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S superkriti¢no tekocCinsko ekstrakcijo (SFE) smo pripravili izvlecke timijana (TE)
in primerjali izbrane fizikalne lastnosti (izgled, topnost, koli¢ino pridobljenih
frakcij) ter protimikrobno ucinkovitost razliénih frakcij na bakterije vrste L.
monocytogenes v bujonu BHI in vzorcih svezega sira. Ugotovili smo, da so
izvlecki, pridobljeni pri vi§jih tlakih, protimikrobno bolj ucinkoviti, prav tako se
poveca tudi izkoristek ekstrakcije. Ugotovili smo, da protimikrobna uc¢inkovitost
izvleCkov v bujonu BHI naras¢a z njihovo hidrofobnostjo, prisotnost mas¢ob v siru
pa zmanjSa protimikrobno ucinkovitost izvleCkov. V siru protimikrobno
najucinkovitejSo frakcijo smo preizkusili tudi v vzorcih sira, ki so bili nato obdelani
z visokimi hidrostatskimi tlaki. Pri tem sta vi§ji hidrostatski tlak in 0,2 % vol/vol
dodatek TE vzajemno vplivala na zaviranje rasti bakterij vrste L. monocytogenes.
Obe uporabljeni metodi sta imeli tudi vpliv na senzori¢no kakovost obdelanega sira.
Maksimalna senzori¢no sprejemljiva koncentracija timijanovega izvlecka v siru je
znaSala 0,2 % vol/vol. Hidrostatski tlaki, vi§ji od 200 MPa, so povzrocili povecano
izloCanje sirotke in spremembo teksture sira, najverjetneje zaradi denaturacije
proteinov v siru. Kombinirana uporaba hidrostatskega tlaka in dodatka timijanovega
izvleCka je torej protimikrobno ucinkovita metoda, ki pa jo omejujejo senzori¢ne
spremembe zivila.
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AB In this study, we had observed how different pressure settings of supercritical fluid
extraction process are affecting the properties and antimicrobial efficacy of different
fractions of thyme extract (TE) on bacteria L. monocytogenes in laboratory medium
BHI and in fresh cheese. At the first step, we prepared and analysed physical
characteristics and the extraction yield of different fractions of TE, at the second
step we compared their antimicrobial activity in BHI broth and soft cheese samples.
We came to the conclusion that fractions of TE obtained by supercritical fluid
extraction at higher pressure settings had better antilisterial properties and higher
yealds were obtained, while antilisterial activity of different fractions were
decreasing with higher water solubility properties. The fat content in cheese resulted
in decreased antilisterial efficacy of all obtained fractions. A fraction of TE with the
highest antilisterial activity was used for combined treatment of soft cheese with
high hydrostatic pressure treatment (HHP). In this trial, we observed that
combination of HHP at higher pressures with the most effective fraction of TE in
concentration 0,2% vol/vol contributed their part to inhibiting L. monocytogenes
growth. Both preservative methods influenced a sensory acceptance of cheese.
Maximum sensory acceptable concentration of TE in cheese was 0,2 % vol/vol
while HHP carried out at pressures higher than 200 MPa resulted in increased
wheying-off.
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1 UVOD

Kljub sodobnim izboljSavam na podrocju pridelave in predelave Zivil izzivi zagotavljanja
varnosti hrane ostajajo. Med njimi je listerioza, ena izmed najresnejSih, s hrano
prenosljivih bolezni v industrijskih drzavah (Coelho in sod., 2014).

Izpostavljena skupina zivil za tveganje okuzb z bakterijami vrste Listeria monocytogenes
so tudi svezi siri. V to skupino spadajo mehki, nezorjeni siri, pridobljeni s kislinsko
koagulacijo ali kombinacijo kislinske in encimske koagulacije. Svezi siri imajo mehko
teksturo in majhno vsebnost soli, pH je visji od 4,7, vodna aktivnost pa se giblje med 0,98
in 0,99. Taksni pogoji omogoc¢ajo rast kvarljivcem in patogenim bakterijam, kot so
bakterije vrste L. monocytogenes (Gadotti in sod., 2014).

Kljub temu, da se zaradi velike pojavnosti listerioze poraja vprasanje, ali so sedanja merila
zagotavljanja varnosti hrane zadostna, pa se je zaradi vse mocnejSega trenda "zelenega
potro$niStva" zacela pojavljati teznja po manj predelani hrani in zmanjSani uporabi
sinteticnih konzervansov, kar Se dodatno povecuje razhajanje med zagotavljanjem varnosti
zivil in Zeljami potro$nikov. Z namenom boljSega zagotavljanja varnosti hrane na eni strani
in ugoditvi Zeljam potrosnikov na drugi, predstavlja uvedba "zelenih tehnologij” k ze
obstoje¢im metodam zagotavljanja varnosti hrane mozno reSitev opisane problematike
(Smid in Gorris, 1999; Burt, 2004).

Ena izmed mozZnosti zmanj$anja uporabe sinteti¢nih konzervansov je uporaba naravnih
dodatkov, kot so izvlecki nekaterih rastlin disavnic s protimikrobnim delovanjem. Uporaba
rastlinskih izvle¢kov kot konzervansov je za zdaj Se omejena predvsem zaradi senzori¢nih
omejitev in pomanjkanja zakljucenih raziskav na podro¢ju njihovega delovanja v Zivilih.
Ta problem lahko odpravimo z dodajanjem razliénih meSanic rastlinskih izvle¢kov ali
njihovih  protimikrobnih  sestavin, mikroinkapsulacijo dodatkov, ki prispeva h
kontroliranemu spros¢anju ucinkovin, izbolj$anju topnosti, ali z uporabo kombiniranih
metod za izboljSanje varnosti hrane (Sofos in sod., 1998; Smid in Gorris, 1999; Tajkarimi
in sod., 2010).

Tehnologija visokih hidrostatskih tlakov (ang. High Hydrostatic Pressure ali HHP)
predstavlja zanimivo alternativo toplotni obdelavi hrane. Uporaba visokih hidrostatskih
tlakov povzro¢i inaktivacijo razlinih mikroorganizmov in encimov. Ob Stevilnih
prednostih te tehnologije pa obstajajo tudi pomanjkljivosti, kot so neZelene senzori¢ne
spremembe zivila. Pri nekaterih obcutljivih zivilih, kot SO svezi siri, pride do spremembe
njihove strukture, ki se najpogosteje kaze kot povecano odpuscanje sirotke (Martinez-
Rodriguez in sod., 2012; Van Hekken in sod., 2013; Tomasula in sod., 2014).


http://www.sciencedirect.com.nukweb.nuk.uni-lj.si/science/article/pii/S0022030214000484#bib0230
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1.1 CILJI NALOGE

e Pripraviti izvlecke timijana (Thymus vulgaris) in njihove razli¢ne frakcije na osnovi
superkriti¢ne tekocinske ekstrakcije (SFE) ter primerjati vpliv razli¢nih parametrov
SFE na proces ekstrakcije in lastnosti pridobljenih frakcij timijanovega izvlecka (TE).

e Dolociti protimikrobno delovanje (dolo¢itev minimalne inhibitorne koncentracije
(MIK) in minimalne baktericidne koncentracije (MBK)) pridobljenih frakcij
timijanovega izvlecka na bakterije vrste L. monocytogenes v in vitro razmerah.

e Uporabiti protimikrobno najucinkovitejSo frakcijo TE glede na zaviranje rasti bakterij
vrste L. monocytogenes v modelnem zivilu.

e Uporabiti najucinkovitejSo frakcijo TE v kombinaciji z obdelavo zivila z visokimi
hidrostatskimi tlaki (HHP) in ugotoviti morebitno sinergijsko protimikrobno delovanje
na osnovi kombiniranega konzerviranja.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Izvlecki, oziroma njihove frakcije pridobljene pri razli¢nih parametrih SFE bodo imele
razli¢en obseg protimikrobnega delovanja na bakterije vrste L. monocytogenes.

e Ucinek timijanovega izvlecka na zaviranje rasti bakterij vrste L. monocytogenes bo v
modelnem Zivilu drugacen kot v mikrobioloSkem mediju.

e Kombinirana uporaba HHP in dodatka TE oz. njegove ucinkovite frakcije bo imela
sinergijski ucinek na inhibicijo bakterij vrste L. monocytogenes 0z. podaljSsano
obstojnost Zivila ter ne bo poslabSala senzori¢nih lastnosti Zivila.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 BAKTERUNE L. monocytogenes IN PROBLEMATIKA HUMANIH LISTERIOZ

Listerije so nesporogene, po Gramu pozitivne bakterije premera 0,5 um ter dolzine od
1,0 um do 2,0 um. So aerobne, mikroaerofilne ali fakultativno anaerobne, s psihrotrofnimi
ali mezofilnimi znacCilnostmi. So katalaza pozitivne in oksidaza negativne. Sposobne so
uporabljati glukozo po aerobni in anaerobni poti (Rocourt, 1999).

Optimalne pogoje za rast imajo pri 37 °C, sicer pa rastejo v Sirokem temperaturnem
obmocju med —1,5 in 45 °C. Sposobne so preziveti tudi zamrzovanje do —38 °C, pri ¢emer
je odpornost na zamrzovanje odvisna od bakterijskega seva (Rocourt, 1999; Lake in sod.,
2005).

Idealna vrednost pH za rast bakterij L. monocytogenes je 7,0, sposobne pa so
razmnozevanja v obmo¢ju pH od 4,4 do 9,4. Ocetna kislina deluje na rast listerij bolj
zaviralno kot jabol¢na ali citronska kislina ter nekatere druge anorganske kisline.
Listerijam ustrezajo mikroaerofilni pogoji, lahko rastejo aerobno in anaerobno, tudi v
vakuumu in prisotnosti dusika ali ogljikovega dioksida (do 30 %). Ob odsotnosti kisika so
bakterije L. monocytogenes zmozne preziveti koncentracijo do 75 % ogljikovega dioksida
(Lake in sod., 2005).

Sposobne so ziveti v okolju z nizko vodno aktivnostjo (aw), kot je aw 0,90 pri 30 °C ob
prisotnosti glicerola in pri aw 0,92 ob prisotnosti natrijevega klorida in saharoze. Sposobne
so rasti ob 10 % koncentraciji kuhinjske soli ali celo 12 % koncentraciji soli ob zadostno
visokem pH. Bakterije L. monocytogenes lahko dalj ¢asa prezivijo tudi v okolju z vodno
aktivnostjo, nizjo od 0,9 (Lake in sod., 2005).

Sevi bakterije L. monocytogenes pripadajo razliénim serotipom, ki jih doloca izrazanje
antigenov na celi¢ni povrsini. Na podlagi tega je bilo dolo¢enih ve¢ kot 14 tipov bakterije
L. monocytogenes (1/2a, 1/2b, 1/2¢c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4bX, 4c, 4d, 5, 6a, 6b). Za ve¢ kot
95 % primerov obolelosti za listeriozo so odgovorni predvsem sevi 1/2a, 1/2b in 4b
(Graves in sod., 1999).

Dojencki, nose¢nice, starejsi ljudje, alkoholiki, sladkorni bolniki in ljudje s posebnostmi v
imunskem odzivu, kot so bolniki z AIDS-om, rakom, so bolj dovzetni za listeriozo
(Rocourt, 1999).

Bolezen lahko povzro¢i septikemijo, meningitis, encefalitis in posledicno tudi smrt.
OkuZzba nosecnic lahko pripelje do spontanega splava. SploSna umrljivost zaradi
meningitisa, povzroCenega z okuzbo bakterije L. monocytogenes, je lahko 70-odstotna,
septikemije 50-odstotna ter pri perinatalni ali neonatalni infekciji tudi do 80-odstotna
(Weinsetel, 2006).
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2.1.1 Prenos listerioze s hrano

V osemdesetih letih prej$njega stoletja je bilo nekaj izbruhov listerioze, ki so bili povezani
z zauZitjem kontaminiranega sira in sveze zelenjave. Ceprav so bili ti dogodki prvi dokaz
za listeriozo, povzroCeno z zauzitjem kontaminirane hrane, zgodovina izbruhov bolezni
sega dale¢ v preteklost. V Nemciji so za izbruhe med letoma 1949 in 1957 sumili bakterijo
L. monocytogenes, prisotno v surovem mleku, vendar zaradi tezav pri izoliranju
mikroorganizma niso imeli dokazov, da je bila povzrociteljica omenjenih izbruhov prav
bakterija L. monocytogenes (Ryser, 1999).

Odmevnejsi primeri listerioze v Evropi so se zgodili v Franciji leta 1992, ko je zaradi
kontaminirane svinjine zbolelo 179 ljudi, pri ¢emer je bilo 85 smrtnih izidov. V ltaliji je
zaradi kontaminirane koruzne solate zbolelo 1500 ljudi. Do okuzbe z listeriozo je zaradi
prisotnosti bakterij L. monocytogenes v pakiranih sendvi¢ih leta 2003 prislo tudi v Veliki
Britaniji (Weinsetel, 2006).

Leta 2010 je bil v Evropi potrjen 1601 primer listerioze, med katerimi se je 17 % okuzb
koncalo s smrtnim izidom. Najve¢ okuzb se je pojavilo na Finskem (1,33 obolelega na sto
tiso¢ ljudi), sledili sta Danska in Spanija (1,12 obolelega na sto tiso& ljudi) (EFSA, 2012;
Coelho in sod., 2014).

Bakterije L. monocytogenes so lahko prisotne v vsej surovi hrani, pri ¢emer so primeri
okuzb povezani predvsem z uzivanjem surovega mleka, sirov, posebno svezih sirov,
sladoledov, surove zelenjave, puranjega mesa, hrenovk in hladno dimljenih rib (Weinsetel,
2006).

Prenos bakterij L. monocytogenes s hrano je mo¢no povecalo hlajenje hrane z namenom
podaljsanja roka njene uporabnosti. Nizka temperatura znatno upocasni rast vecine
organizmov, kar pa ne velja za bakterije L. monocytogenes, saj se te lahko uspes$no
razmnozujejo tudi pri temperaturi hladilnika. Drugi dejavnik, ki prispeva k povecani
obolevnosti za listeriozo, je sprememba v demografski sestavi razvitih in visoko razvitih
drzav, to je povecanje Stevila ostarelih in ljudi z oslabljenim imunskim sistemom. V
sodobni druzbi se spreminja tudi nacin prehranjevanja. Poraba ze pripravljene hrane raste
iz leta v leto, zaradi Cesar se poveCuje tudi moZnost okuzbe z L. monocytogenes
(Weinsetel, 2006).

Evropska direktiva (Council Directive 92/46/EEC, 1992), ki podaja mikrobioloske kriterije
na podro¢ju pridelave in predelave zivil, doloca nicelno toleranco za bakterije L.
monocytogenes v 25 g zivila, v Zivilih, ki omogocajo njeno rast. V zivilih, kjer se listerije
ne morejo razmnozevati, pa velja, da mora biti v gramu Zzivila manj kot 100 CFU bakterij
L. monocytogenes.
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2.1.2 Pojavnost bakterij L. monocytogenes v siru

Prezivetje in rast bakterij L. monocytogenes v sirih je odvisna od S$tevilnih notranjih
dejavnikov, kot so pH sira, vodna aktivnost, uporaba konzervansov in starterskih kultur.
Zunanji dejavniki vkljucujejo Cas in temperaturo morebitnega zorenja sirov, vlaznost zraka
v zorilnici ali skladi$¢u in uporabo pasteriziranega ali surovega mleka. Ce vzamemo v
obzir, da varnostni standardi za proizvodnjo svezih sirov zahtevajo uporabo izklju¢no
pasteriziranega mleka, do njihove kontaminacije pride predvsem iz okolja po ze
opravljenem postopku pasterizacije. Zaradi razSirjenosti bakterij L. monocytogenes v
okolju lahko pride do navzkrizne kontaminacije kadarkoli po pasterizaciji, denimo pri
prodaji ali rokovanju konc¢nega potrosnika, zato je pravilna pasterizacija in pravilno
rokovanje s sirom klju¢nega pomena za preprecitev kontaminacij (Lake in sod., 2005; de
Carvalho in sod., 2015).

2.2 TEHNOLOGHA VISOKIH HIDROSTATSKIH TLAKOV (HHP)

Za nadzor bakterij L. monocytogenes v hrani se v zivilski industriji uveljavlja tudi uporaba
tehnologije visokih hidrostatskih tlakov (HPP), ki predstavlja zanimivo alternativo toplotni
obdelavi hrane. Tehnologija HHP pride v postev tudi pri proizvodnji pakirane hrane. Tako
lahko podaljSamo obstojnost in izboljSamo mikrobiolosko varnost hrane, hkrati pa
ohranimo njeno prehransko in senzori¢no kakovost. (Hugas in sod., 2002).

HHP se uporablja za obdelavo pakirane ali nepakirane hrane v trdnem ali tekocem
agregatnem stanju pri tlakih od 100 do 800 MPa. Temperaturo obdelave lahko nastavimo
pod temperaturo lediS¢a za zmanjSanje udinka adiabatnega segrevanja, lahko pa jo
nastavimo nad 100 °C za izboljSanje inaktivacije mikroorganizmov, predvsem njihovih
spor (FDA, 2014).

V primerjavi s tradicionalno toplotno obdelavo zivil tehnologija HHP bolje ohranja barvo,
okus in prehransko vrednost hrane. HHP lahko vpliva le na strukturo molekul vecjih
molekulskih mas, kot so proteini in ogljikovi hidrati. Majhne molekule, kot so aromati¢ne
spojine, pigmenti in ostale senzoricno pomembne molekule, ostanejo neposSkodovane.
Kemijske spremembe, povzro¢ene zaradi HHP, so minimalne, saj HHP nima ucinka na
kovalentne vezi v hrani, zato hrana, izpostavljena visokemu tlaku blizu sobne temperature,
ni izpostavljena kemijskim spremembam. Te so odvisne predvsem od razmerja med
temperaturo in ¢asom obdelave. Tehnologija HHP zmanjsuje tudi potrebo po dodatkih za
ohranjanje varnosti in podaljsevanje uporabnosti zivil (Hugas in sod., 2002; Mujica-Paz in
sod., 2011).

