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Zivilska industrija i§¢e produkte z dodano vrednostjo, ki se lahko proizvedejo iz stranskih
proizvodov v kmetijstvu. Zato je bil namen magistrske naloge prouciti protimikrobno
delovanje izvle¢kov fenolnih spojin tropin Sestih sort grozdja (Vitis vinifera L.) in potrditi,
da je ucinkovitost odvisna od sorte in vinifikacijskega postopka. Cilj naloge je bil tudi, da
na osnovi protimikrobne uéinkovitosti izberemo optimalno sorto in ekstrakcijsko topilo ter
primerjamo protimikrobno ucinkovitost inkapsuliranega in neinkapsuliranega izvlecka.
Raziskave so bile usmerjene v sorte, ki so najbolj zastopane na Vipavskem, to so tri bele
sorte (zelen, sauvignon, rebula) in tri rde¢e sorte (cabernet sauvignon, merlot, modri pinot).
Minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) smo dolo¢ili 42 izvleCkom fenolnih spojin,
pridobljenih iz tropin Sestih sort in s sedmimi razli¢énimi ekstrakcijskimi topili. Uporabili
smo pet testnih mikroorganizmov, ki so vklju¢evali po Gramu pozitivne (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes) in po Gramu negativne bakterijske vrste
(Escherichia coli O157:H7 in Salmonella Enteritidis). Rezultati so pokazali, da so najvi§jo
protimikrobno aktivnost pokazali izvlecki tropin sort sauvignon in zelen, pri rdecih sortah
je zelo dobro protimikrobno aktivnost pokazal modri pinot. Izvlecki so bili najbolj
ucinkoviti proti po Gramu pozitivnim bakterijam. Presenetljivo je, da sta bili sorti zelen in
sauvignon zelo ucinkoviti tudi proti obema po Gramu negativnima bakterijama. Izmed
sedmih ekstrakcijskih topil se je kot najbolj optimalen izkazal 50 % etanol. Dokazali smo
tudi, da nacin aplikacije izvlecka vpliva na protimikrobno ucinkovitost.
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The food industry is searching for ways to productively utilize agricultural by-products.
The focus of our work was to study antimicrobial activity of phenol compounds extracted
from grape pomace of six different varieties of grape. The aim of this master thesis is to
confirm that antimicrobial activity of grape pomace extracts depends on the grape variety
as well as on the vinification process. The goal of this project is to determine the optimal
grape variety on the basis of its antimicrobial activity, to optimize the extraction method of
phenol compounds from grape pomace, and to compare antimicrobial activity of soluble
phenolic extracts to encapsulated phenolic extracts. Predominant grape varieties in the
Vipava Valley wine-producting region (Slovenia) were selected: "Rebula’, “Sauvignon™ and
“Zelen™ as white and “Cabernet Sauvignon®, "Merlot™ and “Pinot Noir™ as red varieties (all
Vitis vinifera L.). Broth microdilution method was used to determine minimal inhibitory
concentration (MIC) for six cultivars and seven extraction solvents, total 42 extracts. We
used five target microorganisms, which included Gram-positive (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes) and Gram-negative bacteria (Escherichia
coli O157:H7, Salmonella Enteritidis). Our results show that the extracts from white grape
varieties “Sauvignon® and “Zelen® had the highest antimicrobial activity. "Pinot Noir®
showed the highest antimicrobial activity among the red grape varieties tested. The extracts
were most effective against Gram-positive bacteria. Surprisingly white grape varieties
“Zelen™ and “Sauvignon® were highly effective against both Gram-negative bacteria tested.
Out of 7 different solvents tested, we determined that 50 % ethanol was the most efficient.
We also showed that the method of application affects antimicrobial efficiency of the
extract.
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1UvOoD

Ravnanje z odpadki oz. njihovo odstranjevanje je eden glavnih problemov, s katerimi se
soocCa vecina obratov za predelavo hrane. Zaradi nove zakonodaje se odpadki ne smejo ve¢
uporabljati na tradicionalni nacin v kmetijske namene. Stranski proizvodi so v prehranski
industriji dolgo predstavljali breme, zaradi sodobne tehnologije pa so postali odpadki
zanimivej$i in dandanes postajajo vir dragocenih bioaktivnih snovi (Goula in Lazarides,
2015).

Pri predelavi sadja nastane veliko stranskih produktov, po nekaterih ocenah ostane
neizkori$€enega priblizno 25-35 % vsega sadja (Gyawali in Ibrahim, 2014). Najvedji
svetovni pridelek sadja je grozdje (Vitis vinifera L.), ki se ga na leto pridela ve¢ kot 60
milijonov ton. PribliZzno 80 % se ga nameni za proizvodnjo vina. Najpomembnejsi stranski
proizvod te proizvodnje so grozdne tropine, ki vsebujejo veliko bioaktivnih snovi (Bordiga
in sod., 2015).

