj občutljiva na izvleček rožmarina kot kvasovka S. cerevisiae 

ZIM 739 (izolirana iz mošta Rebule), kar smo potrdili z obema metodama. 

 

Če primerjamo vpliv izvlečka rožmarina na živost in kultivabilnost kvasovk, lahko 

zaključimo, da izvleček rožmarina sicer zmanjša živost in kultivabilnost vseh testiranih 

kvasovk, a popolnoma ne inhibira rasti pri vseh kvasovkah. Izvleček rožmarina popolnoma 

inhibira rast kvasovk Z. bailii in P. membranifaciens v koncentraciji izvlečka 2,0 g/L, kjer 

z metodo določanja živosti po 2-, 4- in 20-urni izpostavitvi izvlečku nismo detektirali živih 

celic in hkrati nismo določili kultivabilnih celic. Pri kvasovkah S. cerevisiae ZIM 739, H. 

uvarum in S. cerevisiae ZIM 753 pa izvleček rožmarina po daljšem času izpostavitve (20 

ur) ni popolnoma inhibiral rasti.  

 

Kadar po tretiranju kvasovk z izvlečkom rožmarina nismo detektirali živih celic, hkrati 

tudi nismo določili kultivabilnih celic. V primeru, ko pa nismo določili kultivabilnih celic, 



Vovk B. Protimikrobno delovanje izvlečka rožmarina na kvasovke kvarljivke. 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2016 

51

relativna živost ni bila nujno 0 %. Iz tega lahko sledi, da kvasovke v nekaterih primerih, 

kljub temu, da so bile z metodo določanja živosti ovrednotene kot žive (celice z 

nepoškodovano membrano), niso bile sposobne razmnoževanja (vendar ni nujno, da se jim 

sposobnost razmnoževanja ne bo vrnila). Do takšnega pojava je prišlo v našem primeru pri 

kvasovkah H. uvarum, Z. bailii, P. membranifaciens in S. cerevisiae ZIM 753. Neujemanja 

med rezultati pridobljenimi z metodami, ki vključujejo gojenje, in molekularnimi 

metodami najpogosteje razlagamo kot posledico neustreznega medija, nizkega deleža 

določene vrste v celotni mikrobni populaciji ali prisotnosti v stanju VBNC (ang. viable but 

non-culturable) (Phister in Mills, 2003; Oelofse in sod., 2008; Rodrigues in sod., 2001). 

Pomembno je, da za preverjanje protimikrobnega delovanja rastlinskih izvlečkov, 

uporabimo več metod. 

 

 
Naša raziskava podaja dodatne podatke v podporo uporabi izvlečkov rožmarina v živilstvu 

zaradi njihovega protimikrobnega delovanja. Koncentracija rožmarinskega izvlečka, ki je 

bila učinkovita za kvasovki Z. bailii in P. membranifaciens, je bila 2,0 g/L, kar je približno 

0,2 %. Potrebno je upoštevati, da so za uporabo v zapletenih živilskih sistemih, potrebne 

višje koncentracije izvlečka zaradi številnih dejavnikov, ki v takih sistemih vplivajo na 

učinkovitost izvlečka. Začimbe in zelišča se uporabljajo v predvsem v koncentracijskem 

območju 0,05-0,1 % (500-1000 ppm) (Ceylan in Fung, 2004). Izvleček rožmarina kot 

naravni konzervans samostojno ni dovolj učinkovito protimikrobno sredstvo, ampak v 

kombinaciji z ostalimi tehnikami konzerviranja. Vendar pa so potrebne nadaljnje 

raziskave, da se preveri protimikrobno učinkovitost izvlečkov rožmarina v različnih 

živilskih sistemih, kot tudi oceni njihovo učinkovitost v povezavi s podaljšanjem 

obstojnosti živilskih izdelkov. 
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5.2 SKLEPI 
 

- Potrdili smo protimikrobno delovanje izvlečka rožmarina na kvasovke kvarljivke: 

Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora uvarum, Zygosaccharomyces bailii in 

Pichia membranifaciens. 

 
- Z daljšo izpostavitvijo (20 ur) celic kvasovk izvlečku rožmarina sta se v nižjih 

koncentracijah živost in kultivabilnost povečali. 