Prednost uporabe HHP je tudi ta, da se tlak enakomerno razporedi po celotnem zivilu ne
glede na velikost, obliko ali sestavo zivila. Tlak zaradi adiabatnega segrevanja skozi
postopek HHP lahko dvigne temperaturo za priblizno 3 °C na 100 MPa, odvisno od sestave
hrane. Ce ta vsebuje velik delez ma3cob, bo povisanje temperature vedje. Hrana se nato
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ohladi na prvotno temperaturo skozi postopek znizevanja tlaka ob predpostavki, da ni
prislo do prenosa toplote skozi stene tlacnega cilindra med samim postopkom HHP
(Rasanayagam in sod., 2003).

Dvig temperature med obdelavo zivila s HHP nad sobno temperaturo pospesi unicenje
mikroorganizmov. Temperature od 45 do 50 °C se uporabljajo proti ve€ini patogenih
organizmov in kvarljivcev, temperature od 90 do 100 °C v kombinaciji s tlaki od 500 do
700 MPa pa za inaktivacijo sporogenih bakterij, kot je Clostridium botulinum (Patterson,
2005; FDA, 2014).

Izpostavljenost zivila visokim hidrostatskim tlakom lahko pripelje do moznih sprememb v
izgledu Zivila, pri ¢emer se moznost za pojav sprememb povecuje s Casom in jakostjo
uporabljenih hidrostatskih tlakov. Za spremembe, povzrocene zaradi HHP, je najbolj
dovzetna surova hrana z veliko vsebnostjo proteinov, saj lahko visok tlak povzroc¢i njihovo
denaturacijo. PoSkodbe celi¢nih sten in celine membrane se lahko pokazejo kot
zmehcanje in odpuscanje vode ali seruma. Navadno so omenjene spremembe neZelene, saj
takSna hrana izgubi lastnosti sveze, neobdelane hrane. Danes se HHP ze komercialno
uporablja za obdelavo Stevilnih Zivilskih izdelkov, kot so marmelade, sadni sokovi, solatni
prelivi, Sunke in drugi mesni ali ribji izdelki ter morski sadezi (FDA, 2014).

2.2.1 Protimikrobna u¢inkovitost HHP in njegovi mehanizmi delovanja

Ucinkovitost HHP na zaviranje rasti mikroorganizmov v hrani je odvisna od Stevilnih
tehnoloskih dejavnikov, kot so tlak, ¢as in temperatura obdelave Zzivila. Protimikrobna
uc¢inkovitost HHP je odvisna tudi od lastnosti zivil, ki jih obdelamo, najveckrat od pH, aw
ter uporabe razli¢nih prehranskih dodatkov, kot so sladkorji, soli in emulgatorji. HHP v
kombinaciji z nizjim pH ali vi§jo vodno aktivnostjo deluje sinergijsko na inhibicijo
bakterij, dodatki, kot so glicerol, mascobe in Stevilne vrste sladkorjev, pa §c¢itijo bakterije
pred HHP, saj delujejo kot zas¢itni koloidi okrog bakterijske celice (Jordan in sod., 2001;

Patterson, 2005; Abe 2007; Martinez-Rodriguez in sod., 2012).

Visok hidrostatski tlak deluje zaviralno na rast bakterijskih celic na podlagi razli¢nih
mehanizmov. Razvr§¢amo jih v tlacno povzro€ene celicne spremembe, biokemicne ali
metabolne spremembe in spremembe genetskega materiala. Celi¢na struktura in rast celic
ob izpostavitvi visokemu tlaku se dokazano spreminjata. Ceprav se inhibicija veéine
mikroorganizmov dogaja pri tlakih, visjih od 200 MPa, so bakterije pri nizjih tlakih bolj
dovzetne za ostale okoljske dejavnike, kot so pH, aw ali prisotnost protimikrobnih
ucinkovin (Abe, 2007).

Primerjava literature kaze, da so na HHP prokarionti odpornej$i od evkariontov,
grampozitivne bakterije odpornej$e od gramnegativnih, koki odpornejsi od bacilov in spore
odpornejse od vegetativnih celic. Spore so lahko odporne tudi na tlak, vecji od 1000 MPa,
zato za unicenje spor postopek HHP poteka pri priblizno 100 °C (Patterson, 2005).
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Preglednica 1: Inaktivacija celi¢nih funkcij mikroorganizmov v odvisnosti od jakosti tlaka (Abe, 2007).

Proces/Celi¢na funkcija Tlak za povzroditev inhibicije (MPa <)
Gibljivost 10
Delitev celice 20
Privzemanje hranil 15-20
Alkoholna fermentacija 25-50
Delovanje membranskih proteinov 25-50
Replikacija DNK 50
Transkripcija DNK 50-100
Sinteza proteinov 50
Encimska aktivnost 100
Delovanje znotrajceli¢nih proteinov 50-100
Tvorba proteinske strukture (monomer) 200
Tvorba DNK strukture (dvojni heliks) 1000

2.2.1.1Vpliv HHP na celi¢no membrano

Celi¢na membrana bakterij je ena izmed najpogostejSih tar¢ delovanja HHP. Osnovna
funkcija membrane je vzdrzevanje celi¢ne sestave, uravnavanje koncentracije snovi in
ionov znotraj ter zunaj celice. Povecanje tlaka v okolju celice za 200 MPa povzro¢i
povecano prepustnost membrane, ki vodi v izgubo membranske funkcije ter spremembe v
celi¢ni sestavi in lastnostih celice (Abe, 2007).

Tlak lahko povzro¢i denaturacijo proteinov celicne membrane, povzro€i pa lahko tudi
meSanje faz fosfolipidnega dvosloja. Z elektronskim mikroskopom lahko opazimo, da
HHP povzroci $tevilne spremembe v strukturi bakterijskih celic, kot je npr. nastanek
kanalckov v celiéni membrani. Mikroorganizmi z ve¢ veckrat nenasi¢enimi mascobnimi
kislinami v celi¢cni membrani so praviloma odpornejsi na HHP zaradi bolj tekoce
membrane (Bartlett, 2002).

2.2.1.2 Vpliv HHP na proteine

Poleg denaturacije membranskih proteinov lahko pride tudi do denaturacije encimskih
mest na membrani. Tlak pri 50 MPa lahko zmanjSa aktivnost ribosomov, kar vodi do
zmanjSane sinteze proteinov. Tlak 100 MPa lahko povzroc¢i delno denaturacijo proteinov,
povecanje tlaka do 300 MPa pa povzroci ireverzibilno denaturacijo encimov in proteinov.
Sprememba strukture proteinov vodi v njihovo inaktivacijo ali zmanjSanje metabolne
aktivnosti mikroorganizmov (Abe, 2007).

Vpliv HHP na proteine je povezan s pretrganjem nekovalentnih vezi v molekulah
proteinov. HHP lahko spremeni sekundarno, terciarno ali kvartarno strukturo proteina.
Primarna struktura proteinov je sestavljena iz kovalentnih vezi aminokislin, zaradi Cesar
osnovna kemijska struktura proteinov ostane nedotaknjena. Sekundarna struktura proteinov
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je sestavljena iz peptidnih verig, ki so med seboj povezane z vodikovimi vezmi. Te se
pretrgajo ob tlakih, vi§jih od 700 MPa. Spremembe sekundarne proteinske strukture so
ireverzibilne. Povezave med peptidnimi verigami in kovalentnimi vezmi aminokislin
dajejo proteinom terciarno strukturo. Za pretrganje teh vezi zadostuje tlak, vi§ji od
200 MPa. Kvartarno strukturo proteina tvorijo hidrofobne interakcije med razli¢nimi deli
molekul proteinov in so najbolj izpostavljene vplivu visokega tlaka. Te spremembe se
zacnejo dogajati Ze pri tlakih, vi§jih od 50 MPa (Huang in sod., 2014).

Encimska inaktivacija proteinov s HHP je odvisna tudi od vrednosti pH, pri ¢emer so
encimi razli¢no obcutljivi na Svojo denaturacijo. Predpostavljeno je, da encimi igrajo
kljuéno vlogo pri inhibiciji mikroorganizmov (Mijica-Paz in sod., 2011). Studije so
pokazale, da HHP moti tudi tvorbo ATP, saj inaktivira ATPaze, podobno je tudi z
inaktivacijo proteinov protonskih ¢rpalk, ki vodi v porusenje ravnotezja pH znotraj celice.
Vrednost pH v bakterijski celici se pri 50 MPa lahko zniza od 0,3 do 0,5 (Tholozan in sod.,
2000; Abe, 2007).

Visok tlak lahko vpliva tudi na pH samega medija. Vrednost pH se lahko ob dvigu tlaka
zniza za 0,2. Smer in obseg spremembe pH se razlikujeta glede na vrsto in kemijsko
sestavo zivila, izpostavljenega tlaénim spremembam (FDA, 2014).

2.2.1.3 Vpliv HHP na DNK

HHP vpliva tudi na delovanje in izrazanje genetskega materiala mikroorganizmov, npr. na
replikacijo in transkripcijo genov. Tlak povzroc¢i zgostitev in transformacijo kromosomske
DNK. Studije so pokazale, da imajo nekateri mikroorganizmi, tudi bakterije L.
monocytogenes, regulatorne gene za prilagoditev stresnim razmeram. Obicajna genska
regulacija za stresno odpornost vkljucuje kopicenje proteinov toplotnega Soka v celici z
namenom povecanja odpornosti na stresne dejavnike iz okolja (Bartlett, 2002).

2.2.1.4 Vpliv okoljskih dejavnikov na protimikrobno uc¢inkovitost HHP

Po principu ovir (ang. Hurdle technology) oziroma kombiniranega uéinka razli¢nih
postopkov deluje HHP vzajemno z ostalimi dejavniki, ki vplivajo na prezivelost bakterij.
Kombinacija neugodnih dejavnikov lahko na inhibicijo bakterij deluje sinergijsko, kar
pomeni, da je skupni uc¢inek dejavnikov, ki vplivajo na inhibicijo bakterij, ve¢ji od vsote
ucinkov posameznih dejavnikov. HHP deluje na inhibicijo bakterij vzajemno s temperaturo
izven optimalnega obmocja rasti bakterij, nizkim pH ter spremembami vodne aktivnosti
rastnega medija ali zivila (Huang in sod., 2014).

HHP se lahko uporablja tudi v kombinaciji s protimikrobnimi snovmi, ki dodatno ali
sinergijsko vplivajo na inhibicijo rasti mikroorganizmov. Karatzas in sod. (2000) ter
Espina in sod. (2013) so opazili sinergijski protimikrobni u¢inek kombinirane uporabe
HHP in karvakrola na bakterije L. monocytogenes v posnetem mleku in sadnem soku.
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2.2.1.5 Uporaba HHP v proizvodnji sira

V proizvodnji sira se tehnologija HHP uporablja predvsem za obdelavo mleka in sira z
namenom inaktivacije mikroorganizmov, zmanjSanja ¢asa in povecanja izkoristka sirjenja
(Martinez-Rodriguez in sod., 2012).

NovejSe raziskave so pokazale ucinkovito uporabo HHP na skuti in zorjenem siru. Tlaki
med 200 in 800 MPa so pokazali sposobnost inaktivacije mle¢nokislinskih bakterij,
kvarljivcev in patogenih organizmov ter celo njihovih spor, prisotnih v siru. U¢inek HHP
je na proces zorenja razli¢nih sirov prinesel razli¢ne rezultate, ki so se kazali predvsem v
spremembi fizikalnih, kemijskih in senzori¢nih lastnosti sirov. HHP vpliva tudi na cas
zorenja sira (Huang in sod., 2014).

2.2.1.6 Vpliv matriksa, pH in aw na u¢ineck HHP

Sir je sestavljen iz proteinov, mascob, ogljikovih hidratov, soli in mineralov. Sestavine sira
razli¢no vplivajo na obcutljivost mikroorganizmov, saj se omenjene sestavine sira obnasajo
kot zascitni koloidi okrog bakterijskih celic, ki vzdrzujejo njihovo celi¢no membrano skozi
postopek HHP v bolj teko¢em stanju in posledi¢no povecajo odpornost na spremembe,
povzrocene z visokimi tlaki (Smelt, 1998).

Pri odpornosti na visokotlaéne spremembe igrata vodna aktivnost in pH pomembno vlogo.
V okolju, kjer je vodna aktivnost nizka, se zaradi zmanjSane prepustnosti celi¢ne
membrane poveca preZivelost mikroorganizmov, po drugi strani pa so poSkodovane
bakterijske celice zaradi izpostavljenosti HHP bolj obcutljive na nizko vodno aktivnost, saj
zaradi porusSenja osmotskega ravnovesja prihaja do vecjih izgub celi¢ne vsebine v okolje.
Bakterije so obcutljive tudi na nizek pH med in po postopku obdelave zivila s HHP. Nizek
pH ne le poveca inaktivacije bakterij med samim postopkom HHP, temve¢ tudi prepreci
obnovo poskodovanih bakterijskih celic (Smelt, 1998).

Carminati in sod. (2004) so doloc¢ali u¢inkovitost postopka HHP pri 30 °C v ¢asovnem
okviru od 1 do 15 minut ter tlaku od 400 do 700 MPa za inaktivacijo sedmih hemoliti¢nih
sevov bakterij L. monocytogenes serotipa 1/2a v skorji Gorgonzole. V omenjeni raziskavi
so znanstveniki porocali o veliki odpornosti bakterij L. monocytogenes na tla¢ne
spremembe tudi pri tlaku 500 MPa. Za zmanjSanje bakterijske rasti za 5 log so morali
bakterije izpostaviti tlaku 700 MPa za 15 minut, po drugi strani pa je Gallot-Lavallee
(1998) zabelezil zmanjSanje prezivelosti bakterij L. monocytogenes F13 v siru Sainte
Maure de Touraine za 5,6 log, ko je bil ta za 10 minut izpostavljen tlaku 450 MPa oziroma
za 5 minut tlaku 500 MPa pri 11 °C.

Razlika v pH in aw bi lahko prispevala k odstopanju rezultatov obeh $tudij, saj sta bila
postopka HHP medsebojno primerljiva. Nizji pH sira Sainte Maure de Touraine (4,7) v
primerjavi s pH skorje pri siru Gorgonzola (7,0) in vi§ja vodna aktivnost slednjega, se
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odraza v razliki zaviralnega uc¢inka na rast bakterij L. monocytogenes v obeh sirih. HHP
povzroCi poveCano zaviranje rasti mikroorganizmov v siru z vi§jo vodno aktivnostjo in
nizjim pH (Martinez-Rodriguez in sod., 2012).

Morales in sod. (2006) so preucevali vpliv ogljikovih hidratov in razli¢ne vodne aktivnosti
Vv siru na barotolerantne bakterije L. monocytogenes Scott A. Kot je bilo pricakovano, se je
v siru z vi§jo vodno aktivnostjo povecala inaktivacija bakterij, ki je znaSala 3,8 log pri
tlaku 400 MPa ob ¢asu 3 min (aw 0,983) in 1 log pri tlaku 400 MPa ob ¢asu 18 min v siru z
nizjo vodno aktivnostjo (aw 0,922). Studija je prav tako pokazala tudi za$¢itno vlogo
galaktoze pred vplivom visokih tlakov na zaviranje rasti bakterij L. monocytogenes.

2.2.1.7 Fizikalne lastnosti sira

Ko je govora o hrani, je ena od glavnih nalog, poleg zagotavljanja varnosti hrane, tudi
ohranjanje njene senzori¢ne kakovosti, zato moramo biti pozorni na spremembe, ki jih
lahko povzro¢i uporabljena tehnologija predelave hrane. V nekaterih vrstah sira, kot je
svezi sir, lahko uporaba visokih temperatur (visjih od 40 °C) povzro¢i odpuscanje sirotke
in senzori¢no nesprejemljivo strukturo sira (Martinez-Rodriguez in sod., 2012).

Saldo in sod. (2001) so opazili podobne spremembe na siru Garrotxa, ko je bil ta
izpostavljen tlaku 50 MPa za 72 ur pri 25 °C. Njihovi rezultati so pokazali, da imajo
vzorci, izpostavljeni HHP, enako vsebnost vode kot kontrolni vzorci. Sir je le spremenil
sposobnost zadrzevanja vode. Sir, obdelan s tlakom, je imel 12,7 % proste in 27,6 %
vezane vode, medtem ko je imel kontrolni vzorec 18,9 % proste in 21,4 % vezane vode.
Opazili so tudi izboljsanje difuzije in boljSo razporeditev soli v obdelanem siru. V
primerjavi s kontrolnim vzorcem se je obdelanemu siru spremenila ¢vrstost. Sir je zaradi
oslabljene kazeinske mreZe postal mehkejsi. Sirom, izpostavljenim vi§jim tlakom (400
MPa za 5 min pri 14 °C), se je zmanjsala drobljivost in povecala elasti¢nost.

2.3 RASTLINSKI IZVLECKI IN ETERICNA OLJA

Rastlinski izvlecki in eteri¢na olja so aromati¢ne, oljnate tekocine s Stevilnimi snovmi s
protimikrobnim delovanjem. Nekateri imajo Sirok spekter protimikrobnega delovanja,
drugi delujejo le na dolocene skupine mikroorganizmov, kot so plesni, kvasovke ali
bakterije, ali Se 0Zje skupine znotraj omenjenih mikroorganizmov (Bem in sod., 2003).

Mehanizmi protimikrobnega delovanja izvleckov in eteri¢nih olj so razlicni. Vecinoma
imajo bakteriostaticen ucinek, le redko pa v matriksu zivila delujejo baktericidno. Rastlina
po izpostavitvi stresu nekatere protimikrobne snovi sintetizira konstitutivno, druge
inducibilno. Vsebnost protimikrobnih snovi v rastlinskih izvleckih je v veliki meri odvisna
od vrste rastline, rastnih pogojev, metode susenja, metode izolacije in drugih dejavnikov
(Bem in sod., 2003).
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Eteri¢na olja so v zdravilstvu uporabljali Ze v ¢asu antike. Uporaba termina etericno olje
izhaja iz Sestnajstega stoletja, ko je Svicarski reformator medicine Paracelsus von
Hohenheim poimenoval uéinkovino zdravilne rastline Quinta essentia. Uporaba eteri¢nih
olj se je v Evropi razsirila v sedemnajstem stoletju. Farmacevti so takrat imeli na svojih
policah ze obi¢ajno med 15 in 20 razli¢nih eteri¢nih olj. Danes poznamo ve¢ kot 3000
eteriénih olj, med katerimi se jih priblizno 300 uporablja v komercialne namene v
proizvodnji parfumov, arom in farmacevtskih izdelkov. Zaradi sodobnih trendov in porasta
"zelenih" tehnologij, protimikrobne in antioksidativne lastnosti rastlinskih uéinkovin
uporabljamo tudi za podalj$anje obstojnosti razli¢nih zivil (Burt, 2004).