Velika koli¢ina bioaktivnih spojin iz grozdja po predelavi v vino ostane neizkori§¢enih.
Tropine se vecinoma zavrzejo ali pa se celo nekontrolirano odlagajo na poljih in
vodotokih. Ti odpadki predstavljajo obremenitev za okolje zaradi velike vsebnosti
sekundarnih rastlinskih metabolitov, ki pa imajo ob pravilni predelavi pozitiven vpliv na
Cloveski organizem. Izkoris¢anje sekundarnih rastlinskih metabolitov pomeni relativno
poceni surovino in tudi dodano vrednost pridelavi in predelavi grozdja (Trost in sod.,
2011).

Grozdje je bogat vir fenolnih snovi, ki pa so lokalizirani predvsem v kozicah in peckah,
manj v pulpi (Xia in sod., 2010). Fenolne spojine so naravno prisotne protimikrobne snovi,
ki delujejo protimikrobno proti Sirokemu spektru mikroorganizmov (Calo in sod., 2015).

Uporaba naravnih konzervansov, kot so organske kisline, eteri¢na olja, rastlinski ekstrakti
in bakteriocini, je dobra alternativa za doseganje varnih zivil (Burt, 2004; Holley in sod.,
2005; Tiwari in sod., 2009). V zadnjih letih je bilo opravljenih veliko §tudij, ki so dokazale
protimikrobno uc¢inkovitost rastlinskih proizvodov. Zato je uporaba rastlinskih izvleckov s
protimikrobno ucinkovitostjo pri postopkih konzerviranja hrane zelo pomembna.
Najpomembnejse sestavine, ki vplivajo na protimikrobno uc¢inkovitost, antioksidativne, pa
tudi senzori¢ne lastnosti hrane, so fenolne spojine, alkaloidi, terpenoidi, isotiocianati in
polipeptidi (Cowan, 1999).

Mikroorganizmi so bili vedno povezani z zivili rastlinskega in Zivalskega izvora. Razen pri
industrijsko sterilizirani hrani, so mikroorganizmi povezani z vsemi zivilskimi izdelki.
Povzro€ajo lahko zazelene spremembe v hrani, najveckrat kvarjenje s spremembo
senzori¢nih lastnosti, lahko pa tudi sintezo toksi¢nih snovi. Za prepreCevanje
mikrobioloskega kvara je poznanih veliko postopkov konzerviranja, vendar se lahko pri
vecini teh postopkov poslabsajo senzori¢ne lastnosti hrane. Potrosniki zelijo, da je hrana
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minimalno predelana, vsebuje ¢im manj aditivov in da je varna. Sinteti¢ni konzervansi so
odobreni v mnogih drzavah, vendar se zaradi mnogih neZelenih ucinkov, ki jih ti
povzrocajo, pogosteje uporabljajo naravni konzervansi. Njihova varnost in uc¢inkovitost je
v Stevilnih primerih Se ne povsem raziskana (Negi, 2012).

Bolezni, ki se prenaSajo s hrano, so $e vedno povezane z velikimi stroki. Stevilne
bakterije, ki se prenasajo s hrano, so infektivne ali toksinogene ali oboje hkrati.
Staphylococcus aureus je po Gramu pozitivna bakterija in pogost vzrok za zastrupitve z
enterotoksini. Najpogosteje jih bakterije sintetizirajo v beljakovinskih zivilih. Bacillus
cereus je po Gramu pozitivna, sporogena bakterija, ki ima po svetu razli¢no incidenco
izbruhov bolezni, ki so pogojeni s hrano (Gutiérrez-Larrainzar in sod., 2012). Bakterije
rodu Salmonella in vrst Listeria monocytogenes ter Escherichia coli O157:H7 so Se vedno
ene najpomembnejSih povzrociteljic bakterijskih okuzb, ki se prenasajo s hrano
(Revichandran in sod., 2011).