 

- Laboratorijski sev kvasovke S. cerevisiae je bil bolj občutljiv na izvleček rožmarina 

kot sev S. cerevisiae, ki je bil izoliran iz mošta Rebule. 

 

- Izvleček rožmarina popolnoma inhibira rast kvasovk Z. bailii ZIM 2232 in P. 

membranifaciens ZIM 2224 v koncentraciji 2,0 g/L.  

 

- V nekaterih primerih so kvasovke po tretiranju z izvlečkom rožmarina z metodo 

določanja živosti ovrednotene kot žive, a v hranilnem mediju niso sposobne 

razmnoževanja. 

 
- Protimikrobno delovanje izvlečka rožmarina na kvasovke je odvisno od 

koncentracije izvlečka, časa izpostavitve, vrste in seva kvasovke. 
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6 POVZETEK 

 

Uporaba sodobnih tehnologij pri predelavi živil, ki so milejše in težnja k manjši uporabi 

sintetičnih konzervansov, še posebej tistih, ki učinkujejo na kvasovke (na primer žveplov 

dioksid in benzojska kislina) so privedli do povečanega obsega kvara živil in posledično do 

velikih ekonomskih izgub. Omejevanje uporabe kemičnih konzervansov s strani EU in 

drugih regulativnih teles je spodbudilo živilsko industrijo in raziskovalne inštitucije v 

živilstvu k iskanju naravnih protimikrobnih snovi, ki so prisotne v rastlinah. Rastlinski 

fenolni izvlečki imajo velik potencial za uporabo v živilstvu zaradi antioksidativnih in 

protimikrobnih lastnosti, saj lahko preprečijo ali zavrejo oksidativni in mikrobiološki kvar 

živil. Izvlečki rožmarina (E 329) se uporabljajo v živilski industriji kot naravni 

antioksidant, v zadnjem času pa so zanimivi tudi zaradi njihovega protimikrobnega 

delovanja. Najpomembnejši protimikrobni spojini v nehlapnem izvlečku rožmarina sta 

karnozolna kislina in karnozol, medtem ko so α-pinen, bornil acetat, kafra in 1,8-cineol 

najpomembnejše protimikrobne snovi eteričnega olja rožmarina. Za določanje in vitro 

protimikrobnega delovanja izvlečkov se največ uporabljajo klasične metode. Vedno bolj pa 

se uveljavljajo hitre metode, ki temeljijo na spremljanju metabolne aktivnosti celic in 

spremljanju integritete celične membrane. Ker metodologija določanja protimikrobnega 

delovanja rastlinskih izvlečkov ni standardizirana, prav tako so tudi definicije 

protimikrobnih učinkov različne, to predstavlja problem pri primerjavi različnih raziskav. 

 

V diplomski nalogi smo preverili protimikrobno delovanje izvlečka rožmarina na 

kvasovke, ki povzročajo kvar živil: Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora uvarum, 

Zygosaccharomyces bailii in Pichia membranifaciens. Testirali smo komercialni izvleček 

rožmarina. Uporabili smo hitro metodo določanja živosti za kvasovke LIVE/DEAD® 

FungaLightTM, ki temelji na spremljanju integritete celične membrane. S pomočjo 

fluorescentnih barvil SYTO® 9 in propidijev jodid določamo celice z nepoškodovano 

membrano (ovrednotene kot žive celice) in celice s poškodovano membrano (ovrednotene 

kot mrtve celice). Poškodovane celice so celice pod stresom, ki imajo poškodovane celične 

strukture in posledično je rast populacije oslabljena. Hkrati smo preverjali tudi 

kultivabilnost kvasovk po izpostavitvi le-teh izvlečku rožmarina. Suspenzijo celic kvasovk 

s koncentracijo 1∙107 celic/mL smo izpostavili izvlečku rožmarina v eksponentni fazi rasti. 