2.3.1 Pridobivanje izvle¢kov in eteri¢nih olj

Eteri¢na olja pridobivamo z razli¢nimi postopki destilacije. Destilacija je metoda locevanja
snovi, Ki so jo razvil na vzhodu (Egipt, Indija, Perzija) pred ve¢ kot 2000 leti. Postopek
destilacije so nato v devetem stoletju izboljSali Arabci. Metodo pridobivanja eteri¢nih olj je
med prvimi opisal fizik iz Katalonije, Villanova (1235-1311) (Burt, 2004).

Rastlinske izvlecke pridobivamo z metodami ekstrakcije, pri katerih uporabljamo razli¢na
topila. Danes se najpogosteje uporabljajo ekstrakcija po Soxhletu, teko¢inska ekstrakcija in
superkriticna tekocinska ekstrakcija. Prednost slednje je hitrej$i postopek ekstrakcije in
uporaba zdravju neskodljivih topil. Tako pridobljeni izvlecki so bolj koncentrirani, prav
tako se izognemo tudi tezavi odstranjevanja topil (da Silva in sod., 2016). Zaradi
omenjenih prednosti smo za pridobitev timijanovih izvleCkov uporabili superkriti¢no
tekocinsko ekstrakcijo z ogljikovim dioksidom.

2.3.2 Superkriti¢na tekocinska ekstrakcija (SFE)

SFE je nova oblika ekstrakcije, s katero lahko iz razli€nega rastlinskega materiala
ekstrahiramo zelene snovi brez njihove toplotne degradacije in ostankov topil. SFE deluje
na principu metode ekstrakcije po Soxhletu, le da namesto organskega topila uporabljamo
topila, kot je ogljikov dioksid v njegovi superkriti¢ni obliki. Superkriti¢ne teko€ine imajo
zaradi svoje pretocnosti lastnosti kapljevin, s prostornino, ki jo zavzamejo, pa lastnosti
plinov. SFE z ogljikovim dioksidom navadno poteka v obmo¢ju med 20 in 40 °C. Visok
tlak v sistemu zagotavlja, da je ogljikov dioksid v casu ekstrakcije prisoten v obliki
superkriticne tekocCine, ki prodira skozi rastlinski material in s seboj odnasa nepolarne
snovi (Reverchon in De Marco, 2016).

Ogljikov dioksid v superkriticni obliki je nepolarno topilo, v katerem se topijo nepolarne
snovi, ki pridejo v stik z njim. Ob znizanju tlaka v separatorjih ogljikov dioksid izgubi
superkriti¢ne lastnosti, zato se za¢nejo v njem raztopljene snovi izlocati v obliki izvlecka.
Pomembna prednost ekstrakcije SFE je tudi ta, da lahko kontroliramo tlak v vsakem
separatorju posebej, kar pripelje do lo¢evanja razli¢nih frakcij izvlecka z razlicno kemijsko
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sestavo. Na ta nacin lo¢imo razli¢ne skupine spojin, kar vpliva na protimikrobni uc¢inek
pridobljenih frakcij izvlecka (da Silva in sod., 2016; Reverchon in De Marco, 2016).

Ekstrakcija SFE se danes uporablja na Stevilnih podro¢jih Zivilske industrije, npr.
ekstrakcija izvlecka hmelja za pivovarsko industrijo, ekstrakcija izvle¢kov v industriji
arom ali odstranjevanje kofeina iz kavnih zrn za pripravo brezkofeinske kave. V primerjavi
z ostalimi ekstrakcijskimi tehnikami s tehnologijo SFE pridobimo izvlec¢ke z bolj naravnim
organolepti¢nim profilom, ekstrahira pa se tudi manj nearomati¢nih snovi, kot so razli¢ni
rastlinski voski in njihovi estri (Burt, 2004; Reverchon in De Marco, 2016).

2.3.3 Protimikrobne u¢inkovine izvle¢kov in njihovo delovanje

Rastlinski izvlecki so lahko sestavljeni iz ve¢ kot 60 glavnih spojin, ki so skupno zastopane
v ve¢ kot 85 odstotkih, ostale pa so prisotne v sledovih. Glede na to, da so izvlecki
sestavljeni iz $tevilnih protimikrobno uc¢inkovitih spojin, njihova aktivnost ne izhaja le iz
enega specifiénega mehanizma, temve¢ iz ve¢ razli¢nih mehanizmov na ve¢ tarénih mestih
mikrobne celice. Nekateri mehanizmi protimikrobnega delovanja sami po sebi ne delujejo
taréno na inhibicijo mikroorganizmov, temve¢ sinergijsko sodelujejo z ostalimi mehanizmi
inhibicije. Pomembna lastnost rastlinskih izvleckov je njihova hidrofobnost, ki omogoca,
da se izvlecki raztopijo v lipidih celiéne in mitohondrijske membrane in tako vplivajo na
njeno prepustnost (Burt, 2004).

Rastlinski izvlecki izrazajo svoje protimikrobno delovanje na podlagi razli¢nih
mehanizmov, kot je poskodba fosfolipidnega dvosloja celicne membrane, inaktivacija
encimov, kar vodi v poruSenje encimskega sistema, deformacija nukleinskih Kislin in
posledi¢éno moteno delovanje genetskega materiala bakterije, tvorba masS¢obnokislinske
hidroperoksidaze, ki nastane z oksidacijo nenasicenih mascobnih kislin ter ostalih
biokemijskih in metabolnih funkcij, kot je tvorba kislin in drugih metabolitov (Bem in
sod., 2003).

2.3.3.1 Fenolne spojine

Prisotnost hidroksilne skupine fenolnih spojin in njihova cikli¢na struktura igrata klju¢no
vlogo pri izrazanju protimikrobnih lastnosti teh spojin. Fenoli motijo funkcijo
citoplazemske membrane, izmenjavo ionov in aktivni transport. Citoplazemska membrana
ima funkcijo pregrade, ki zagotavlja selektivno prepustnost snovi med notranjim in
zunanjim okoljem celice. Fenolne spojine lahko poskodujejo citoplazemsko membrano in
posledi¢no povzrocijo izgubo celicne vsebine, reagirajo pa lahko tudi z membranskimi
proteini, kar pripelje do njihove deformacije in posledi¢no do njihove inaktivacije.
Aktivnost delovanja protimikrobnih snovi je odvisna tudi od njihove koncentracije. Pri
manjsih koncentracijah fenoli zmanjsujejo aktivnost encimov, povezanih s proizvodnjo
energije, v vecjih koncentracijah pa povzrocijo denaturacijo proteinov (Cowan, 1999;
Ultee in sod., 2002).
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Fenoli ob stiku z nukleofilnimi aminokislinami v proteinih tvorijo ireverzibilne komplekse,
ki vodijo do inaktivacije proteinov in izgube njihove funkcije. Najpogosteje fenoli tvorijo
komplekse z o- in B-tubulini, ki se nahajajo na flagelu bakterije L. monocytogenes.
Podoben ucinek imajo tudi tanini (Cowan, 1999).

2.3.3.2 Karvakrol in timol

Karvakrol in timol sta sestavini timijana, ki jima znanstveniki posvecajo najve¢ pozornosti.
Timol je strukturno zelo podoben karvakrolu. Njegova hidroksilna skupina se nahaja na
drugem mestu na fenolnem obrocu. Tako karvakrol kot timol sta odgovorna za povzrocCitev
protonskih por v citoplazemski membrani, kar vodi do neselektivne prepustnosti
membrane in kasneje do celi¢ne smrti (Ultee in sod., 2002).

Studije z bakterijo Bacillus cereus so pokazale, da se karvakrol topi v fosfolipidnem
dvosloju, kjer se vrine med verige mascobnih kislin. Membrana tako postane manj
stabilna, bolj tekoca, se bolj razteza, zato postane tudi bolj prepustna. Karvakrol prav tako
vpliva na zmanj$ano sintezo ATP znotraj celi¢cne membrane, kar pripelje do zmanj$anega
protonskega gradienta celice (Ultee in sod., 2002).

Juven in sod. (1994) so ugotovili, da se lahko timol s pomoc¢jo vodikovih vezi poveze z
membranskimi proteini in tako spremeni prepustnost membrane. Timol kaze boljse
protimikrobne lastnosti pri nizjem pH, saj se molekule timola v tak$nih pogojih nahajajo v
nedisociirani, bolj hidrofobni obliki, ki se kot taka lazje poveze s hidrofobnimi deli
proteinov in se bolje raztopi v lipidni fazi.

2.3.3.3 p-cimen

p-cimen je prekurzor karvakrola, ki je velikokrat prisoten v izvle¢ku timijana. Je
hidrofobna molekula, ki povzro¢a spremembo lastnosti citoplazemske membrane. Nekateri
viri navajajo, da p-cimer samostojno protimikrobno ni aktiven, v kombinaciji s
karvakrolom pa pride do sinergijskega protimikrobnega ucinka, saj se protimikrobna
mehanizma enega in drugega medsebojno dopolnjujeta. p-cimen se vgradi v lipidni dvosloj
in tvori kanalCke, po katerih karvakrol lazje prehaja v bakterijsko celico (Ultee in sod.,
2002).

2.3.3.4 Terpeni

Mocna protimikrobna aktivnost rastlinskih izvleckov na bakterije L. monocytogenes je
povezana tudi z veliko vsebnostjo monoterpenov. Slednji imajo najbolj$o protimikrobno
ucinkovitost, ko delujejo skupaj z ostalimi snovmi, saj zaradi svojih razlicnih mehanizmov
delovanja sinergijsko vplivajo na zaviranje rasti bakterij L. monocytogenes (Lis-Balchin in
Deans, 1997).
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Terpeni so sekundarni metaboliti, katerih struktura temelji na strukturi izoprena. Njihova
kemijska struktura je C10H16, v naravi pa se pojavljajo kot diterpeni, triterpeni,
tetraterpeni in tudi kot hemiterpeni (C5) ter sekviterpeni (C15) (Cowan, 1999).

2.3.3.5 Flavoni, flavonoidi, tanini

Flavoni so fenolne strukture z eno karbonilno skupino. Flavonoidi so prav tako
hidroksilirani fenoli, ki se pojavljajo kot C6-C3 enote, podobne aromatskemu obrocu.
Rastline jih sintetizirajo kot odgovor na mikrobno okuzbo, zato se jih uporablja kot
protimikrobne snovi proti Stevilnim mikroorganizmom (Cowan, 1999).

Tanini so skupina polimernih fenolnih spojin, ki jih lahko najdemo v vseh delih rastline.
Delimo jih na hidrolizirane in kondenzirane tanine. Tanini preko svojih nespecifi¢nih vezi,
kot so hidrofobne interakcije ali vodikove vezi, in kovalentnih vezi tvorijo komplekse s
proteini in encimi (Cowan, 1999).

2.3.4 Dolocanje protimikrobne ucinkovitosti

Prvi poskus vpliva eteri¢nih olj na bakterije je ze leta 1881 opravil De la Croix, ko je
preizkusal protimikrobno ucinkovitost hlapov eteriénih olj. Danes se za dolocanje
protimikrobne aktivnosti rastlinskih izvle¢kov raziskovalci posluzujejo razliénih metod. Ce
k temu dodamo $e ostale dejavnike, ki vplivajo na uéinkovitost rastlinskih pripravkov, kot
so metoda pridobivanja, vrsta in koli¢ina uporabljenega emulgatorja, koli¢ina
uporabljenega inokuluma, faza rasti uporabljene kulture, lastnosti medija in ¢as ter
temperatura inkubacije, so rezultati razli¢nih Studij Se tezje primerljivi (Burt, 2004).

V nasi $tudiji smo za dolocanje protimikrobne ucinkovitosti timijanovih pripravkov
uporabili metodo dolo¢anja minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) in minimalne
baktericidne koncentracije (MBK), ki sta hkrati tudi najbolj uporabljani metodi. Omenjeni
vrednosti smo dobili s pomoc¢jo merjenja absorbance mikrotitrskih plos¢.

Protimikrobna ucinkovitost rastlinskih izvleckov je odvisna tudi od uporabljenega medija.
V laboratorijskih medijih imajo rastlinski pripravki navadno vec¢jo protimikrobno
ucinkovitost kot v Zivilu predvsem zaradi enostavnejsSe sestave medija (Bem in sod., 2003;
Tajkarimi in sod., 2010).

Stereokemija, lipofilnost, vsebnost proteinov, vode, mascob, antioksidantov,
konzervansov, €as in temperatura inkubacije imajo pomemben vpliv na ucinkovitost
protimikrobnih dodatkov (Cowan, 1999).

Smith-Palmer in sod. (2001) so ugotovili, da TE dobro inhibira bakterije L. monocytogenes
v svezih sirih z normalno in zmanj$ano vsebnostjo mascob. TE v koncentraciji 1 % vol/vol
v svezem siru z majhno vsebnostjo mascob je v njihovi raziskavi zmanjSal prezivelost
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bakterij L. monocytogenes na manj kot 1 log CFU, v siru z normalno vsebnostjo mas¢ob pa
je bil TE manj uéinkovit. V omenjeni raziskavi so uporabili TE v rangu koncentracij 1, 0,5
in 0,1 % vol/vol, pri ¢emer sta le koncentraciji 0,5 in 1 % vol/vol TE v siru delovali
zaviralno na rast bakterij L. monocytogenes. V predposkusih v bujonu BHI so vse tri
koncentracije pokazale protimikrobni u¢inek na bakterije L. monocytogenes. Ugotovili so,
da vsebnost mas¢ob negativno vpliva na protimikrobne lastnosti izvlecka timijana.

Mascobe, prisotne v hrani, tvorijo plas¢ okoli bakterijskih celic, ki omogoca, da hidrofobne
protimikrobne spojine timijanovega izvlecka lazje prihajajo v stik z bakterijsko celico, po
drugi strani pa mascoba v hrani absorbira protimikrobne uc¢inkovine in zmanj$a njihovo
prisotnost v vodni fazi hrane ter tako omeji vpliv na bakterijske celice (Burt, 2004).

2.3.5 Senzori¢ni uéinek rastlinskih izvle¢kov

Ko govorimo o dodatkih v hrani, ne smemo pozabiti na njihov senzoriéni vpliv. Studije so
pokazale, da lahko veéjo koli¢ino rastlinskih izvleckov dodamo hrani, ki se kasneje
toplotno obdela, saj visoka temperatura zmanjsa njihovo senzori¢no zaznavo. V hrani, ki se
toplotno ne obdela, je dodatek izvle¢kov praviloma manjsi in ne sme presegati 1 % vol/vol,
saj ima v tako veliki koncentraciji negativen vpliv na organolepti¢ne lastnosti zivila (Burt,
2004).
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3 MATERIALI IN METODE

Namen nasega dela je bil pridobiti razli¢ne frakcije izvlecka iz posusenih listov timijana in
ugotoviti, kako razli¢ni parametri postopka SFE vplivajo na protimikrobno aktivnost TE v
mikrobioloSkem mediju. NajprimernejSo frakcijo smo uporabili v vzorcih sira, ki smo jih
obdelali s HHP, nato pa smo primerjali posamezno in skupno protimikrobno delovanje
obeh postopkov. Spodnji shemi prikazujeta potek nasega dela.

Revitalizacija L. monocytogenes
na gojiscu MHA

|

Prekonoéna kultura

'

L Priprava inokuluma

/ \

Pripravamikrotitrske % Priprava razli¢nih Priprava viorcev
plosce z gojiscem BHI koncentracij izvlecka ’ sveZega sira
Inkubacija Pridobitev stabilne Inkubacija
emulzije

~ N {

Priprava redéitev v
gojiséu Half-Fraser

Nacepljanje na Merjenje
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Pridobitev izvlecka
s postopkom SFE

! { ¢ ~ O\

e e Priprava rastlinskega
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it materiala LT &
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Doloéanje A B -
MBK Nacepljanje na Inkubacija
gojiscée ALOA

! |
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1 =

Doloéanje
MBK

Slika 1: Procesna shema pridobivanja timijanovega izvlecka in njegove uporabe pri postopku dolo¢anja MIK
in MBK v mikrobioloskem mediju in svezem siru.
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Slika 2: Procesna shema priprave izvle¢kov in uporabe postopka HHP ter dolo¢anje njune protimikrobne
ucéinkovitosti in prezivelosti L. monoytogenes v svezem Siru.

3.1 MATERIALI
3.1.1 Rastlinski material

Izhodis¢éni rastlinski material so predstavljali nadzemski deli timijana, ki so ga identificirali
v herbariju botani¢nega vrta v mestu Galati (Romunija) kot Thymus vulgaris L. Rastlinski
material Smo s pomocjo naravne zracne vekcije posusili pri 21 °C in hranili v temnem,
zra¢nem prostoru do nadaljnje uporabe.
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3.1.2 Bakterije

Uporabili smo bakterijski sev Listeria monocytogenes EGD-e (serotip 1/2a) iz
mikrobioloSke zbirke Laboratorija za zivilsko mikrobiologijo, Fakultete za Zzivilsko
tehnologijo na univerzi "Dunarea de Jos din Galati" v Romuniji. Kultura je bila shranjena
pri —80 °C v krioepruvetah v bujonu BHI z dodatkom 20 % vol/vol glicerola.

3.1.3 Mikrobioloska gojisca
3.1.3.1Selektivna gojisca
- Gojis¢e ALOA

Pri pripravi gojis¢a ALOA smo uporabili naslednji sestavini:
* ALOA Confirmation Agar (Biolife, 401606, Italija),
» selektivni dodatek ALOA enrichment selective supplement (Biolife, 423501, Italija).

ALOA agar je selektivno kromogeno gojis¢e, ki omogoca identifikacijo bakterij L.
monocytogenes na podlagi treh biokemijskih lastnosti: fosfolipazna aktivnost bakterije se
izrazi kot cona okrog nastalih kolonij, R-glukozidazna aktivnost kromogenega substrata se
izrazi v modro-zelenem obarvanju kolonij, fermentacija ramnoze, ki je povezana s
spremembo pH, pa obarva medij okrog kolonij rumeno.

V naSih poskusih smo to gojis¢e uporabili za ugotavljanje prisotnosti bakterij L.
monocytogenes pri dolocanju MBK v vzorcih svezega sira z dodatkom timijanovega
izvlecka in vzorcih sira obdelanega s HHP (1ISO 11290-1, 2004). Gojis¢e smo pripravili po
navodilih proizvajalca. Po homogenizaciji smo gojis¢e prelili v petrijevke, katere smo do
uporabe hranili v hladilniku (4 °C).