1.1 CILJI NALOGE

Cilj te naloge je bil prouciti protimikrobno delovanje izvleckov fenolnih spojin grozdnih
tropin, ekstrahiranimi s sedmimi razli¢nimi topili treh belih sort (zelen, sauvignon, rebula)
in treh rdecih sort (cabernet sauvignon, merlot, modri pinot) na Gram pozitivne bakterije
vrst Staphyloccocus aureus, Listeria monocytogenes in Bacillus cereus ter na Gram
negativne bakterije Escherichia coli O157:H7 in Salmonella Enteritidis, z namenom:

» dolociti protimikrobno ucinkovitost izvleckov in primerjati med seboj izvlecke
Sestih razlicnih sort ter potrditi, da je ucinkovitost odvisna od sorte in
vinifikacijskega postopka;

= dolociti odvisnost protimikrobne ucinkovitosti od vrste ekstrakcijskega topila;

* na osnovi protimikrobne ucinkovitosti izbrati optimalno sorto in ekstrakcijsko
topilo;

= primerjati protimikrobno uéinkovitost inkapsuliranega in neinkapsuliranega
1zvlecka.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

= Protimikrobni uc¢inek je odvisen od sorte grozdja in vinifikacijskega postopka, zato
bomo med 6 sortami izbrali optimalni postopek in sorto, glede na protimikrobno
ucinkovitost.

* Protimikrobna ucinkovitost je odvisna od vrste ekstrakcijskega topila, zato bomo
med 6 testiranimi kombinacijami topil izbrali optimalno.

» Protimikrobna ucinkovitost je odvisna od nacina aplikacije — potrdili bomo
uéinkovitost izbranih fenolnih izvleckov, kapsuliranih v B-ciklodekstrinsko
ovojnico.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 STRANSKI PROIZVODI IN ODPADKI TER RAVNANJE Z NJIMI

Vinska trta (Vitis vinifera L.) oz. grozdje je najvecji svetovni pridelek sadja, ki se ga
uporablja za pridelavo vina, soka, namiznega grozdja, rozin itd. (Ali in sod., 2010). V
svetu se je leta 2012 po podatkih organizacije FAO (FAO, 2014) pridelalo okoli 67
milijonov ton grozdja, od tega se okoli 80 % uporabi v pridelavi vina. V vinogradniskem
sektorju nastajajo stranski produkti, kot so tropine, peclji, drozi in listi, ki lahko
predstavljajo tudi do 30 % skupne koli¢ine predelanega grozdja. Glede na skupno koli¢ino
pridelanega grozdja nastaja letno priblizno 20 milijonov ton stranskih produktov. Vecina
od njih je zavrzenih brez kak$nekoli predelave, kar lahko povzroc€a velik negativen vpliv
na okolje (Melo in sod., 2015).

Obstaja podatek, da priblizno 20 % mase predelanega grozdja ostaja v obliki tropin, to
pomeni letno okoli 10 milijon ton stranskih produktov (Kammerer in sod., 2014). Nekateri
viri navajajo koli¢ine od 5—7 milijonov ton (Meyer in sod., 1998), drugi pa, da samo v
Evropi nastane celo do 14,5 milijonov ton tropin (Torres in Bobet, 2001). Ocene se lahko
razlikujejo tudi zato, ker se sestava groznih tropin in vsebnost vode spreminja in s tem tudi
teza (Schieber in sod., 2001).

Na ravni Evropske unije je bila sprejeta nova okvirna Direktiva 2008/98/EC (2008) o
ravnanju z odpadki, ki obravnava tudi stranske proizvode, to so snovi ali predmeti, ki
nastanejo pri proizvodnem procesu, katerega glavni namen ni proizvodnja tega izdelka.
Omenjena direktiva uveljavlja nov pristop k obravnavi odpadka, ki temelji na hierarhicnem
sistemu (slika 1).

Preprecev ranje y

y

\ = y
Ponovna uporaba / BREZ ODPADKOV

ODPADKI

PDdlaganje
NiZja prioriteta

Slika 1: 5-stopenjska hierarhija ravnanja z odpadki (MOP, 2015)
Figure 1: The waste management hierarchy (MOP, 2015)

Odpadki so vir surovin (in ne samo nekaj, kar je potrebno ¢im ceneje odloziti), zato morajo
drzave Clanice sprejeti ukrepe, da se odpadki v ¢im vecji meri ponovno uporabijo. Do leta
2020 bo potrebno predelati 50-70 % odpadkov (Kammerer in sod., 2014; MOP, 2015).
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Fontana in sod. (2013) so poudarili, da ponovna uporaba industrijskih stranskih proizvodov
predstavlja alternativno pot industriji k zmanjSanju vpliva odpadkov na okolje. Zaradi
nepopolne ekstrakcije tekom maceracije grozdja vsebujejo ti stranski proizvodi vinarstva
(grozdne tropine) pomembne koli¢ine fenolnih spojih (Bordiga in sod., 2015).