Delovanje izvlečka smo preverili v koncentracijah 0,1; 0,5; 1,0 in 2,0 g/L po 2, 4 in 20 

urah izpostavitve. Izvleček rožmarina je zmanjšal živost in kultivabilnost kvasovk, a sta se 

po daljšem času izpostavitve (20 ur) kvasovk pri nižjih koncentracijah izvlečka, tako živost 

kot kultivabilnost povečali. Izvleček rožmarina je popolnoma inhibiral rast kvasovk Z. 

bailii ZIM 2232 in P. membranifaciens ZIM 2224 v koncentraciji izvlečka 2,0 g/L. 

Laboratorijski sev kvasovke S. cerevisiae je bil bolj občutljiv na izvleček rožmarina kot 

sev S. cerevisiae, ki je bil izoliran iz mošta Rebule. Protimikrobno delovanje izvlečka 

rožmarina na kvasovke je odvisno od koncentracije izvlečka, časa izpostavitve, vrste in 

seva kvasovke. 
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PRILOGE 
 
Priloga A1: Spreminjanje optične gostote (OD650) med kultivacijo kvasovke S. cerevisiae 
ZIM 739 v odvisnosti od časa v tekočem gojišču YEPD na stresalniku (T = 28 ºC, 200 
obr./min). V preglednici so povprečne vrednosti OD650 ± SD dveh ponovitev. 
 

t [h] OD650 ± SD 

0 0,201 ± 0,005 

2 0,453 ± 0,016 

4 0,763 ± 0,045 

6 1,233 ± 0,045 

8 1,672 ± 0,030 

9 1,726 ± 0,010 

10 1,744 ± 0,009 

11 1,747 ± 0,006 

12 1,770 ± 0,008 

13 1,790 ± 0,008 

24 1,953 ± 0,014 

 
Priloga A2: Spreminjanje optične gostote (OD650) med kultivacijo kvasovke H. uvarum 
ZIM 117 v odvisnosti od časa v tekočem gojišču YEPD na stresalniku (T = 28 ºC, 200 
obr./min). V preglednici so povprečne vrednosti OD650 ± SD dveh ponovitev. 
 

t [h] OD650 ± SD 

0 0,208 ± 0,003 

2 0,427 ± 0,056 

4 0,680 ± 0,066 

6 1,178 ± 0,056 

8 1,637 ± 0,023 

9 1,759 ± 0,015 

10 1,814 ± 0,001 

11 1,816 ± 0,002 

12 1,823 ± 0,000 

13 1,825 ± 0,001 

24 1,864 ± 0,000 
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Priloga A3: Spreminjanje optične gostote (OD650) med kultivacijo kvasovke Z. bailii ZIM 
2232 v odvisnosti od časa v tekočem gojišču YEPD na stresalniku (T = 28 ºC, 200 
obr./min). V preglednici so povprečne vrednosti OD650 ± SD dveh ponovitev. 
 

t [h] OD650 ± SD 

0 0,203 ± 0,004 

2 0,364 ± 0,060 

4 0,399 ± 0,023 

6 0,569 ± 0,010 

8 0,850 ± 0,039 

9 1,022 ± 0,025 

10 1,197 ± 0,017 

11 1,353 ± 0,023 

12 1,515 ± 0,021 

13 1,650 ± 0,032 

14 1,751 ± 0,026 

15 1,817 ± 0,033 

24 1,953 ± 0,004 

 
Priloga A4: Spreminjanje optične gostote (OD650) med kultivacijo kvasovke P. 
membranifaciens ZIM 2224 v odvisnosti od časa v tekočem gojišču YEPD na stresalniku 
(T = 28 ºC, 200 obr./min). V preglednici so povprečne vrednosti OD650 ± SD dveh 
ponovitev. 
 

t [h] OD650 ± SD 

0 0,227 ± 0,004 

2 0,412 ± 0,004 

4 0,665 ± 0,006 

6 1,143 ± 0,009 

8 1,670 ± 0,013 

9 1,798 ± 0,006 

10 1,881 ± 0,006 

11 1,895 ± 0,010 

12 1,914 ± 0,016 

13 1,928 ± 0,006 

24 2,050 ± 0,001 
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Priloga A5: Spreminjanje optične gostote (OD650) med kultivacijo kvasovke S. cerevisiae 
ZIM 753 v odvisnosti od časa v tekočem gojišču YEPD na stresalniku (T = 28 ºC, 200 
obr./min). V preglednici so povprečne vrednosti OD650 ± SD dveh ponovitev. 
 