- Gojis¢e PALCAM

Pri pripravi PALCAM agarja smo uporabili naslednji sestavini:
* Listeria PALCAM Agar Base (Biolife, 4016042, Italija),
* Listeria PALCAM Antimicrobic Supplement (Biolife, 4240042, Italija).

PALCAM agar s selektivnim dodatkom je selektivno gojisce, ki omogoca izolacijo in
kvantitativno dolocanje listerij v hrani. Glukoza in peptoni, prisotni v mediju, omogo¢ajo
odli¢no rast listerij, eskulin glukoza, ki jo listerije hidrolizirajo v B-D-glukozo in eskuletin,
pa skupaj z zelezovimi ioni tvori ¢rne cone okrog zeleno-sivih kolonij listerij.

V naSih poskusih smo PALCAM agar uporabili za dolocitev Stevila bakterij L.
monocytogenes v svezem siru (ISO 11290-2, 1998). Gojis¢e smo pripravili po navodilih
proizvajalca. Po homogenizaciji smo gojisce prelili v petrijevke, katere smo do uporabe
hranili v hladilniku (4 °C).


https://www.google.si/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiOnbjDysrOAhVDVhQKHUl7AxoQFggmMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.en.ugal.ro%2F&usg=AFQjCNGhFrM3I6AfmsK2Vvu1im1Gz3Bm4g&sig2=b9USVCz6u9KiZPMtFxGJIA
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- Gojis¢i FRASER in HALF FRASER

Pri pripravi gojis¢ Fraser in Half Fraser smo uporabili naslednji sestavini:
* FRASER Listeria Selective Enrichment Broth base (Merck, 1.10398.050, Nemcija),
* FRASER Listeria Supplement (Merck, 1.10399.0001, Nemcija).

Gojis¢e Half Fraser je primarno polselektivno obogatitveno tekode gojisce, ki smo ga
uporabili pri dolo¢anju protimikrobne ucinkovitosti TE na bakterije vrste L.
monocytogenes v svezem Siru. Gojisce Fraser je sekundarno obogatitveno gojisce, ki smo
ga uporabili za doloCanje prezivelosti bakterij L. monocytogenes v svezem siru po

.....

hidrolizirajo v B-D-glukozo in eskuletin, skupaj z zelezovimi ioni tvori ¢rno obarvanje
obeh gojis¢ (ISO 11290-1, 2004).

.....

uporabe hranili v steklenih epruvetah.

3.1.3.2 Neselektivna gojisca
- Bujon BHI

Bujon BHI je neselektivno tekoce gojisce. V nasih poskusih smo ga uporabili kot medij za
pripravo inokuluma in rastni medij za dolo¢anje MIK ter MBK (CLSI M07-A4, 2012).

Gojis¢e smo pripravili po navodilih proizvajalca. Pripravljeno gojis¢e smo sterilizirali
15 min pri 121 °C, ohladili na priblizno 45 °C in ga do uporabe hranili v hladilniku pri
4 °C.

- Gojis¢e MHA

Gojis¢e MHA je neselektivno trdno gojisce. Uporabili smo ga za dolocitev Stevila bakteri]
v inokulumu in kot rastni medij za dolo¢anje MBK v BHI (CLSI M07-A4, 2012).

Gojis¢e smo pripravili po navodilih proizvajalca. Pripravljeno gojis¢e smo sterilizirali
15 min pri 121 °C, ohladili na priblizno 45 °C in prelili v petrijevke, ki smo jih do uporabe
hranili v hladilniku pri 4 °C.

3.1.4 Kemikalije

* Etanol 96 % (Merck, 1.00971.6025, Nemcija)
» Tween 80 (Roth, 4859.1, Avstrija)

* Raztopina fosfatnega pufra (PBS) 50mM, pH 7
* Destilirana voda

* Glikol
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3.1.5 Naprave in pribor

Preglednica 2: Uporabljene naprave in laboratorijski pribor.

NAPRAVE ZNAMKA MODEL POREKLO
Avtoklav Raypa AE 75 DRY Spanija
aw meter GBX FA-st lab Francija
Citalec MT plos¢ Tecan Infinite 200 Pro Avstrija
Digestorij Microflow Advanced bio safety, class | Velika Britanija
I
Gnetilnik Interscience Bag-mixer 400 Francija
HHP Sistem Resato 4 multi-vessel (100mL) Nizozemska
Inkubator Memmert U-10 Nemcija
Laboratorijski suSilnik | Memmert UL 50 Nemcija
Magnetno mesalo Heidolph MR Hei Standard Nemcija
Pali¢ni mesalnik Philips HR7625 Kitajska
pH meter WTW pH 315i Avstrija
Pipeta Eppendorf Research plus, 100-1000 Nemdija
ML
Pipete Gilson Pipetman 1000-5000 pL; Francija
10-100 pL; 2,5-20 pL
SFE Sistem Natex 2L/500 MPa Avstrija
Sonifikator Sonoplus HD 3200 Bandelin Ceska
Spektrofotometer GBC Scientific Cintra 202, Software Avstralija
Equipment Ltd. Cintral
Tehtnica 1 Kern PCE-PM Velika Britanija
Tehtnica 2 ADA/L Laboratory Balance Velika Britanija
Termostatska kopel R-Espinar BAD-4 Spanija
Vakuumski pakirnik Trisa Fresh&Save, 170 W, 0,6 Italija
bar
Vrtin¢nik IKA MS3 basic Nemcija

Poleg naprav,

navedenih v preglednici

2, smo uporabili tudi veliko drobnega

laboratorijskega pribora, kot so plasticne vreCke, sita, ventilator, mikrotitrske plosce,
kivete, steklene epruvete, epice, plasticne petrijevke, plasticne cepilne zanke, steklene
bucke, ¢ase, erlenmajerice, merilni valji, steklenicke, parafilm.

3.2 METODE DELA

3.2.1 Pridobivanje timijanovega izvlecka (TE)

TE smo pridobili s postopkom SFE, ki smo ga izvedli pri dveh razli¢nih tla¢nih reZzimih z

dvema razli¢nima tlatnima nastavitvama dveh separatorjev (separatorja S40 in S45). S tem

smo pridobili 4 razli¢ne frakcije TE.
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3.2.1.1 Priprava rastlinskega materiala

Posusene dele timijana smo najprej lo€ili od prisotnih primesi, npr. prasnih delcev, ki lahko
zamasijo filtre ekstraktorja in posledi¢no pripeljejo do nihanja tlaka med procesom SFE.
Uporabili smo sita razli¢nih velikosti, s katerimi smo lo¢evali razli¢no velike rastlinske
delce. V prvem delu lo¢evanja smo s sitom vecje velikosti locili vecje rastlinske delce od
delcev srednje velikosti. Vecji rastlinski delci so bili rastlinska stebla, vejice in
nezdrobljeni listi, delci srednje velikosti pa so bili sestavljeni predvsem iz zdrobljenih
listov in semen timijana. Po koncanem prvem presejanju rastlinskega materiala smo
rastlinske delce srednje velikosti ujeli med dvoje sit manjSe velikosti, ki smo jih nato
prepihovali z ventilatorjem. Na ta nafin smo odstranili vecji del prasnih delcev. Vecje
delce in delce srednje velikosti smo zdrobili oziroma zmleli v kuhinjskem multipraktiku.
Na ta nacin smo dobili rastlinske delce v velikostnem rangu od 500 do 1000 um, ki smo jih
kasneje uporabili v postopku SFE. Velikost delcev smo doloéili z velikostjo uporabljenega
sita (Fornari in sod., 2012).

3.2.1.2 Merjenje vodne aktivnosti in vsebnosti vode v rastlinskem materialu

Pred zacetkom SFE smo sveze zmletemu rastlinskem materialu izmerili vodno aktivnost
(aw) in vsebnost vode. Vrednost aw smo v vzorcu izmerili z merilnikom aw (GBX, FA-st
Lab, Irska), vsebnost vode pa smo izraunali na podlagi razlike v masi odvzetega vzorca in
masi vzorca, ki smo ga susili 2 uri pri 130 °C v laboratorijskem suSilniku (Memmert, UL-
50, Nemcija). Razliko v masi obeh vzorcev smo pripisali izgubi vode, ki smo jo kasneje
izrazili v masnem delezu (% ut/ut). Vzorec zmletega timijana smo odvzeli tudi po
kon¢anem postopku SFE in mu na enak nacin izmerili aw ter vsebnost vode dve uri po
koncu ekstrakcije. Pred in po vsakem postopku SFE smo izmerili tudi skupno koli¢ino
zmletega timijana. Razliko v masi rastlinskega materiala pred in po SFE smo povezali z
ekstrakcijo TE, izgubo vode in drobnih rastlinskih delcev, ki so se sprostili v okolje med
postopkom praznjenja sistema ekstraktorja.

3.2.1.3 Superkriti¢na tekocinska ekstrakcija (SFE)

300-320 g zmletega suhega timijana smo stresli v ekstraktor (C30) kapacitete 2 L. Za
boljsi pretok CO2 skozi ekstraktor smo slednjega tako napolnili le do treh Cetrtin. Prvi del
ekstrakcije, ki je bil sestavljen iz treh Sarz, smo izvedli pri tlaku 30 MPa. Ekstrakcija
posamezne Sarze je trajala 4 ure. Tlak v separatorju S40 je bil nastavljen na 10 MPa, v
separatorju S45 pa na 5 MPa, obakrat pri temperaturi 40 °C. Nastavitve omenjenih
parametrov smo dolocili s pomo¢jo diagrama T-s za CO2, ki nam je omogocal vpogled v
spremembe agregatnih stanj CO2 pri dolo¢enem tla¢nem in temperaturnem rezimu. Namen
je bil zagotoviti tlak in temperaturo CO2 nad njegovo kriti¢no tocko, ki zagotavlja, da se
COz v sistemu nahaja v obliki superkriti¢ne tekocine.
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Po koncani ekstrakceiji smo zaprli tlaéni ventil, ki je povezoval ekstraktor C30 z obema
separatorjema, ter nato iz sistema izpustili CO. Oba separatorja (S40 in S45) sta pri tem
ostala pod tlakom. Enak postopek ekstrakcije smo dvakrat ponovili. Po koncu tretje
ekstrakcije smo izpraznili tudi oba separatorja (S40 in S45) in iz njiju pridobili dve frakciji
izvlecka timijana (S45300 in S40300). Druga ekstrakcija, ki je bila prav tako sestavljena iz
treh Sarz, je potekala po enakem postopku kot prva, le da je ta potekala pri tlaku 40 MPa.
Vsi ostali parametri in postopki so bili enaki kot pri prvem delu ekstrakcije. Po koncanem
postopku ekstrakcije smo pridobili dve novi frakciji TE (545400 in S40400).
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Slika 3: Tehnoloska shema sistema za izvedbo superkriti¢ne teko¢inske ekstrakcije (SFE) (Mihalcea, 2009).
3.2.2 Priprava in postopek razred¢evanja in stabilizacije TE

Priprava stabilne emulzije TE je predstavljala enega izmed vecjih izzivov v nasi raziskavi,
saj so bili izvlecki zaradi svojih hidrofobnih lastnosti prakti¢no netopni v polarnih topilih.
Ker imajo hidrofobna topila baktericidne lastnosti, je bila njihova uporaba pri pripravi
suspenzije TE zelo omejena. Pri pripravi emulzij TE smo poskusali pridobiti stabilne
suspenzije z uporabo minimalne koli¢ine hidrofobnih topil in emulgatorjev.

Po navodilih CLSI M07-A9 (2012) smo za dolo¢anje MIK v bujonu BHI in za dolocanje
protimikrobne ucinkovitosti TE na bakterije L. monocytogenes v siru pripravili 2 mL
delovne suspenzije, ki je vsebovala 10 % vol/vol TE. Po Stevilnih poskusih stabilizacije
suspenzije smo najboljSe rezultate v smislu stabilnosti emulzije pridobili z naslednjo
metodo: v stekleno epruveto smo odpipetirali 80 pL fosfatnega pufra in dodali 200 uL
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izvleCka. Ob hitrem meSanju vrtin¢nika smo dodali 80 pL 96 % etanola in nato $e 40 pL
stabilizatorja Tween 80. Nato smo v epruveto odpipetirali Se 1600 pL PBS. S tem smo
pridobili 2 mL suspenzije z 10 % vol/vol TE, 4 % vol/vol etanola in 2 % vol/vol
stabilizatorja Tween 80. Tako pripravljena suspenzija je ostala stabilna nekaj ur, za
pridobitev daljSe stabilnosti pa smo uporabili postopek ultrasonifikacije v hladni kopeli pri
6 °C za 210 sekund.

Ultrasonifikacija je metoda, pri kateri s pomocjo nizkofrekven¢nega valovanja (40 kHz) v
tekoCini ustvarimo podro¢ja z nizkim in visokim tlakom, zaradi cesar se velike oljne
kapljice razpr$ijo v manjSe, kar poveca homogenost in stabilnost emulzije (Pokerznik,
2013). Postopek smo izvedli z napravo Bandelin Sonoplus s sonifikacijsko iglo premera
8-9 mm. Tako pripravljena suspenzija je ostala obstojna tudi teden dni.

Slika 4: Razlika med homogenizacijo TE S45300 brez postopka sonifikacije (levo) in homogenizacijo TE
S45300 s postopkom sonifikacije (desno).

3.2.3 Doloc¢itev MIK v BHI

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) je najmanj$a koncentracija snovi, ki prepreci
rast mikroorganizmov v trdnem ali teko¢em gojis¢u. MIK za frakcije TE S45300, S40300,
S45400, S40400 smo najprej dolocili v bujonu BHI po navodilih CLSI M07-A9 (2012).

V 18 epic smo odpipetirali 700 pL bujona BHI. Nato smo po homogenizaciji predhodno
pripravljene osnovne suspenzije z vsebnostjo 10 % vol/vol TE, odpipetirali 240 uL
suspenzije v prvo epico s 700 pL bujona BHI. Tako smo dobili 940 puL zmesi bujona BHI
in suspenzije s koncentracijo 2,56 % vol/vol TE. Po homogenizaciji prve razredcitve smo
iz te odvzeli 700 pL in jih dodali v drugo epico s 700 pL bujona BHI ter s tem pridobili
njeno dvakratno razred¢itev (1,28 % vol/vol TE). S pomocjo nadaljnjih sedmih dvakratnih
razredcitev smo pridobili zmes bujona BHI in suspenzije s koncentracijo TE od
2,56 % vol/vol do 0,01 % vol/vol. Po pripravi devetih razredcitev suspenzije TE v bujonu
BHI smo zadnjih 8 razredc¢itev (od 1,28 % vol/vol do 0,01 % vol/vol TE) dodali na
mikrotitrsko plos¢o s 96 polji. Dodajanje razred¢itev na mikrotitrsko plosco je potekalo
tako, da smo iz najmanjse razredc¢itve (0,01 % vol/vol TE) odvzeli Sestkrat po 100 puL in
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jih dodali v polja na mikrotitrski plos¢i (od A3 do A8). Po enakem postopku smo iz
naslednje vecje razredCitve (0,02 % vol/vol TE) odvzeli Sestkrat po 100 pL ter jih dodali v
polja (od B3 do B8). Na ta nadin smo na mikrotitrsko plos¢o dodali $e ostalih Sest
razred¢itev in tako na mikrotitrski plos¢i zapolnili kolone od 3. do 8.

V poskus smo vkljucili tudi negativno in pozitivno kontrolo. Pripravili smo suspenzijo, ki
je vsebovala 4 % vol/vol etanola, 2 % vol/vol stabilizatorja Tween 80, ostalih 94 % vol/vol
pa je predstavljal PBS. Iz suspenzije smo pripravili 9 razred¢itev v bujonu BHI na enak
nacin kot pri pripravi razredc¢itve suspenzije z 10 % vol/vol TE. Zadnjih 8 razredc¢itev smo
dodali na mikrotitrsko plosco tako, da smo s pripravljenimi razred¢itvami zapolnili 1., 2.,
9. in 10. kolono. Na ta nacin smo izni¢ili morebiten vpliv topil in stabilizatorjev,
uporabljenih pri pripravi suspenzije TE na rast bakterij L. monocytogenes.

V naslednjem koraku smo na mikrotitrski plos¢i od 6. do 10. kolone dodali §e 10 pL
predhodno pripravljenega inokuluma s koncentracijo bakterijskih celic 2,5%10” CFU/mL.
Na ta nacin smo v vrsticah 6, 7 in 8 dobili tri paralelke vzorcev z enako koncentracijo TE
ter inokulumom bakterij L. monocytogenes, v kolonah 9 in 10 pa duplikata pozitivnih
kontrol. Tako pripravljeno mikrotitrsko plo$¢o smo inkubirali pri 37 °C. Po 20-urni
inkubaciji pri 37 °C smo mikrotitrski plos¢i izmerili absorbanco pri valovni dolzini 600 nm
na Citalcu mitrotitrskih plos¢ (Tecan Infinite 200 Pro) in dobljene rezultate primerjali med
seboj (CLSI M07-A9, 2012).

3.2.3.1Priprava inokuluma

Za pripravo inokuluma, ki je bil klju¢en korak za pravilno izvedbo nasega eksperimenta,
smo se orientirali po navodilih CLSI M07-A9 (2012). Vzorec zamrznjene bakterijske
kulture L. monocytogenes smo s cepilno zanko prenesli v stekleno epruveto z 10 mL
bujona BHI. Po 24-urni inkubaciji pri 37 °C smo s cepilno zanko prenesli vzorec na
petrijevko z gojis¢em MHA ki smo ga inkubirali 48 ur pri 37 °C. Petrijevko z gojis¢em
MHA in kolonijami bakterij L. monocytogenes smo nato hranili pri temperaturi 4 °C ter iz
nje izolirali posamezne kolonije za nadaljnje priprave inokulumov. Posamezno kolonijo
smo prenesli v stekleno epruveto z 10 mL svezega bujona BHI, inkubirali 16-18 ur do
zgodnje stacionarne faze rasti celic in tako dosegli koncentracijo 2,5*10° CFU/mL. Stevilo
celic smo potrdili s serijo 10-kratnih razredcitev.