2.2 GROZDNE TROPINE
2.2.1 Pridelava grozdja in grozdnih tropin v Sloveniji

V Sloveniji se letno pridela okoli 100.000 ton grozdja, od tega se 18 % pridela na
Vipavskem. Znacilnost Vipavske doline je pester in Stevilen sortni sestav. V letu 2005 se je
na Vipavskem pridelalo najve¢ grozdja sort merlot (21 %), rebula 12,7 %, sauvignon 11 %,
cabernet sauvignon 8,6 %, zelen 2,3 % in modri pinot 0,9 %. Sorte zelen se je na tem
obmod&ju v letih 19992004 pridelalo povpreéno 300 ton (Skvarg, 2005).

Tudi v Sloveniji v vinarstvu nastaja velika koli¢ina stranskih produktov in odpadkov. Zelo
malo teh odpadkov se reciklira ali ponovno uporabi. Na splosno se vecina rastlinskih
odpadkov v Sloveniji brez predhodne obdelave zavrze, uporabi za krmo ali za kompost.
Majhen del tropin se v Sloveniji uporablja za pridelavo kisa, poznamo tudi tropinovec,
zganje iz grozdnih tropin. V letu 2014 so v Radgonskih goricah dali na trg prvih 300
stekleni¢k olja iz grozdnih peck avtohtone sorte radgonska ranina (Njegova visokost ...,
2014). V Ormozu pa so leta 2011 odprli bioplinarno, ki poleg ostale kmetijske biomase
uporablja tudi grozdne tropine (Putarek, 2011).

2.2.1.1 Proizvodnja vina

Kakovost vina se za¢ne z vinsko trto in sorto grozdja. Kemijska sestava grozdja je poleg
kakovostnega dednega potenciala odvisnha predvsem od naravnih danosti — porekla. Vsem
naravnim danostim se pridruZi Se vinogradniS$ka tehnologija, torej delo vinogradnika, ki
lahko vpliva na koli¢ino pridelka, zdravstveno stanje in s tem precej tudi na kakovost
pridelka. Pridelava vina se zafne z ustreznim Casom trgatve, pecljanjem, drozganjem,
maceracijo, stiskanjem, vrenjem in zorenjem vina (Sikovec, 1993). Glavna razlika med
proizvodnjo belega in rdeCega vina je v tem, da stiskanje rdeCega grozdja poteka po
fermentaciji in maceraciji, stiskanje belega grozdja pa poteka pred fermentacijo, kar tudi
direktno prispeva k razli¢ni kemijski sestavi rdecih in belih tropin (Jackson, 2008).

2.2.1.2 Maceracija

Pri pridelavi belega vina je zaradi oksidacije moSta maceracija ¢im krajSa, maksimalno
nekaj ur. Lahko pa se odlo¢imo za kontroliran dalj$i postopek maceracije, ki odlo¢ilno
prispeva k izrazitejsi aromatiki posameznih belih sort. Vpliv maceracije na vino je odvisen
od izbrane sorte in pogojev med maceracijo, predvsem temperature in dolZine postopka.
Osnovni namen maceracije je obseznejSa ekstrakcija aromati¢nih spojin, ki so vezane v
kozicah, mesu in peckah, kar Se posebno velja za daljSe maceracije pri pridelavi vina iz
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manj aromatiénih sort grozdja. Ceprav podaljiana maceracija poveca izloanje fenolnih
spojin, to ne vpliva na povecanje grenkega okusa, kot ga opazamo pri rdeCemu vinu.
Razlog je v odsotnosti antocianinov v belem grozdju. Antocianini so sami po sebi brez
okusa, vendar se vezejo s katehini in flavonoidnimi tanini, kar povzroca grenak in trpek
okus (Jackson, 2008).

Pri pridelavi rdeCega vina potekata maceracija in fermentacija soCasno. Maceracija
povzro¢i ekstrakcijo antocianinov in taninov iz drozge. Najprej se ekstrahirajo antociani, ki
so bolj topni v primerjavi s tanini. Ko nastopi fermentacija, nastajajo¢i etanol zaradi
nara$¢ajoe poroznosti membrane $e dodatno pospesuje izloéanje antocianinov. Cas
maceracije je odvisen od stila rdeCega vina, obi¢ajno pa traja 3-5 dni, lahko pa tudi dlje.
Daljsa maceracija korelira s povecano koncentracijo visoko molekularnih taninov.
IzloCanje fenolnih snovi povecuje tudi vi§ja temperatura vrenja, ki je pri rdecih sortah
pogosto od 24-27 °C (Jackson, 2008).