t [h] OD650 ± SD 

0 0,210 ± 0,001 

2 0,432 ± 0,045 

4 0,596 ± 0,042 

6 0,888 ± 0,029 

8 1,289 ± 0,013 

9 1,447 ± 0,009 

10 1,586 ± 0,005 

11 1,650 ± 0,005 

12 1,677 ± 0,004 

13 1,694 ± 0,004 

24 1,844 ± 0,000 
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Priloga B1: Izpostavitev kulture kvasovke S. cerevisiae ZIM 739 izvlečku rožmarina v 
različnih koncentracijah za različen čas. Vrednostim fluorescenčne intenzitete je že odšteta 
vrednost slepega vzorca. 
 

Sev kvasovke 
Koncentracija 

izvlečka rožmarina 
(g/L) 

Čas (h) 

 
Fluorescenčna intenziteta (RFU) 

 

Paralelka 
1 

Paralelka 
2 

Paralelka 
3 

Paralelka 
4 

S. cerevisiae 
ZIM 739 

 

0 0 7391 7812 8436 8446 

0 2 18455 19119 19980 21025 

0 4 20189 20590 24607 24035 

0 20 32527 34172 25091 25052 

0 0 7391 7812 8436 8446 

0,1 2 19591 19529 16637 17147 

0,1 4 20853 22064 23669 23563 

0,1 20 18869 * 17861 18736 

0,1 0 7391 7812 8436 8446 

0,5 2 532 929 433 618 

0,5 4 546 629 532 674 

0,5 20 16092 16876 14978 15366 

1 0 7391 7812 8436 8446 

1 2 187 492 0 0 

1 4 271 294 194 276 

1 20 2780 2533 1490 1340 

2 0 7391 7812 8436 8446 

2 2 0 152 0 0 

2 4 127 350 1641 2117 

2 20 0 0 75 246 
 

Legenda: * - ni podatka 
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Priloga B2: Izpostavitev kulture kvasovke H. uvarum ZIM 117 izvlečku rožmarina v 
različnih koncentracijah za različen čas. Vrednostim fluorescenčne intenzitete je že odšteta 
vrednost slepega vzorca. 
 

Sev kvasovke 
Koncentracija 

izvlečka rožmarina 
(g/L) 

Čas (h) 

 
Fluorescenčna intenziteta (RFU) 

 

Paralelka 
1 

Paralelka 
2 

Paralelka 
3 

Paralelka 
4 

H. uvarum 
ZIM 117 

 

0 0 2774 3105 2835 3095 

0 2 7492 7627 6916 7560 

0 4 29459 29731 31498 32311 

0 20 61485 * 60760 61573 

0 0 2774 3105 2835 3095 

0,1 2 2438 2731 2269 2366 

0,1 4 1490 1200 1355 1199 

0,1 20 23793 25145 25994 26452 

0,1 0 2774 3105 2835 3095 

0,5 2 256 113 0 0 

0,5 4 326 200 218 47 

0,5 20 9940 10452 5197 5160 

1 0 2774 3105 2835 3095 

1 2 0 0 81 0 

1 4 57 188 138 0 

1 20 318 221 288 133 

2 0 2774 3105 2835 3095 

2 2 0 0 0 0 

2 4 0 0 0 0 

2 20 154 117 96 10 

 
Legenda: * - ni podatka 
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Priloga B3: Izpostavitev kulture kvasovke Z. bailii ZIM 2232 izvlečku rožmarina v 
različnih koncentracijah za različen čas. Vrednostim fluorescenčne intenzitete je že odšteta 
vrednost slepega vzorca. 
 