Vsaki razredc¢itvi smo predhodno izmerili tudi absorbanco pri valovni dolzini 600 nm.
Ugotovili smo, da je najmanjsa merljiva razredgitev 2,5*108 CFU/mL. Pri tej koncentraciji
je absorbanca pri valovni dolzini 600 nm znasala 1,100 (£ 0,005). Za dolo¢itev MIK in
MBK v bujonu BHI smo uporabili inokulum s koncentracijo bakterijskih celic
2,510 CFU/mL. 10 pL inokuluma smo dodali v polja pripravljene mikrotitrske plosce, S
¢imer smo dosegli konéno koncentracijo 2*10° CFU/mL (CLSI M07-A9, 2012).
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Slika 5: Procesna shema pripravljene mikrotitrske plos¢e za dolo¢anje MIK v BHI.
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3.2.4 Doloclitev minimalne baktericidne koncentracije (MBK)

Po 20-urni inkubaciji mikrotitrske plosce pri 37 °C in od¢itani absorbanci smo iz kolon od
6 do 8 s pipeto odvzeli po 10 pL vzorca, jih prenesli na plos¢e s trdnim gojis¢em MHA in
jih nato inkubirali 24 ur pri 37 °C. Po inkubaciji smo preverili, pri kateri koncentraciji
bakterije L. monocytogenes niso ve¢ tvorile kolonij. Koncentracijo TE v vzorcu, pri
katerem po 24-urni inkubaciji pri 37 °C do rasti bakterij L. monocytogenes ni prislo ali pa
je na MHA zraslo za 99,9 % manj kolonij v primerjavi s pozitivno kontrolo, smo dolo¢ili
kot MBK (CLSI M07-A9, 2012; Santurio in sod., 2014).

3.2.5 Dolocitev kombiniranega protimikrobnega delovanja HHP in TE v siru

Preucevanje kombinirane uporabe HHP in TE na zaviranje rasti bakterij L. monocytogenes
je zahtevalo predhodno dolo¢itev protimikrobne ucinkovitosti TE na bakterije L.
monocytogenes Vv svezem siru, pri ¢emer smo uporabljene koncentracije TE dolocili na
podlagi predhodnih rezultatov dolocanja MIK posameznih frakcij TE v bujonu BHI,
koli¢ine pridobljenega TE in senzori¢ne sprejemljivosti sira z dodatkom TE. Sir, ki smo ga
uporabili v nasih poskusih, je bil svezi kravji sir proizvajalca Pilos.

Preglednica 3: Lastnosti svezega sira, uporabljenega kot modelno zivilo.

Ogljikovi hidrati 4 % ut/ut

Proteini 11 % ut/ut

Mas¢obe (nasi¢ene mas¢obne Kisline) 6,5 % ut/ut (3,5 % ut/ut)
pH 4,64

aw 0,970 pri 24 °C

3.2.5.1 Priprava koncentracij

Pri poskusu doloc¢itve protimikrobne ucinkovitosti vseh $tirih frakcij TE na bakterije L.
monocytogenes v siru smo v 12 steklenih epruvet odtehtali po 950 mg (+ 15 mg) sira. Nato
smo v 4 epice odpipetirali po 200 pL PBS. V prvo smo dodali 200 pL pripravljene
suspenzije z 10 % vol/vol TE in tako dobili prvo razred¢itev. Po homogenizaciji smo
postopek razred¢evanja nadaljevali do suspenzije z 0,3 % vol/vol TE. Po pripravi razli¢nih
koncentracij TE (5; 2,5; 1,2; 0,6 % vol/vol) smo iz vsake odvzeli dvakrat po 50 pL
suspenzije in jo dodali v dva vzorca svezega sira ter tako pridobili paralelki vzorca sira z
20-krat manjso koncentracijo TE. Dvakrat po 50 pL vzorca smo odvzeli tudi iz osnovne
suspenzije z vsebnostjo 10 % vol/vol TE in odvzema na enak nain dodali dvema
vzorcema ter s tem pridobili 2 paralelki vzorcev sira s koncentracijo 0,5 % vol/ut TE. Po
homogenizaciji vzorcev smo tako dobili paralelke vzorcev sira z vsebnostjo od 0,5 do 0,03
% vol/ut TE.



Saje K. Kombinirano delovanje ... na zaviranje rasti bakterij vrste L. monocytogenes v modelnem zivilu. 27
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

V vse epruvete z vzorci smo dodali e 10 pL predhodno pripravljenega inokuluma bakterij
L. monocytogenes v stacionarni fazi z vsebnostjo celic 2,5%10° (+ 1*108) CFU/mL in tako
dosegli, da je bila kon¢na koncentracija bakterij L. monocytogenes v vseh vzorcih sira
2,5*107 (+ 1*10% CFU/g vzorca. Tako pripravljene vzorce smo 24 ur hranili pri 4 °C in's
tem omogo¢ili protimikrobno delovanje TE na bakterije L. monocytogenes.

3.2.5.2 Priprava razred¢itev

Za pripravo razredc¢itev smo se orientirali po standardih 1SO 6887-1 (1999) in ISO 11290-2
(1998). Po 24-urni hrambi vzorcev pri 4 °C smo vse vzorce sira prelili z 9 mL gojisc¢a Half-
Fraser, kar smo v naslednjih korakih upostevali kot prvo desetkratno razred¢itev, katere
100 pL smo prenesli v epico z 900 pL PBS in tako pridobili drugo desetkratno razredéitev.
Na enak nacin smo pridobili $e tretjo in Cetrto desetkratno razredcitev. Trikrat po 10 pL
vsake razred¢itve smo prenesli na PALCAM agar. Po 48-urni inkubaciji plos¢ pri 37 °C
smo na Stevnih ploscah presteli kolonije in izracunali koncentracijo bakterij v vzorcih sira.
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na zaviranje rasti bakterij vrste L. monocytogenes v modelnem Zzivilu.
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Slika 6: Priprava vzorcev sira z razlicnimi koncentracijami TE in nacepljanje razredéitev vzorca sira z
doloc¢eno koncentracijo TE (zaradi lazje preglednosti je v shemi predstavljen postopek priprave razred¢itev in
nacepljanja vzorcev samo ene paralelke).

3.2.6 Prezivelost bakterij L. monocytogenes v siru z razli¢nimi koncentracijami TE

Prezivelost bakterij L. monocytogenes v siru z razlicnimi koncentracijami TE smo dolocili
s klasi¢no analizo prisotnosti bakterij L. monocytogenes v vzorcih sira. Po pripravi vseh
razredCitev smo prvo razredCitev z 1 g vzorca v 9 mL gojis¢a Half Fraser inkubirali 24 ur
pri 30 °C. Ce se po inkubaciji gojis¢e ni obarvalo &rno, smo izvedli $¢ sekundarno
obogatitev v gojiscu Fraser. Po inkubaciji sekundarne obogatitve smo iz vsakega vzorca
odvzeli dvakrat po 10 pL ter jih nanesli na ALOA agar, ki smo ga nato inkubirali 48 ur pri
37 °C. Ce po inkubaciji ni bilo vidnih kolonij bakterij L. monocytogenes, ta v vzorcu sira ni
bila prisotna (ISO 11290-1, 2004).
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3.2.7 Dolocitev kombiniranega protimikrobnega delovanja HHP in TE v siru

Tlaki, ki smo jih uporabili pri postopku HHP, so se gibali med 200 in 300 MPa. Velikostni
rang uporabljenih tlakov smo dolo¢ili v predposkusih, kjer smo vzorce sira s in brez TE za
5 minut izpostavili tlakom 100, 200, 300, 400, 500 in 600 MPa. Koncentracija
uporabljenega TE je bila 0,2 % vol/ut, izbrali pa smo jo na podlagi dolo¢itve protimikrobne
ucinkovitosti TE na bakterije L. monocytogenes v siru in senzori¢ni sprejemljivosti sira z
dodatkom TE.

Poskuse smo izvedli pri naslednjih parametrih:
* tlak 200MPa, ¢as: 0, 3, 6, 9, 12, 15 minut;

o tlak 225MPa, ¢as: 0, 2, 4, 6, 8, 10 minut;

e tlak 250MPa, ¢as: 0, 3, 6, 9, 12, 15 minut;

e tlak 300MPa, ¢as: 0, 1, 2, 3, 4, 5 minut;

3.2.7.1 Priprava vzorcev

Za vsakega od petih poskusov smo v dve plasti¢ni vrecki odtehtali po 73 g (+ 0,5 g) sira. V
prvo vrecko smo dodali 1,5 mL zacetne suspenzije z vsebnostjo 10 % vol/vol TE in tako
dosegli koncentracijo 0,2 % vol/ut TE v vzorcu sira. V drugo vrecko smo dodali 1,5 mL
PBS. Po dveh minutah homogenizacije v gnetilniku smo v obe vrecki dodali po 750 uL
predhodno pripravljene suspenzije bakterij L. monocytogenes v PBS s koncentracijo celic
2,5*10° CFU/mL. Tako smo pridobili vzorce sira s koncentracijo bakterijskih celic
2,5*10” CFU/g vzorca. Iz vsake vrecke smo nato odvzeli 7-krat po 10 g (+ 0,5 g) vzorca in
odvzeme prepakirali v manjSe plasti¢ne vrecke. 1z vre¢k smo iztisnili zrak in jih zaprli s
pomocjo vakuumskega pakirnika.

3.2.7.2 Obdelava vzorcev z visokim tlakom

Iz vzorcev smo nato pripravili 7 parov, pri ¢emer je bil vsak par sestavljen iz enega vzorca
sira s TE in enega vzorca sira brez TE. Vsak par vzorcev je bil izpostavljen enakemu tlaku
(primer: 200 MPa) za razli¢en ¢as (primer: t1=0, t2=3, t3=6, t4=9, t5=12 in t6=15 minut).
Sedmi par vzorcev ni bil izpostavljen tlaku in je sluZil kot pozitivna kontrola. Sest parov
vzorcev smo vstavili v visokotlatne komore in vanje do ustreznega nivoja natoc€ili glikol,
ki je sluzil kot medij za prenos tlaka. Po zaprtju vseh komor smo v programu (ABC,
Natex) nastavili zelen tlak in razli¢en ¢as postopka HHP za vsako komoro. Po kon¢anem
postopku HHP smo vse vzorce hranili 18 ur pri temperaturi 4 °C z namenom, da bi opazili
morebitno protimikrobno delovanje TE na bakterije L. monocytogenes.

Po 18 urah hrambe vzorcev pri 4 °C smo iz vsake vrecke prenesli dvakrat po 1 g (£ 0,05 g)
vzorca sira v stekleno epruveto (dve paralelki). Na ta nacin smo pripravili 28 steklenih
epruvet, ki so vsebovale po 1 g vzorca sira. V vse epruvete smo nato nalili 9 mL gojisca
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Half-Fraser, kar smo upostevali kot prvo razredcCitev vzorca, postopek pa nadaljevali, kot je
opisano poglavju 3.2.5.2 in poglavju 3.2.6 (1SO 6887-1, 1999 in ISO 11290-2 1998).

] T R
10% EO Listeri:
4% et ill;ls(lﬁlrlrll?l PBS
2% tw80
1500 pL 750 pL | | 750 pL 1500 pL

4

Nacepljanje
na plosée
svezi sir svezi sir
739 73 9

Hladna hramba

t:18h
T:4°C
109 109 .4 109 % 109 109/ 109W 109 * 100109 W10g |109 100 W 109 100

HHP

A J

SPEEEEE

I 3

A J

I 3

i

Slika 7: Procesna shema priprave vzorcev sira za izvedbo kombinirane obdelave s TE in HHP.

Pri dolo¢anju inhibicije mikroorganizmov s pomoc¢jo HHP nas zanima predvsem njena
hitrost, torej koliko ¢asa potrebujemo za inaktivacijo doloCenega Stevila bakterij pri danih
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pogojih. Hitrost inaktivacije baterij je navadno podana z vrednostjo D, ki predstavlja cas,
pri katerem se Stevilo bakterijskih celic pri dolo¢enih pogojih zmanjs$a za 90 % oziroma za

1 log (Block, 2000).

3.2.8 Senzori¢na analiza sira z dodatkom TE

Da bi z vidika zagotavljanja varnosti in kakovosti uporabili optimalno koli¢ino
timijanovega izvlecka, ki ne bi poslabsal senzori¢nih lastnosti sira, hkrati pa bi bil
protimikrobno Se vedno dovolj ucinkovit, smo izvedli senzori¢no ocenjevanje
sprejemljivosti sira z razliénimi koncentracijami razlicnih frakcij timijanovega izvlecka.
Ocenjevanje sirov, ki smo ga izvedli v prostorih univerze "Dunarea de Jos din Galati" v
Romuniji, je temeljilo na principu hedonske senzori¢ne analize. V panelu desetih
preizkuSevalcev je sodelovalo Sest Zensk in Stirje moski. Ocenjevalci so senzorine
parametre preizkuSenih vzorcev sira, kot so okus, barva in splo$na sprejemljivost sira,
ovrednotili po petstopenjski $teviléni Linkertovi lestvici z ocenami od 1 do 5 (1-zelo
nevSecen, 2-nevseten, 3—nevtralen, 4—vseéen, 5—zelo veéen).

Da bi se izognili morebitnim velikim odstopanjem ocen ocenjevalcev, smo rezultate
ocenjevanja obdelali s programom Anova in Turkeyevim testom (p < 0,05). V naslednjem
koraku smo izracunali povprec¢ja ocen in njihove standardne odklone.

Panel je s pomocjo petstopenjske opisne Linkertove lestvice z ocenami od 1 do 5
ovrednotil tudi prisotnost dveh negativnih senzori¢nih lastnosti, in sicer grenak okus (1—
odsoten, 2—rahlo prisoten, 3—prisoten, 4—grenek, 5-zelo grenek) in peko¢ okus (1-odsoten,
2—rahlo prisoten, 3-prisoten, 4—peko¢, 5-zelo pekoc¢). Povpre¢je dobljenih ocen smo
zaokrozili na najblizje celo $tevilo. Dobljene variabilne spremenljivke smo pretvorili v
atributne spremenljivke, saj je bil namen senzori¢ne analize ovrednotiti senzori¢no
sprejemljivost vzorcev sira. Pri tem so za senzori¢no sprejemljive veljali le vzorci sira, pri
katerih sta bila oba negativna senzori¢na deskriptorja odsotna.
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

Zaradi boljse preglednosti bomo rezultate z razpravo razvrstili po enakem vrstnem redu kot
podpoglavja v poglavju MATERIALI IN METODE.

4.1 PRIDOBIVANIJE TIMIJANOVEGA IZVLECKA (TE)

V naSem poskusu smo postopek SFE izvedli pri dveh tla¢nih reZzimih, in sicer pri 40 MPa
in 30 MPa. V nasi delovni hipotezi smo pri¢akovali, da bo izkoristek SFE pri vi§jem tlaku
vecji, protimikrobne lastnosti izvleCka pa bodo izrazitejse pri izvlecku, pridobljenem s
postopkom SFE pri nizjem tlaku. V spodnjih preglednicah so navedeni parametri SFE in
podatki o lastnostih uporabljenega rastlinskega materiala pred in po postopku SFE.

Preglednica 4: Nastavitve parametrov postopka SFE za ekstrahiranje in frakcioniranje timijanovega izvle¢ka.

Parametri SFE Ekstraktor C30 Separator S40 Separator S45
Ekstrakcija prva druga prva druga prva druga
Temperatura (°C) | 40 40 40 40 20 20
Cas (h) 4 4 4 4 4 4
Tlak (MPa) 30 40 10 10 5 5
Pretok COz (ka/h) | 25 25 25 25 25 25

SFE — Superkriti¢na tekocCinska ekstrakcija

Preglednica 5: Lastnosti rastlinskega materiala timijana pred in po prvi ekstrakciji.

Parametri SFE Sarza 1 Sarza 2 Sarza 3
Ekstrakcija prva druga prva druga prva druga
Masa pred SFE (g) 397 314 388 310 366 312
Masa po SFE (g) 384 304 373 298 350 300
aw pred SFE 0,403 0,340 0,410 0,348 0,394 0,356
aw po SFE 0,206 0,205 0,224 0,214 0,234 0,225
Delez vode pred SFE (% ut/ut) 10,9 10,0 111 10,1 11,0 10,1
Delez vode po SFE (% ut/ut) 7,3 7,3 7,4 7,4 7,5 7,4

SFE — Superkriti¢na tekocinska ekstrakcija
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Preglednica 6: Koli¢ina pridobljenega izvlec¢ka timijana pri prvi in drugi ekstrakciji.

Izvlecek/Ekstrakcija Prva (30 MPa) Druga (40 MPa)
Masa S45(1) (g) 1,9102 2,680

Masa S40(1) (g) 1,8937 0,220

Masa S45(s) (9) 0,360 1,177

Masa S40(s) (9) 0,678 2,598

Skupna masa (g) 4,842 6,675

Izkoristek SFE (% ut/ut) 0,43 0,71

SFE — Superkriticna tekocCinska ekstrakcija

Superkriti¢na ekstrakcija je kompleksen proces, pri katerem je vsak korak, od lastnosti in
priprave rastlinskega materiala do tla¢nih, temperaturnih in ¢asovnih nastavitev procesa
ekstrakcije, pomemben dejavnik, ki vpliva na kon¢ni rezultat ekstrakcije. Razli¢ni pogoji
ter razlicna uporaba aparatur in opreme ne zagotavlja enakih pogojev SFE, kar nam
velikokrat otezi primerjavo rezultatov. Kljub temu so bili rezultati nase Studije primerljivi z
rezultati drugih raziskav (Zekovi¢ in sod., 2000; Balachandran in sod., 2006; Garcia-Risco
in sod., 2011; Fornari in sod., 2012).

4.1.1 Masne bilance

Iz preglednice 5 je razvidno, da se je po izvedbi SFE pri 30 MPa zmanjsala masa
rastlinskega materiala za 3,82 % ut/ut, od tega vecji deleZ izgube mase smo pripisali izgubi
vode, ki je v tem poskusu znasala 3,6 % ut/ut. Pri procesu SFE pri 40 MPa se je masa
rastlinskega materiala zmanjSala za 3,63 % ut/ut, od tega vecji deleZ izgube mase sSmo prav
tako pripisali izgubi vode, ki je pri drugi ekstrakciji znasala 3,1 % ut/ut. Manjsa izguba
vode je lahko rezultat manjse vsebnosti vode v rastlinskem materialu, Ki Smo ga uporabili
pri drugi ekstrakciji. Razlika med izgubo vode in zmanj$ano skupno maso rastlinskega
materiala predstavlja maso pridobljenega TE.