Sev kvasovke 
Koncentracija 

izvlečka rožmarina 
(g/L) 

Čas (h) 

 
Fluorescenčna intenziteta (RFU) 

 

Paralelka 
1 

Paralelka 
2 

Paralelka 
3 

Paralelka 
4 

Z. bailii 
ZIM 2232 

 

0 0 736 955 918 824 

0 2 2305 2521 1845 3943 

0 4 2517 2598 5019 5051 

0 20 2571 2510 3935 3680 

0 0 736 955 918 824 

0,1 2 2087 2057 2151 1955 

0,1 4 1813 2728 2187 2510 

0,1 20 6407 5823 6339 6445 

0,1 0 736 955 918 824 

0,5 2 0 0 0 315 

0,5 4 22 0 0 0 

0,5 20 441 224 304 255 

1 0 736 955 918 824 

1 2 0 0 0 0 

1 4 2 44 141 0 

1 20 0 0 0 234 

2 0 736 955 918 824 

2 2 0 0 0 0 

2 4 0 0 0 0 

2 20 0 0 0 0 
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Priloga B4: Izpostavitev kulture kvasovke P. membranifaciens ZIM 2224 izvlečku 
rožmarina v različnih koncentracijah za različen čas. Vrednostim fluorescenčne intenzitete 
je že odšteta vrednost slepega vzorca. 
 

Sev kvasovke 
Koncentracija 

izvlečka rožmarina 
(g/L) 

Čas (h) 

 
Fluorescenčna intenziteta (RFU) 

 

Paralelka 
1 

Paralelka 
2 

Paralelka 
3 

Paralelka 
4 

P. 
membranifaciens 

ZIM 2224 
 

0 0 2943 2745 2557 2505 

0 2 13340 11078 8473 8608 

0 4 41600 42273 37713 40658 

0 20 18237 * 17598 18404 

0 0 2943 2745 2557 2505 

0,1 2 1836 1772 2209 2431 

0,1 4 2116 2019 1984 2118 

0,1 20 27969 29122 20234 21616 

0,1 0 2943 2745 2557 2505 

0,5 2 0 0 0 0 

0,5 4 146 112 115 43 

0,5 20 23301 22214 22825 23003 

1 0 2943 2745 2557 2505 

1 2 0 0 154 0 

1 4 0 0 0 0 

1 20 959 985 955 892 

2 0 2943 2745 2557 2505 

2 2 0 0 0 0 

2 4 0 0 0 0 

2 20 0 0 0 0 

 

Legenda: * - ni podatka 
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Priloga B5: Izpostavitev kulture kvasovke S. cerevisiae ZIM 753 izvlečku rožmarina v 
različnih koncentracijah za različen čas. Vrednostim fluorescenčne intenzitete je že odšteta 
vrednost slepega vzorca. 
 

Sev kvasovke 
Koncentracija 

izvlečka rožmarina 
(g/L) 

Čas (h) 

 
Fluorescenčna intenziteta (RFU) 

 

Paralelka 
1 

Paralelka 
2 

Paralelka 
3 

Paralelka 
4 

S. cerevisiae 
ZIM 753 

 

0 0 9568 11332 9349 10645 

0 2 11362 9921 13571 14913 

0 4 10403 11552 17552 19494 

0 20 9093 10418 9979 10967 

0 0 9568 11332 9349 10645 

0,1 2 6983 6721 3304 3145 

0,1 4 2840 * 1905 2181 

0,1 20 11511 12240 9622 10436 

0,1 0 9568 11332 9349 10645 

0,5 2 86 0 0 28 

0,5 4 9 19 0 328 

0,5 20 249 * 230 277 

1 0 9568 11332 9349 10645 

1 2 0 68 0 51 

1 4 0 0 65 245 

1 20 87 0 51 47 

2 0 9568 11332 9349 10645 

2 2 0 0 0 0 

2 4 0 0 0 0 

2 20 351 0 0 0 

 

Legenda: * - ni podatka 
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Priloga C1: Določanje vpliva koncentracij izvlečka rožmarina na živost kvasovk S. 
cerevisiae ZIM 739, H. uvarum ZIM 117, Z. bailii ZIM 2232, P. membranifaciens ZIM 
2224 in S. cerevisiae ZIM 753 po 2-urni izpostavitvi izvlečku. Rezultati so izraženi kot 
relativna živost (%) glede na kontrolo in so predstavljeni kot povprečne vrednosti relativne 
živosti ± SD štirih ponovitev. 
 