Vsebnost vode v rastlinskem materialu bistveno vpliva na potek SFE, saj lahko vecja
vsebnost vode zmanjs$a kontakt nepolarnega CO2 med postopkom SFE, lahko pa deluje
tudi kot samostojno topilo, ki v rastlinskem materialu zadrzi polarne sestavine TE
(Balachandran in sod., 2006).

4.1.2 Fizikalne lastnosti pridobljenih izvle¢kov

V naSem poskusu smo s postopkom SFE v obeh tla¢nih nastavitvah (30 in 40 MPa)
pridobili razli¢ne frakcije TE, ki so se med seboj razlikovale v barvi, agregatnih stanjih in
konsistenci. Pri obeh ekstrakcijah (30 in 40 MPa) se je izvlecek, pridobljen v prvem
separatorju, pojavil v dveh razli¢nih agregatnih stanjih. Pri prvi ekstrakciji (30 MPa) se je
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vecji del TE v prvem separatorju pojavil v obliki rjave oljnate tekocine, v manjsi meri pa v
obliki trdnega, olivno zelenega prahu, ki se je nabral okoli hladilne spirale prvega
ekstraktorja S40. Pri drugi ekstrakciji (40 MPa) se je vecji del TE v prvem separatorju
pojavil v obliki olivno zelenega prahu in v manjsi meri v obliki temno zelenega olja.

Pri drugi SFE, ki je potekala pri 40 MPa, je bilo tekocega izvlecka v prvem ekstraktorju
bistveno manj. Ugotovili smo, da se s povecanjem tlaka pri postopku SFE poveca tudi
ekstrakcija razli¢nih voskov iz rastlinskega materiala, ki se v separatorjih izlo¢ijo v trdni
obliki, v naSem primeru v obliki olivno zelenega prahu (Simandi in sod., 1998; Zekovi¢ in
sod., 2000). Do podobnih zakljuc¢kov so prisli tudi drugi raziskovalci. Fornari in sod.
(2012) so opazili, da je bil v njihovem poskusu TE v prvem ekstraktorju prisoten v obliki
goste paste, v manj$i meri pa tudi v obliki tekoCine.

Pri obeh ekstrakcijah (30 in 40 MPa) se je izvlecek, pridobljen v drugem separatorju, prav
tako pojavil v dveh razlicnih agregatnih stanjih. Vecji del izvlecka je bil v drugem
separatorju prisoten v obliki olja oranznorjave barve, v manjsi meri pa v obliki temno
zelene, skoraj ¢rne paste. To so V svoji raziskavi opazili tudi Fornari in sod. (2012). Delez
teko¢ega TE v drugem separatorju se je s poveCanjem tlaka SFE Se povecal. Enaka
opazanja so zabelezili tudi Simandi in sod. (1998), saj je bil tudi v njihovem poskusu TE v
drugem ekstraktorju v vecji meri prisoten v obliki rumenorjave oljnate tekocine.

Slika 8: Pridobljene frakcije timijanovega izvlecka (TE).

TE S40300 se je v tekoc¢i obliki pojavil kot oranznorjava oljna meSanica hidrofilne in
hidrofobne faze. Pri tem je bila ena faza skoraj brezbarvna, medtem ko se je TE S45300 v
tekoC¢em stanju pojavil kot temno rjava, hidrofobna, oljnata tekocina z oranznim odtenkom.

TE S40400 se je v tekoCem stanju pojavil kot temno zelena, hidrofobna, oljnata tekocina,
medtem ko se je TE S45400 v obliki tekoCine pojavil kot temno rjava, hidrofobna, oljnata
tekocina.
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4.1.3 Masni donos TE v odvisnosti od ekstrahiranega rastlinskega materiala

Masni donos TE ali tako imenovani izkoristek SFE se razlikuje od raziskave do raziskave.
Le-ta je odvisen od tlatnih nastavitev postopka SFE, kot so Cas ekstrakcije, temperatura
ekstrakcije in vrste rastlinskega materiala, ki ga uporabimo v postopku SFE. Pri SFE
timijana se izkoristek ekstrakcije giblje med 0,3 in 6,3 % ut/ut (Zekovi¢ in sod., 2000).

Fornari in sod. (2012) so pri izvedbi SFE, kjer so ekstrahirali posuSene dele timijana
(Thymus zygis) pri 30 MPa in 40 °C, dobili 2,61 % ut/ut izkoristek SFE. Ivanovi¢ in sod.
(2012) so pri izvedbi SFE timijana (Thymus vulgaris) pri 11,5 MPa in 40 °C dobili
1,23 % ut/ut izkoristek, medtem ko so Garcia-Risco in sod. (2011) dobili 3,56 % ut/ut
izkoristek.

V nasem poskusu je bil izkoristek SFE veliko man;jsi, in sicer 0,43 % ut/ut pri SFE pri
30 MPa in 0,71 % ut/ut pri SFE pri 40 MPa. Ceprav smo dobili manjsi izkoristek kot
Fornari in sod. (2012) in Garcia-Risco in sod. (2011), pa smo dobili podoben izkoristek,
kot so ga dobili Zekovi¢ in sod. (2000). V njihovi raziskavi so izvedli SFE pri 40 MPa
(40 °C), postopek ekstrakcije pa je trajal 2 uri in pol. Izkoristek SFE je v njihovem poskusu
znasal 0,475 % ut/ut TE, kar je primerljivo z izkoristkom SFE, ki smo ga dobili v nasem
poskusu. Podobno kot Fornari in sod. (2012) in Zekovi¢ in sod. (2000) smo tudi mi
ugotovili, da se s povecanjem tlaka SFE povecata izkoristek in skupna koli¢ina TE, kljub
temu da se delez protimikrobnih snovi na ratun povecanja vsebnosti voskov v TE zmanjsa,
kar lahko vpliva na protimikrobne lastnosti pridobljenih izvleckov.
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4.2 DOLOCANJE MIK IN MBK V GOJISCU BHI

Preglednica 7: Povprecja izmerjenih absorbanc posameznih frakcij TE pri metodi dolo¢anja MIK v BHI po
24 urah inkubacije.

TE (% A (S40300) A (S45300) A (S40400) A (S45400)
vol/vol) TE TE+List. TE TE+List. TE TE+List. TE TE+List.
0,00 0,1114 0,3035 0,1074 0,3278 0,1076 0,4248 0,1151 0,4535

c +0,0044 | £0,0407 | £0,0119 | £0,0443 | £0,0118 | £0,0815 | +£0,0163 | +0,0905
0,01 0,1052 0,2496 0,1008 0,3493 0,1004 0,5936 0,1109 0,5474
c +0,0021 | £0,0489 | £0,0026 | £0,0377 | £0,0029 | £0,0179 | £0,0060 | +0,0228
0,02 0,1319 0,2693 0,1978 0,3007 0,1289 0,3603 0,1271 0,3317
c +0,0255 | £0,0046 | £0,0691 | £0,0060 | £0,0041 | £0,0246 | +0,0043 | +0,0279
0,04 0,1429 0,3762 0,1424 0,3111 0,1457 0,5796 0,1548 0,4556
G +0,0008 | +£0,0292 | +0,0157 | £0,0049 | +0,0110 | +0,1129 | £0,0029 | +0,0336
0,08 *0,1834 | *0,1854 | 0,1493 0,3299 | *0,2093 | *0,2394 | *0,2134 | *0,2121
G +0,0084 | +0,0173 | +£0,0015 | £0,0244 | +0,0309 | +0,0088 | +0,0248 | +0,0030
0,16 0,1774 0,1903 | *0,1965 | *0,2161 | 0,2704 0,3025 0,3497 0,3237
G +0,0089 | +0,0083 | +£0,0207 | £0,0092 | +0,0108 | +0,0198 | +0,0443 | +0,0328
0,32 0,2984 0,3257 0,3508 0,3398 0,5141 0,5467 0,7598 0,8483
c +0,0256 | £0,0447 | £0,0939 | £0,0713 | £0,0771 | £0,0794 | £0,0262 | +0,1132
0,64 0,6516 0,5657 0,7828 0,9034 0,8296 0,9039 0,7813 0,8749
G +0,3318 | £0,2004 | +£0,0701 | +£0,1003 | +0,0409 | +0,0438 | +0,0248 | + 0,0066
1,28 1,0375 1,0935 0,3663 0,5447 0,5741 0,7237 1,1039 1,0894
c +0,1582 | £0,3155 | £0,0178 | £0,0318 | £0,0483 | £0,0404 | +0,2807 | +0,3196

A — povpreéje izmerjenih absorbanc razli¢nih frakcij timijanovega izvlecka; TE — izvledek timijana; TE +
List. — izvle¢ek timijana z dodatkom inokuluma; o — standardni odklon; * — odebeljene vrednosti prikazujejo
najmanj$e koncentracije posameznih frakcij TE, pri katerih je odsotna rast bakterij L. monocytogenes

Po inkubaciji mikrotitrskih ploS¢ smo povprecne vrednosti absorbanc posameznih frakcij
timijanovega izvlec¢ka primerjali med seboj. Ce primerjamo absorbanco negativne kontrole
(TE) z absorbanco pozitivne kontrole (TE + List) (0,00 %), opazimo o¢itno razliko v
izmerjenih absorbancah. Vecja izmerjena absorbanca v pozitivni kontroli je bila posledica
prisotnosti vecje koncentracije bakterijskih celic po inkubaciji. Opazili smo, da se z
nara$¢anjem koncentracije TE povecuje tudi absorbanca. PoviSana absorbanca v vzorcih z
vecjo koncentracijo TE ni rezultat rasti bakterij, temve¢ najverjetneje tvorbe kompleksov
med uporabljenim stabilizatorjem Tween 80 in polifenoli v TE (Carson in sod., 1995).
MIK smo dolo¢ili v obmoc¢ju med tisto koncentracijo TE, pri kateri je bila absorbanca
vzorca (TE + List) primerljiva z absorbanco slepe probe (TE), ter predhodno koncentracijo
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TE, v kateri je bila rast bakterij L. monocytogenes $e prisotna. Izmerjena absorbanca
najmanjse koncentracije TE, ki nakazuje na odsotnost rasti bakterij L. monocytogenes, torej
minimalno inhibitorno koncentracijo TE, je v preglednici 7 oznacena z odebeljenimi
vrednostmi izmerjenih absorbanc.

Iz preglednice 7 je razvidno, da je rast bakterij pri TE S40300, S40400 in S45400 prisotna
do koncentracije 0,08 % vol/vol TE. Pri tej koncentraciji smo opazili nizjo absorbanco, ki
je bila posledica odsotnosti rasti bakterij L. monocytogenes. MIK za omenjene tri izvlecke
se torej giblje med 0,08 in 0,04 % vol/vol TE. Pri TE S45300 je bila rast bakterij prisotna
do koncentracije 0,16 % vol/vol TE, zato se MIK omenjenih izvleckov giblje med 0,16 in
0,08 % vol/vol TE.
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0,08% 55 /
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Slika 9: Rezultati MBK razli¢nih frakcij in razli¢nih koncentracij TE, v gojis¢u MHA.

Rezultati pri doloanju minimalne baktericidne koncentracije so bili v skladu z nasimi
pricakovanji. MBK je bila podobno kot v ostalih izvleckih za eno razredCitev visja kot
dolo¢ena MIK. Najmanjsa MBK je bila dosezena v TE S40400, ker pri koncentraciji
0,16 % vol/vol TE v nobeni od treh paralelk ni pri§lo do rasti bakterij, medtem ko je pri
koncentraciji 0,08 % prislo do zmanjSane rasti bakterij v dveh od treh paralelk. Druga
protimikrobno najucinkovitejSa frakcija je bila TE S45400, kjer je pri koncentraciji
0,16 % vol/vol TE prislo do inhibicije rasti v dveh od treh paralelk, v eni paralelki pa je
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zraslo le nekaj bakterijskih kolonij. Pri koncentraciji 0,08 % vol/vol TE S45400 ni bilo
opaziti spremembe V rasti bakterij v nobeni od treh paralelk. Zelo podoben rezultat MBK v
primerjavi s TE S45400 smo dobili v TE S40300, Kkjer je pri koncentraciji 0,16 % vol/vol
TE v eni od treh paralelk zraslo nekaj bakterijskih kolonij, v ostalih dveh paralelkah pa rast
bakterij ni bila prisotna. Pri koncentraciji 0,08 % vol/vol TE v nobeni od treh paralelk ni
prislo do spremembe rasti bakterij. Najve¢ja MBK je bila opazena v izvlecku S45300, kjer
je bila dolocena tudi najve¢ja MIK. V tem izvlecku smo pri koncentraciji 0,32 % vol/vol
TE opazili odsotnost bakterij v dveh od treh paralelk, v eni paralelki pa je prislo zgolj do
njihove manjse rasti. Pri koncentraciji 0,16 % vol/vol TE smo opazili manj kolonij v dveh
od treh paralelk, medtem ko v eni paralelki ni bilo opaznih sprememb v rasti bakterij.

Iz rezultatov dolocitve MIK in MBK v vseh frakcijah TE smo ugotovili, da se razli¢ne
frakcije TE po svojih protimikrobnih lastnostih minimalno razlikujejo med seboj. MIK in
MBK najbolj in najmanj antibakterijsko aktivne frakcije se razlikujeta le v dvakratni
razredc¢itvi. Da sta MIK in MBK podobni, so v svoji raziskavi ugotovili tudi Santurio in
sod. (2014).

Vse razli¢ne frakcije TE, ki smo jih pridobili s postopkom SFE, se torej nahajajo v rangu
med 0,04 in 0,16 % vol/vol TE za MIK ter med 0,08 in 0,32 % vol/vol TE za MBK, kar je
primerljiv oziroma celo boljsi rezultat od rezultatov nekaterih drugih raziskovalnih del.
Mazzarrino in sod. (2015) so v svoji raziskavi dolocili MIK za izvle¢ek timijana (Thymus
vulgaris) za ve¢ sevov bakterij L. monocytogenes med 0,25 in 0,5 % vol/vol TE. De
Carvalho in sod. (2015) so v svoji raziskavi dolo¢ili MIK pri 0,125 % vol/vol TE na rast
bakterij L. monocytogenes v bujonu, pripravljenem na osnovi sira, medtem ko so Oussalah
in sod. (2007) dolo¢ili MIK med 0,05 in 0,1 % vol/vol TE na rast bakterij L.
monocytogenes v bujonu BHI. Podobne rezultate so dobili tudi Friedman in sod. (2002), ki
so ugotovili, da razli¢no protimikrobno delovanje rastlinskih izvleckov ni odvisno le od
kemijske sestave izvleCkov, temve¢ tudi od razlicnih postopkov priprave oziroma
postopkov razred¢evanja.

4.2.1 Vpliv topil na MIK in MBK

Pri razred¢evanju izvleckov se uporablja predvsem topila, kot so etanol, metanol, Tween
20, Tween 80, polietilen glikol, polipropilen glikol, heksan, dimetil zZveplov oksid in PBS.
Najbolj uporabljana topila in stabilizatorji so etanol, metanol in Tween 80, ki lahko v
prevelikih koncentracijah vplivajo na inhibicijo rasti bakterij (Burt, 2004).

Remmal in sod. (1993) so v svoji raziskavi ugotovili, da je z dodatkom 0,2 % vol/vol
agarja mogoce pripraviti stabilno emulzijo rastlinskih izvleckov. Izvlecek, katerega
emulzija je bila pripravljena z dodatkom agarja, je pokazala boljSe lastnosti na zaviranje
rasti bakterij v primerjavi z izvleCkom, katerega emulzija je bila pripravljena z dodatkom
etanola in stabilizatorja Tween 80, iz Cesar je razvidno, da lahko topila in stabilizatorji na
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rast bakterij vplivajo negativno ali celo pozitivno. Do podobnih ugotovitev so prisli tudi
Juven in sod. (1994).

4.3 PROTIMIKROBNI UCINEK TIMIJANOVEGA IZVLECKA V SVEZEM SIRU

Protimikrobni u¢inek razli¢nih koncentracij timijanovega izvleCka S45300 in S45400 na
bakterije L. monocytogenes v svezem siru smo dolocali z metodo razredéevanja v
fosfatnem pufru (PBS). Po 24 in 48 urah inkubacije petrijevk s PALCAM agarjem pri 37
°C, na katere so bile nanesene razred¢itve vzorcev (10 puL) z razli¢no vsebnostjo TE (od
0,5 do 0,03 % vol/ut), smo presteli kolonije, katerih Stevilo smo primerjali s Stevilom
kolonij v pozitivni kontroli. Rezultati v preglednici 8 predstavljajo povprec¢no Stevilo
kolonij na 1 g vzorca svezega sira. Izvedba poskusa doloCitve prezivelosti bakterij L.
monocytogenes v siru z dodatkom TE ni bila potrebna, saj inhibicija bakterij L.
monocytogenes pri dolocitvi protimikrobne u¢inkovitosti TE v siru ni bila nikoli pod mejo
zaznavnosti.

Preglednica 8: Koncentracija (CFU/mL) bakterij L. monocytogenes v vzorcih sira po 24 in 48 urah inkubacije
na PALCAM agarju pri 37 °C pri razli¢nih koncentracijah TE.

Koncentracija bakterij L. monocytogenes (CFU/mL)

TE S45300 S45400
Cusiru t:24h t:48 h t:24h t: 48 h
(% vol/ut)

0 2,25x10°8 2,35x10° 2,25x10° 2,35x10°
c + 4,95x10° + 3,53x10° + 4,95x10° + 3,53x10°

0,03 2,05x10° 2,35x10° 2,15x10° 2,15x10°
c +2,12x10° +2,83x10° + 7,07x104 + 7,07x104

0,06 1,10x10°8 2,15x10°8 1,65x10° 1,90%x10°
c +2,83x10° +1,06x10°8 +6,36x10° + 5,66x10°

0,12 4,00x10° 1,45x108 1,15x108 1,60x10°
c +1,41x10° +2,12x10° +7,07x10* +2,82x10°

0,25 5,50x10° 1,30x10° 1,00x108 1,40%x10°
c +7,07x10* + 4,24x10° +1,41x10° +2,82x10°

0,50 5,00x10° 1,05x108 1,25x108 1,55x108
c +1,41x10° +2,12x10° +7,07x104 +2,12x10°

TE —izvlecek timijana; o — standardni odklon
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Slika 10: Inhibicija bakterij L. monocytogenes v odvisnosti od koncentracije TE S45300 v siru po 24 in 48 urah
inkubacije na PALCAM agarju pri 37 °C.

0@
-0,05
0,1
y =-0,0439x + 0,0265
__ 015 R -0,8735
[==]
2 ®
S, =
=z 0,2
[=1s}
S o0z >
0,3 L
y=-0,0677x+ 0,0578
RZ=0,7882
-0,35 ®
0,4
0 0,03 0,06 0,12 0,25 0,50
Koncentracije TE 545400 ®po24h ®pod8h

Slika 11: Inhibicija bakterij L. monocytogenes v odvisnosti od koncentracije TE S45400 v siru po 24 in 48 urah
inkubacije na PALCAM agarju pri 37 °C.
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Rezultati so pokazali, da je prisotnost obeh izvleckov timijana v svezem siru negativno
vplivala na rast bakterij L. monocytogenes po 24-urni inkubaciji pri 37 °C, vendar v manjsi
meri, kot smo pric¢akovali, saj je bila inhibicija bakterij L. monocytogenes ob uporabi obeh
izvleCkov manjsa od 1 log. Zaviranje rasti L. monocytogenes se je bolj kot v manjSem
Stevilu kolonij kazalo v pocasnejsi rasti kolonij, saj so bile le-te v vzorcih svezega sira, v
katerih je prisoten TE, veliko manjSe, manjsa pa je bila tudi razgradnja eskulin glukoze v
PALCAM agarju, saj je bila povrSina ¢rnih con v vzorcih svezega sira, v Katerih je bil
prisoten TE, bistveno manjSa. Podobne rezultate so dobili tudi Juven in sod. (1994),
Mendoza-Yepes in sod. (1997), Smith-Palmer in sod. (2001) ter de Carvalho in sod.
(2015). Ugotovili so, da bi bilo v sirih potrebno povecati koncentracijo izvleckov za nekaj
desetkrat, da bi dobili podobne rezultate, kot so jih dobili pri ugotavljanju protimikrobnih
lastnosti izvle€kov v mikrobioloskih medijih.

Po 48-urni inkubaciji na PALCAM agarju so se pojavile nove kolonije bakterij L.
monocytogenes, katerim je odsotnost stresnega dejavnika (tj. TE) omogocila njihovo
ponovno rast. Po 48-urni inkubaciji ni bilo ve¢ mogoce opaziti razlik v velikosti kolonij L.
monocytogenes iz vzorcev sira z vsebnostjo TE ter pozitivno kontrolo.

4.3.1 Vpliv maséob na protimikrobne lastnosti TE

Po obsegu protimikrobnega uéinka na bakterije L. monocytogenes v siru se je najbolje
izkazala frakcija S45300, kar je ravno v nasprotju z rezultati, dobljenimi pri dolo¢anju
MIK in MBK v BHI, saj je imela ta frakcija najmanj$o protimikrobno ucinkovitost v
mikrobioloskem mediju. Razlog zato se verjetno skriva prav v fizikalnih lastnostih te
frakcije, predvsem v njeni manjsi hidrofobnosti. Med homogenizacijo izvleckov v vzorcih
svezega sira Smo predvsem pri koncentracijah TE, ve¢jih od 0,12 % vol/ut, opazili, da se je
izlo€ena mle¢na mascoba, ki je plavala na vrhu prve razredCitve, obarvala v barvo
uporabljenega izvlecka, kar nakazuje na absorpcijo izvlecka v mascobo, prisotno v svezem
siru. Ker je bil TE S45300 v primerjavi z ostalimi TE najmanj hidrofoben, se ga je tudi
najmanj raztopilo v mascobi, njegova razpoloZzljivost v preostalem matriksu svezega sira in
posledi¢no tudi protimikrobna u¢inkovitost na rast L. monocytogenes pa je bila veéja.

Po rezultatih in opazovanjih sode¢ predpostavljamo, da bi bili uporabljeni izvlecki bistveno
bolj ucinkoviti v siru z manjSo vsebnostjo maséob. Smith-Palmer in sod. (2001) so
ugotovili, da ima izvlecek timijana v svezem siru z zmanj$ano vsebnostjo masc¢ob veliko
ve¢ji protimikrobni ucinek na bakterije L. monocytogenes v primerjavi s svezimi siri z
vecjo vsebnostjo mascob. Ugotovili so tudi, da TE zavira rast bakterij L. monocytogenes v
svezih sirih le v koncentraciji, veéji od 0,5 % vol/vol, ¢eprav je TE deloval zaviralno na
rast bakterij L. monocytogenes pri veliko manj$ih koncentracijah v mikrobioloskem
mediju. Prav tako so v tej raziskavi ugotovili, da je izvle¢ek timijana izmed vseh
rastlinskih izvleckov, ki so jih uporabili, v smislu protimikrobne aktivnosti najbolj
obcutljiv na prisotnost mascob V Siru.
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Doloc¢anje zaviralnega uc¢inka na rast bakterij v hrani je zelo kompleksen proces, saj ima
matriks hrane velik vpliv na to, kako se bo bodisi uporabljeni izvle¢ek bodisi bakterije
obnasale v njuni medsebojni interakciji in interakciji s sestavinami hrane. Mascobe,
prisotne v hrani, tvorijo za$Citni plas¢ okoli bakterijske celice, ki omogoca, da
protimikrobne sestavine timijanovega izvlecka pridejo v stik z bakterijsko celico, po drugi
strani pa lahko mascoba v hrani absorbira izvlecek in zmanjsa tako njegovo prisotnost v
vodni fazi hrane ter posledi¢no vpliv izvlecka na bakterijske celice (Burt, 2004), kar so
pokazali tudi rezultati naSe raziskave.

4.3.2 Vpliv pH na protimikrobne lastnosti TE

Larson in sod. (1996) so porocali, da so bile bakterije L. monocytogenes manj obcutljive na
izvlecek hmelja v mleku in siru v primerjavi z uporabljenim mikrobiolo§kim medijem. Kot
glavni razlog navajajo vsebnost masc¢ob in razliko v vrednosti pH. Hidrofobnost izvle¢ka
ni odvisna le od njegove kemijske sestave, temve¢ tudi od pH medija. Pri nizjem pH se
hidrofobnost izvleckov poveca, kar pomeni, da se pri nizjem pH izvlecek lazje raztopi v
mascobi, kar prispeva tako k boljsi topnosti izvlecka v membrani bakterije, kot tudi boljsi
topnosti izvlecka v mascobi, prisotni v hrani (Juven in sod., 1994).

4.3.3 Vpliv vsebnosti vode na protimikrobne lastnosti TE

Manjsa vsebnost vode v hrani zmanjSa dostopnost izvlecka do bakterijskih celic. Tudi
proteini v hrani imajo velik vpliv na protimikrobno u¢inkovitost izvle¢kov. Juven in sod.
(1994) so ugotovili, da goveji serumski albumin nevtralizira protimikrobno uéinkovitost
timola, ki naj bi bila ena od glavnih protimikrobnih sestavin timijanovega izvlecka. Vzrok
je tvorba kompleksov med fenoli, prisotnimi v izvlecku, ter proteini, prisotnimi v hrani.
Tvorba takSnih kompleksov s proteini v hrani bi zmanjsala tvorbe kompleksov s proteini v
membrani bakterijskih celic, ki je eden klju¢nih mehanizmov zaviranja rasti bakterij
nasploh (Ultee in sod., 2002).

4.4 KOMBINIRANO DELOVANJE HHP IN TE NA ZAVIRANJE RASTI
BAKTERIJE L. monocytogenes V SVEZEM SIRU

Kombinirano delovanje HHP in TE pri razli¢nem tlaku in njegovem ¢asu izpostavitve na
zaviranje rasti bakterij L. monocytogenes smo dolocali z metodo razred¢evanja v fosfatnem
pufru (PBS), katerega 50 pL smo prenesli na PALCAM agar in ga inkubirali 48 ur pri
temperaturi 37 °C.

Po 48 urah inkubacije smo presteli kolonije, ki smo jih primerjali s pozitivno kontrolo.
Rezultati v preglednici 9 so podani kot povpre¢no stevilo bakterij obeh paralelk, na 1 g
vzorca svezega sira.
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Pozitivna kontrola (PK) ni bila izpostavljena visokemu tlaku, medtem ko je bil vzorec pri
¢asu 0 izpostavljen tlaku do vzpostavitve delovnega tlaka. HHP sistem namre¢ potrebuje
priblizno eno minuto, da kompresor vzpostavi zeleni tlak. Med tem ¢asom lahko pride do
inhibicije bakterij L. monocytogenes v preiskovanih vzorcih, Se zlasti pri visjih tla¢nih
rezimih. Da bi izkljuéili morebiten pojav inhibicije bakterij L. monocytogenes v tem casu,
smo postopek HHP v eni visokotlacni komori ustavili takoj ob vzpostavitvi Zelenega tlaka.
Ta vzorec je predstavljal vzorec ob ¢asu 0, ki smo ga uporabili kot izhodis¢e za izracun
vrednosti D.

Preglednica 9: Koncentracija bakterij L. monocytogenes v odvisnosti od uporabe postopka HHP pri razli¢nih
tlakih, ¢asovnih intervalih in koncentracijah TE.

200 MPa 225 MPa 250 MPa 300 MPa
Brez TE sTE Brez TE STE Brez TE sTE Brez TE sTE
PK PK PK PK PK PK PK PK
5,60x108 6,00x108 5,52x108 7,12x108 5,28x106 5,26x108 5,20x108 5,10x106
+7,07x10% | £3,54x10° | £9,90x10° | +1,41x10° +7,07x10° + 4,24 x10° +2,54x10° +1,41x10°
0 min 0 min 0 min 0 min 0 min 0 min 0 min 0 min
5,92x10° 5,92x10° 4,32x108 6,40x10° 4,32x108 3,62x108 5,50x10° 2,65x10°
+2,83x10° | +4,24x105 | +£2,83x10% | +4,24x105 | +594x105 | +3,39x10° | +1,55x10° | +9,43x10*
3 min 3min 2 min 2 min 3 min 3min 1 min 1 min
2,54x108 3,86x10° 9,20x10° 6,36x10° 4,98x10* 1,70x10* 5,35x10° 2,55x10°
+1,63x10° | +2,69x10° | +7,07x10* | *7,07x10° + 2,82x102 +4,24x10° +1,44x108 * 7,54x10?
6 min 6 min 4 min 4 min 6 min 6 min 2 min 2 min
8,32x10° 1,08x1098 1,34x10° 8,96x10* 3,80x10° 2,00x10? 2,00x10? 2,00
+1,13x10° | +1,06x105 | +1,13x10* | +1,13x10* + 2,82x102 +0 +0 +0
9 min 9 min 6 min 6 min 9 min 9 min 3 min 3 min
6,16x10° 9,92x10° 6,52x10° 4,16x10° / / / /
+1,20x10% | +£1,70x10° | +£2,62x10% | = 8,48x10?
12 min 12 min 8 min 8 min 12 min 12 min 4 min 4 min
6,24x10° 5,76x10° 9,60x10° 5,40x10° / / / /
+1,56x10° | +5,66x10* +0 +7,07x10?
15 min 15 min 10 min 10 min 15 min 15 min 5 min 5 min
2,34 X105+ | 2,32x10%+ 3,60x10° 2,56x10° / / / /
5,66x10* 2,12x10* +7,07x10% | +2,83x102

PK — pozitivna kontrola; TE —izvle¢ek timijana
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Slika 12: Inhibicija bakterij L. monocytogenes v kombiniranem postopku HHP in TE v odvisnosti od tlaka,
koncentracije TE in casa obdelave.
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Slika 13: Primerjava vrednosti D pri razli¢nih tlakih postopka HHP v vzorcih svezega sira s in brez TE.
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Vrednost D, ki smo jo izracunali za vsak poskus inaktivacije bakterij s postopkom HHP, je
bila odvisna od jakosti uporabljenega tlaka in prisotnosti ali odsotnosti TE v vzorcih
svezega sira. Vedji kot je bil tlak pri postopku HHP, krajsi ¢as smo potrebovali, da smo
zmanjSali prisotnost bakterij za 1 log. Enako je veljalo za vzorce sira, katerim je bil dodan
TE.

Iz slik 12 in 13, ki prikazujeta zaviranje rasti bakterij L. monocytogenes in vrednosti D
uporabljenih kombiniranih postopkov obdelave vzorcev svezega sira, je razvidno, da sta
kombinirana uporaba visokih hidrostatskih tlakov in timijanovega izvlecka vzajemno
vplivala na inaktivacijo bakterij L. monocytogenes v svezem siru. U¢inek se je poveceval s
povecanjem tlakov, kar je bilo v skladu z nasSimi pri¢akovanji, ¢eprav smo pric¢akovali
vecji kombinirani ucinek inhibicije na bakterije L. monocytogenes.

Stevilne $tudije inhibicije bakterij L. monocytogenes s postopkom HHP so pokazale, da na
obcutljivost bakterij L. monocytogenes vpliva sestava in lastnosti uporabljenega Zivila
(Patterson, 2005; Smelt, 1998; Martinez-Rodriguez in sod., 2012).

V nasem poskusu so se bakterije L. monocytogenes v primerjavi z drugimi Studijami
(Karatzas in sod., 2000; Carminati in sod., 2004; Evert-Arriagada in sod., 2012; Hnosko in
sod., 2012; Martinez-Rodriguez in sod., 2012; Tomasula in sod., 2014) izkazale kot zelo
obcutljive na visok hidrostatski tlak, zaradi ¢esar smo v fazi predposkusov imeli kar nekaj
tezav, da smo ugotovili, v katerem tlatnem obmocju in ¢asovnem intervalu je mogoce
opazovati protimikrobni ucinek uporabe HHP na bakterije L. monocytogenes v vzorcih
svezega sira. V predposkusih, kjer smo inokulirane vzorce sira za 5 minut izpostavili
tlakom 100, 200, 300, 400, 500 in 600 MPa (20 °C), smo opazili, da HHP do vklju¢no
200 MPa ni imel bistvenega vpliva na inhibicijo bakterij L. monocytogenes; pri tlakih,
vi§jih od 300 MPa, pa je priSlo do inhibicije bakterij L. monocytogenes, vecje od 5 log.
Podobna opazanja so zabelezili tudi Tholozan in sod. (2000), ki so preucevali kako HHP
vpliva na zaviranje rasti bakterij L. monocytogenes v razli¢nih pufrnih raztopinah. Kljub
veliki obcutljivosti bakterij L. monocytogenes na HHP je bila bakterija popolnoma
inaktivirana Sele, ko smo vzorce sira izpostavili HHP pri 600 MPa. To smo potrdili s
poskusom revitalizacije bakterij L. monocytogenes v primarni obogatitvi gojis¢a Half-
Fraser in nato v sekundarni obogatitvi gojisc¢a Full-Fraser (ISO 11290-1, 2004). Do enake
ugotovitve so prisli Tomasula in sod. (2014), ki so opazili popolno inhibicijo bakterij L.
monocytogenes pri enakih pogojih (600 MPa, 5 min, 20 °C) v sveZem siru Queso Fresco.

Uc¢inek HHP je na bakterije L. monocytogenes v obmo¢ju nizkih in srednje visokih tlakov
veCinoma bakteriostaticen, le redko baktericiden. To so ugotovili tudi Ritz in sod. (2001),
Lopez-Pedemonte in sod. (2003), Evert-Arriagada in sod. (2012) ter Hnosko in sod.
(2012), ki so v svojih S$tudijah opazili predvsem upocasnjeno rast bakterij L.
monocytogenes po izpostavitvi HHP, kar ima velik pomen za podaljsanje mikrobioloske
obstojnosti zivil.
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4.4.1 Vpliv pH na hitrost inhibicije HHP

Kljub podobnim rezultatom med naso in prej omenjenimi Studijami pa je bila opazna
razlika v hitrosti inhibicije bakterij L. monocytogenes pri podobnih pogojih HHP.
Inaktivacija bakterij L. monocytogenes je bila v nasi $tudiji bistveno hitrej$a v primerjavi z
rezultati Studije, ki so jo izvedli Tomasula in sod. (2014), saj smo enake ucinke dobili ze
pri uporabi 2-krat nizjih tlakov. Vec¢jo ucinkovitost HHP v nasi Studiji bi lahko pripisali
nizkemu pH (4,67) svezega sira, ki se v primerjavi s Studijo na siru Queso Fresco (pH 5,0)
nahaja na spodnji meji rastnega obmogja bakterij L. monocytogenes. Ce temu dodamo 3e
morebitno znizanje pH svezega sira zaradi u¢inkovanja visokih tlakov (FDA, 2014), je
lahko nizek pH v kombinaciji z visokimi tlaki glavni vzrok za povecano protimikrobno
delovanje HHP na bakterije L. monocytogenes v naSem poskusu. Martinez-Rodriguez in
sod. (2012) so v svoji $tudiji opazovali protimikrobni u¢inek uporabe visokih hidrostatskih
tlakov na bakterijah L. monocytogenes v siru Sainte Maure de Touraine (pH 4,7) in skorji
sira Gorgonzola (pH 7,0), pri ¢emer so ugotovili, da je bila protimikrobna ué¢inkovitost
HHP na rast bakterij L. monocytogenes bistveno vecja v siru z nizjim pH. Do podobnih
dognanj so prisli tudi Gallot-Lavallee (1998) ter Tholozan in sod. (2000).

4.4.2 Vpliv aw na hitrost inhibicije HHP

K ucinkovitosti HHP na inaktivacijo bakterij L. monocytogenes v svezem siru je lahko
prispevala tudi visoka vodna aktivnost, ki je v nasem poskusu znasala 0,970. Vpliv HHP in
vodne aktivnosti v siru na inaktivacijo bakterij L. monocytogenes so preuc¢evali Morales in
sod. (2006), ki so ugotovili, da so bile bakterije L. monocytogenes bistveno bolj dovzetne
za tlane spremembe V siru z vi§jo vodno aktivnostjo (aw 0,983) kot v siru z nizjo vodno
aktivnostjo (aw 0,922). Pri nizji vodni aktivnosti se bakterijska celica skr¢i. Zaradi
zmanjSanja njene povrsine je odpornejSa na visok tlak, poveca pa se tudi debelina celi¢ne
membrane, ki dodatno vpliva na zaSCito bakterijskih celic (Smelt, 1998; Martinez-
Rodriguez in sod., 2012).