 
Povprečne vrednosti relativne živosti (%) 

± 
SD 

                     Koncentracija izvlečka 
                                 rožmarina (g/L) 
Vrsta kvasovke 

kontrola 0,1 0,5 1,0 2,0 

S. cerevisiae ZIM 739 
100 
± 
0 

93 
± 
13 

3 
± 
1 

1 
± 
1 

0,2 
± 

0,4 

H. uvarum ZIM 117 
100 
± 
0 

33 
± 
2 

1 
± 
2 

0,4 
± 

0,7 

0,0 
± 

0,0 

Z. bailii ZIM 2232 
100 
± 
0 

85 
± 
28 

2 
± 
4 

0,0 
± 

0,0 

0,0 
± 

0,0 

P. membranifaciens ZIM 2224 
100 
±              
0 

21 
± 
7 

0,0 
± 

0,0 

0,6 
± 

1,1 

0,0 
± 

0,0 

S. cerevisiae ZIM 753 
100 
± 
0 

44 
± 
24 

0,2 
± 

0,4 

0,3 
± 

0,3 

0,0 
± 

0,0 
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Priloga C2: Določanje vpliva koncentracij izvlečka rožmarina na živost kvasovk S. 
cerevisiae ZIM 739, H. uvarum ZIM 117, Z. bailii ZIM 2232, P. membranifaciens ZIM 
2224 in S. cerevisiae ZIM 753 po 4-urni izpostavitvi izvlečku. Rezultati so izraženi kot 
relativna živost (%) glede na kontrolo in so predstavljeni kot povprečne vrednosti relativne 
živosti ± SD štirih ponovitev. 
 

 
Povprečne vrednosti relativne živosti (%) 

± 
SD 

                    Koncentracija izvlečka 
rožmarina (g/L)         

Vrsta kvasovke 
kontrola 0,1 0,5 1,0 2,0 

S. cerevisiae ZIM 739 
100 
± 
0 

101 
± 
5 

2,7 
± 

0,4 

1,2 
± 

0,3 

4 
± 
4 

H. uvarum ZIM 117 
100 
± 
0 

4,3 
± 

0,6 

0,7 
± 

0,4 

0,4 
± 

0,2 

0,0 
± 

0,0 

Z. bailii ZIM 2232 
100 
± 
0 

68 
± 
28 

0,2 
± 

0,4 

1 
± 
1 

0,0 
± 

0,0 

P. membranifaciens ZIM 2224 
100 
± 
0 

5,1 
± 

0,2 

0,3 
± 

0,1 

0,0 
± 

0,0 

0,0 
± 

0,0 

S. cerevisiae ZIM 753 
100 
± 
0 

16 
± 
9 

0,5 
± 

0,8 

0,4 
± 

0,6 

0,0 
± 

0,0 
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Priloga C3: Določanje vpliva koncentracij izvlečka rožmarina na živost kvasovk S. 
cerevisiae ZIM 739, H. uvarum ZIM 117, Z. bailii ZIM 2232, P. membranifaciens ZIM 
2224 in S. cerevisiae ZIM 753 po 20-urni izpostavitvi izvlečku. Rezultati so izraženi kot 
relativna živost (%) glede na kontrolo in so predstavljeni kot povprečne vrednosti relativne 
živosti ± SD štirih ponovitev. 
 

 
Povprečne vrednosti relativne živosti (%) 

± 
SD 

                     Koncentracija izvlečka 
                                 rožmarina (g/L) 
Vrsta kvasovke 

kontrola 0,1 0,5 1,0 2,0 

S. cerevisiae ZIM 739 
100 
± 
0 

68 
± 
9 

55 
± 
6 

7 
± 
1 

0,3 
± 

0,5 

H. uvarum ZIM 117 
100 
± 
0 

41 
± 
2 

13 
± 
5 

0,4 
± 

0,1 

0,2 
± 

0,1 

Z. bailii ZIM 2232 
100 
± 
0 

204 
± 
43 

8 
± 
7 

2 
± 
3 

0,0 
± 

0,0 

P. membranifaciens ZIM 2224 
100 
± 
0 

136 
± 
23 

126 
± 
3 

5,2 
± 

0,3 

0,0 
± 

0,0 

S. cerevisiae ZIM 753 
100 
± 
0 

109 
± 
16 

2,5 
± 

0,2 

0,5 
± 

0,4 

1 
± 
2 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