4.4.3 Vpliv matriksa Zivila na hitrost inhibicije HHP

Moznosti uporabe kombinacije HHP in rastlinskih izvleckov v modelnem Zivilu je novo in
Se ne povsem raziskano podro¢je zagotavljanja varnosti hrane. Espina in sod. (2013) so
preucevali delovanje HHP in razli¢nih rastlinskih izvleCkov na razlicne mikroorganizme v
sadnem soku. Pri tem so ugotovili, da ima uporaba visokih tlakov ob dodatku rastlinskih
izvleckov pri koncentraciji 0,02 % vol/vol v sadnem soku sinergijski ucinek na
protimikrobno delovanje proti Stevilnim bakterijam, tudi proti L. monocytogenes. Ugotovili
so, da je ob dodatku 0,02 % vol/vol izvlecka v sadnem soku mogoce uporabiti skoraj
dvakrat nizji tlak, za doseganje enakega ucinka inhibicije kot v vzorcih brez izvlecka, ki so
bili obdelani s HHP. Razlog za izrazitejsi sinergijski ucinek protimikrobnega delovanja v
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njihovi studiji se verjetno skriva v preprostejSem matriksu sadnega soka, saj ta prakticno ne
vsebuje proteinov in mascob, ki bi omejevali antimikrobno delovanje rastlinskih izvleckov.
V isti $tudiji so porocali tudi o vplivu nizkega pH na povecano inhibicijo rasti bakterij L.
monocytogenes v soku, ko je bil ta obdelan s HHP, kar je skladno z ugotovitvami nase
Studije.

Karatzas in sod. (2000) so porocali o sinergijskem protimikrobnem delovanju uporabe
HHP in dodatka karvakrola na bakterije vrste L. monocytogenes v bujonu BHI in pol
posnetem mleku. Pri tem so ugotovili, da pride do opaznejSega sinergijskega ucinka
inhibicije ob uporabi visjih tlakov, kar je skladno z naSimi ugotovitvami. V tej Studiji so
izpostavili bakterije L. monocytogenes v pol posnetem mleku tlakom od 50 do 300 MPa za
20 minut pri treh temperaturnih rezimih (1, 8 in 20 °C), pri ¢emer je bila inhibicija bakterij
L. monocytogenes v primerjavi z naso Studijo bistveno manjsa, po vsej verjetnosti zaradi
visjega pH medija. V omenjeni $tudiji so opazili ve¢ji sinergijski u¢inek protimikrobnega
delovanja po dodatku karvakrola v mleko, ki je bilo Ze obdelano s HHP. Razlog za vecji
protimikrobni u¢inek si lahko razlagamo kot posledico vecje obcutljivosti bakterijskih celic
na TE zaradi poskodb povzro¢enih s HHP.

Ceprav se kombinacija dodatka TE in uporaba HHP v siru ni izkazala za tako uporabno
metodo kot v $tudiji, ki so jo izvedli Karatzas in sod. (2000) na mleku ter Espina in sod.
(2013) na sadnem soku, ta Se vedno predstavlja alternativo klasi¢nim tehnologijam
konzerviranja hrane, saj lahko ob pravem razmerju uporabe ene in druge metode dosezemo
inaktivacijo bakterij L. monocytogenes brez poslabsanja kakovosti hrane.

45 VPLIV TE IN HHP NA SENZORICNO KAKOVOST SIRA

Eden izmed klju¢nih ciljev v proizvodnji hrane je poleg zagotavljanja varnosti hrane tudi
zagotavljanje njene senzoricne kakovosti. Ker razlicne metode podaljSanja obstojnosti in
zagotavljanja varnosti hrane razli¢no vplivajo na njene senzori¢ne lastnosti, je pomembno,
da sprejemamo kompromise, ki ne bodo ogrozili ne varnostnih ne kakovostnih parametrov
hrane.

4.5.1 Vpliv HHP na teksturo in barvo sira

Uporaba visokih hidrostatskih tlakov za zaviranje rasti bakterij L. monocytogenes se je v
naSem poskusu izkazala kot zelo ucinkovita metoda za zagotavljanje mikrobioloske
varnosti svezega sira, vendar je obdelava hkrati negativno vplivala na njegovo senzori¢no
kakovost, ko je bil svezi sir izpostavljen tlaku, visjemu od 200 MPa. Najbolj opazni
spremembi sta bili predvsem povecano odpuscanje sirotke in pojav grudiCaste strukture
sira, kot posledica denaturacije proteinov. S povecanjem tlaka se je obseg strukturnih
sprememb sira le Se stopnjeval. Do podobnih ugotovitev so prisli tudi Van Hekken in sod.
(2013), ki so opazili denaturacijo proteinov in povecano izlo¢anje sirotke pri tlakih, visjih
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od 200 MPa, pri ¢emer je bilo odpusScanje sirotke izrazitejSe pri visjih temperaturah
obdelave s HHP.

Pojav prvih strukturnih sprememb v svezem siru je sovpadal s prvo zaznavo inhibicije rasti
bakterij L. monocytogenes. Tlak, ki povzro¢i denaturacijo proteinov v siru, povzroc¢i tudi
denaturacijo proteinov v membrani bakterijske celice, kar vpliva na moteno delovanje
bakterij in upocasni njihovo rast (Abe, 2007).

Sprememba strukture sira zaradi uporabe HHP se je v primerjavi z drugimi $tudijami
pojavila pri uporabi nekoliko nizjih tlakov verjetno zaradi relativno nizkega pH, ki je
pospesil denaturacijo proteinov v samem siru. Iz naSih opazovanj sklepamo, da je
kombinacija uporabe HHP in dodatkov, ki na rast mikroorganizmov vplivajo zaviralno,
nujna, da bi zagotovili varnost in hkratno senzori¢no sprejemljivost hrane. Tega mnenja so
bili tudi Sofos in sod. (1998).

Pri vzorcih, ki so bili obdelani s tlaki, visjimi od 400 MPa, smo opazili tudi spremembo
barve sira iz bele v rahlo rumenkasto. Podobne spremembe so bile opazene tudi v drugih
Studijah (Sandra in sod., 2004; Evert-Arriagada in sod., 2012; Van Hekken in sod., 2013).
Pojav spremembe barve sira ima ve¢ teorij. Saldo in sod. (2001) so rumenkasto barvo sira,
ki je bil obdelan s HHP, pripisali mikrostrukturnim spremembam sira, medtem ko so Juan
in sod. (2008) pojav pripisali spremembi strukture proteinov, Johnston in Darcy (2000) pa
sta v svojem poskusu spremembo barve sira pripisala spremembi porazdelitve vode v siru,
ki jo je povzrocil visok tlak.

4.5.2 Vpliv TE na okus sira

Na senzori¢no kakovost sira je vplivala tudi koli¢ina dodanega timijanovega izvlecka. V
preglednici 10 so podani rezultati senzori¢nega ocenjevanja vpliva razli¢nih frakcij TE in
njihovih koncentracij v svezem siru.
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Preglednica 10: Ocene senzoriénega ocenjevanja sira po dodatku razli¢nih frakeij TE.

0,20 % vol/ut TE | S40300 S45300 S40400 S45400

Okus 22+04 47+05 43+0,7 3,9+£0,7
Barva 3,8%+0,6 49+0,3 44+0,5 41+0,6
Grenak pookus Rahlo prisoten Odsoten Sibek Odsoten
Peko¢ pookus Rahlo prisoten Odsoten Sibek Odsoten
Sprejemljivost 30x£04 48+05 4,3+0,6 4,0+0,8

0,30 % vol/ut TE | S40300 S45300 S40400 S45400

Okus 19+0,2 3,0+0,5 2,7+0,2 19+10
Barva 3,1+0,4 3,2+0,3 3,1+£0,3 35+£06
Grenak pookus Prisoten Rahlo prisoten Sibek Rahlo prisoten

Pekoc pookus Rahlo prisoten Sibek Rahlo prisoten Sibek
Sprejemljivost 25+04 3,1+0,6 29+0,6 2,7+0,8
0,45 % vol/ut TE S40300 S45300 S40400 S45400
Okus 1,1+0,2 21+04 2,0+0,2 1,5+0,6
Barva 3,1+0,3 32+04 31+£04 35+£0,2
Grenak pookus Zelo grenek Grenek Zelo grenek Grenek
Peko¢ pookus Mocan Prisoten Mocan Prisoten
Sprejemljivost 2,1+0,3 30+£05 2,5+0,2 2,4+04

S40300 — frakcija izvlecka timijana pridobljenega v separatorju S40 pri 300 MPa;
S45300 — frakcija izvlecka timijana pridobljenega v separatorju S44 pri 300 MPa;
S40400 — frakcija izvlecka timijana pridobljenega v separatorju S40 pri 400 MPa;
S45400 - frakcija izvlecka timijana pridobljenega v separatorju S45 pri 400 MPa;
TE — izvlecek timijana

Rezultati senzoriénega ocenjevanja so pokazali, da sta bili frakciji izvlecka timijana
S40300 in S40400 senzori¢no manj sprejemljivi kot frakeiji S45300 in S45400 pri enaki
koncentraciji izvlecka v vzorcih sveZzega sira. Splo$na ocena zgornje meje sprejemljivosti
izvleCka v svezem siru, ki jo je podal panel, je bila 0,2 % vol/vol TE. Ker je ta
koncentracija izvleCka pokazala tudi rahel =zaviralni uéinek na rast bakterij L.
monocytogenes v vzorcih sira, smo to koncentracijo izvle¢ka uporabili v kombinaciji s
HHP.

Senzori¢na sprejemljivost rastlinskih izvleckov in njihovih koncentracij je odvisna od vrste
izvlecka, nadina njihovega pridobivanja in predvsem samega Zzivila, kateremu dodamo
rastlinske izvlecke. PoslabSanje senzori¢ne kakovosti sira ob dodatku timijanovega
izvlecka so v svoji raziskavi opazili tudi Smith-Palmer in sod. (2001).

Studije so pokazale, da lahko mesu dodamo ve&jo koli¢ino rastlinskega izvlecka kot siru.
Tsigarida in sod. (2000) so ugotovili, da dodatek 0,8 % vol/vol TE ne poslabsa senzori¢ne
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sprejemljivosti govejega mesa, medtem ko sta Skandamis in Nychas (2001) ugotovila, da
dodatek 1 % vol/vol izvlecka origana ne poslabsa senzoricne kakovosti mletega govejega
mesa po hladnem skladis¢enju.

Uporaba rastlinskih izvleCkov je v primerjavi z rde¢im mesom precej bolj omejena, ko jih
zelimo uporabiti v mesu rib. Mejlholm in Dalgaard (2002) sta ugotovila, da je meso
polenovk senzori¢no sprejemljivo ob dodatku timijanovega izvleCka do koncentracije
0,05 % vol/ut TE. Do podobnih ugotovitev so prisli tudi Harpaz in sod. (2003). Senzori¢na
sprejemljivost rib z dodatkom rastlinskih izvleckov se je po skladis¢enju pri temperaturah
hladilnika poslabsala, kar je v nasprotju s $tudijo, ki sta jo Skandamis in Nychas (2001)
izvedla na mletem govejem mesu.

Da bi se izognili negativnim senzoriénim u¢inkom rastlinskih izvleckov, so nam na voljo
razlicne alternative. Ena od moznosti je uporaba rastlinskih izvleC¢kov ne le kot
konzervansov, temve¢ tudi kot sestavine okusa, zlasti v sirih, v katere so vkljucene
za¢imbe za izboljSanje arome sirov. Po drugi strani bi bili lahko rastlinski izvlecki
vkljuceni v zivilske izdelke, ki imajo ze sami po sebi mo¢an okus, ki lahko prekrije okus
dodanega izvlecka. Tretja moznost bi bila uporaba samo protimikrobno najucinkovitejsih
spojin, kar lahko predstavlja dolo¢ene omejitve predvsem glede zakonodaje, povecala pa bi
se tudi moznost razvoja rezistence bakterij na posamezno protimikrobno ucinkovino. Da bi
se izognili neZelenim senzori¢nim spremembam, lahko kombiniramo uporabo rastlinskih
dodatkov z drugimi protimikrobnimi ué¢inkovinami ali fizikalnimi metodami zaviranja rasti
mikroorganizmov, kot je uporaba visokih hidrostatskih tlakov (Smith-Palmer in sod., 2001,
Burt, 2004).

Uporaba HHP se je izkazala kot zelo uspeSna metoda konzerviranja, ki pa je imela v vi§jih
tlaénih obmo¢jih negativen vpliv na senzoricne lastnosti sveZega sira. Kljub temu metoda
obljublja dobre rezultate na Stevilnih vrstah zorjenih sirov, katerim lahko pospesi proces
zorenja, izbolj$a njihovo strukturo in senzori¢no kakovost (Huang in sod., 2014).

Druga smer iskanja vecje uporabnosti takSnega nacina konzerviranja so Zivila z manjsSo
vsebnostjo mascob, saj le-te mo¢no zmanj$ajo antibakterijsko ucinkovitost rastlinskih
izvleCkov.
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5 SKLEPI

e Spremembe tla¢nih parametrov pri pridobivanju timijanovega izvlecka s superkriticno
tekocinsko ekstrakcijo z ogljikovim dioksidom, so imele rahel vpliv na protimikrobno
ucinkovitost frakcij TE. Vecje razlike so bile v izkoristku pridobivanja TE, in sicer
0,43 % ut/ut pri SFE pri 30 MPa in 0,71 % ut/ut pri SFE pri 40 MPa. Razlike smo
opazili tudi v fizikalnih lastnosti razli¢énih frakcij TE, vkljuéno z njihovo
hidrofobnostjo. Ta ima pomemben vpliv na protimikrobno delovanje TE, zlasti v
zivilih z veliko vsebnostjo masc¢ob.

e Ucinek timijanovega izvlecka na zaviranje rasti bakterij vrste L. monocytogenes je bil v
modelnem Zivilu bistveno slabsi kot v mikrobioloskem mediju (bujonu BHI), kar je
bilo v skladu z nasimi pri¢akovanji.

e Kombinirana uporaba hidrostatskega tlaka in dodatka timijanovega izvlecka je imela na
bakterije vrste L. monocytogenes v svezem siru moc¢nej$i protimikrobni ucinek kot
uporaba posamezne metode. Protimikrobni u¢inek kombinirane uporabe obeh metod se
je povecal pri uporabi vi§jih tlakov, kljub temu pa bistvenega sinergijskega ucinka
inhibicije bakterij vrste L. monocytogenes v primerjavi z ostalimi $tudijami nismo
opazili.

e Kombinirana uporaba hidrostatskega tlaka in dodatka timijanovega izvlecka se je
izkazala kot protimikrobno ucinkovita metoda, ki pa je imela ob pretirani uporabi
negativen vpliv na senzori¢no kakovost svezega sira.
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6 POVZETEK

Zagotavljanje mikrobioloske neoporecnosti hrane je eden najpomembnejSih varnostnih
parametrov v zivilski industriji. Zaradi ¢revesnih bolezni letno zboli ve¢ milijonov ljudi po
vsem svetu. Listerioza je bolezen, ki jo povzroca bakterija Listeria monocytogenes in je
zaradi njene visoke umrljivosti ena izmed najresnej$ih, s hrano prenosljivih bolezni.

Ceprav zivilska industrija poskusa s pomocjo dodatnih postopkov predelave izboljsati
mikrobiolo$ko varnost hrane, si potrosniki zelijo vse manj predelane hrane z manjSo
vsebnostjo konzervansov, kar povecuje razhajanje med zagotavljanjem varnosti hrane in
zeljami potroSnikov. Da bi ustregli potroSnikovim zeljam in hkrati zagotovili varnost
hrane, nam uvedba "zelenih" tehnologij, kot sta uporaba rastlinskih izvleckov in visokih
hidrostatskih tlakov (HHP), omogocata alternativno resitev za obstoje¢o problematiko.

V nasi $tudiji smo s pomocjo superkriticne tekocinske ekstrakcije (SFE) iz posusenih delov
timijana (Thymus vulgaris L.) pridobili razli¢ne frakcije izvlecka timijana (TE), katerih
protimikrobno uéinkovitost na bakterije vrste L. monocytogenes smo medsebojno
primerjali v bujonu BHI. NajprimernejSo frakcijo, ki smo jo izbrali na podlagi njene
protimikrobne uéinkovitosti in topnosti, smo kasneje uporabili v vzorcih svezega sira.

Ugotovili smo, da so frakcije TE, pridobljene pri visjih tlakih, v bujonu BHI protimikrobno
ucinkovitejSe, prav tako pa uporaba visjih tlakov prispeva k boljSemu izkoristku same
ekstrakcije. Opazili smo tudi, da se protimikrobna ucinkovitost frakcij TE v bujonu BHI
povecuje z narasanjem njihove hidrofobnosti, med tem ko je v svezem siru, zaradi
prisotnosti mle¢ne mascobe, protimikrobna uc¢inkovitost frakcij TE obratno sorazmerna z
naras¢anjem njihove hidrofobnosti.

Vzorcem sira, ki smo jim dodali razli€ne koncentracije frakcij TE, smo dolo€ili senzori¢no
sprejemljivost. Za senzori¢no najsprejemljivejSo frakcijo TE smo dolocili S45300 do
koncentracije 0,2 % vol/vol. Svezi sir z dodatkom S45300 pri koncentraciji 0,2 % vol/vol
smo izpostavili razlicno visokim tlakom, pri ¢emer smo opazovali skupen protimikrobni
u¢inek TE in HHP na rast bakterij vrste L. monocytogenes.

Ugotovili smo, da TE in HHP vzajemno delujeta na zaviranje rasti bakterij L.
monocytogenes, vendar se kmalu po opazenem protimikrobnem ucinku v siru pojavijo
senzori¢ne spremembe. Pri tlaku, vecjem od 200 MPa, sta se vzorcem Sira spremenili
tekstura in barva. Spremembe so se kazale v vecji sinerezi, pojavu grudiCaste strukture in
rumenkaste obarvanosti sira. Omenjene spremembe so se stopnjevale z visSanjem tlaka.

Ker imata obe metodi s senzori¢nega vidika svoje omejitve glede njune uporabe, je
potrebno, da se kombinacijo obeh tehnologij uporabi v toliksnem obsegu, da bo skupni
protimikrobni u¢inek obeh tehnologij ve¢ji od vsote njunih posameznih u¢inkov in da ta ne
bo poslabsal senzori¢ne kakovosti svezega sira.
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