2.2.2 Sestava grozdja in grozdnih tropin

Kvaliteta vinske trte je v glavnem odvisna od njenih metabolitov. V rastlinah poznamo dve
vrsti metabolizma, primarni in sekundarni. Primarni metabolizem je odgovoren za rast,
razvoj in razmnozevanje rastlin, medtem ko sekundarni metabolizem ni direktno povezan s
temi procesi, ima pa pomembno ekolosko funkcijo, saj sekundarni metaboliti predstavljajo
obrambo pred Skodljivci, paraziti in boleznimi, vplivajo na medvrstno tekmovanje in s
pomoc¢jo razliénih vonjev in barv pospeSujejo razmnozevalne procese. Med kemijske
sestavine grozdja sodi veliko bioaktivnih snovi, kot so vitamin E, flavonoidi, linolenska
kislina in procianidini, ki jih je najve¢ v grozdnih pec¢kah, v manjsi koli¢ini pa se nahajajo
tudi v kozici. Med primarne metabolite sodijo sladkorji, aminokisline in organske kisline.
Sekundarni metaboliti pa predstavljajo fenolne spojine (Ali in sod., 2010).

2.2.2.1 Kemijska sestava grozdja

Glavne sestavine grozdja so voda, sladkorji in kisline. Grozdje vsebuje najve¢ vode (81-87
%), ogljikovih hidratov (12-18 %), proteinov (0,5-0,6 %) in mas¢ob (0,3-0,4 %). Grozdje
vsebuje tudi pomembno koli¢ino kalija (0,1-0,2 %), vitamina C (0,01-0,02 %), vitamina A
(0,001-0,0015 %) in tudi nekaj kalcija (0,01-0,02 %) ter fosforja (0,08-0,01 %) (Yadav in
sod., 2009). Grozdje je tudi eden glavnih virov drugih hranilnih snovi, kot je bor (Demir in
Serindad, 2006).

V preglednici 1 je podana vsebnosti poglavitnih spojin v posameznem delu grozda izrazena
kot masni delez. Jagode v grozdu predstavljajo 93-98 %, medtem ko pa peclji
predstavljajo 2-7 % masnega deleza grozda. Podrobneje predstavljajo znotraj jagod
jagodno meso od 75-85 %, kozica pa 15-20 % masnega deleza. Znotraj pecljev pa
predstavljajo pecke 3-6 %, peclji pa 2—7 % masnega deleza grozda (Sikovec, 1993).



Jug Novsak K. Protimikrobna u¢inkovitost izvleckov fenolnih spojin iz grozdnih tropin.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

Preglednica 1: Vsebnost poglavitnih spojin v posameznem delu grozdja (izraZzeno kot masni delez v %)

(Sikovec, 1993)

Table 1: The content of the main compounds in a specific part of the grapes (expressed as a percentage of
mass fraction) (Sikovec, 1993)

Masni delez (%)
Sestavine Jagodno meso Kozica Pecke Peclji
Voda 65-85 60-75 25-45 55-85
Sladkorji 10-30 - - -
Organske kisline 0,6-1,8 0,4 0,5-1 1-2
Celuloza 0,5 30 40 50
Mineralne snovi 0,1-1 1-3 1-4 5-6
Taninske snovi - 0,5-5 5-9 1-35
Olje - - 10-20 -
Dusikove snovi 0,2-0,5 1-2 4-75 1-2

Legenda: znak »—« pomeni razpon med posameznimi vrednostmi

2.2.2.2 Sestava grozdnih tropin

Grozdne tropine so stranski produkt pri pridelavi grozdnega soka ali vina (Sagdic in sod.,
2011b). Sestavljene so iz grozdnih kozic, peck in pecljev ter so bogat vir spojin kot so
tartrati in malati, citronske kisline, olja grozdnih peck in hidrokoloidov (Arvanitoyannis in
sod., 2006), vsebujejo pa tudi vlaknine, kot so pektin in celuloza ter sladkorje (Deng in

sod., 2011).

Sestava grozdnih tropin (Nerantzis in Tataridis, 2006):

» Koli¢ina: 11-15 % grozdja
= Sestava:

o

0O O O O O

V letu 2013 je

vlaga (70 %);

pecke predstavljajo 30 % vlaznih tropin;

vlaknine (celuloza), pektin, minerali, organske kisline;

sladkorji (do 150 g/kg);

fenoli (tanini, antociani), pigmenti (9 kg/t pri rde¢ih grozdnih tropinah);
tartrati (50-75 kgf/t).

bil objavljen ¢lanek, v katerem so podali kemijsko sestavo grozdnih tropin

sorte modri pinot (Tseng in Zhao, 2013) (preglednica 2).
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Preglednica 2: Kemijska sestava tropin sorte modri pinot (izraZeno kot masni delez v suhi snovi, %) (Tseng
in Zhao, 2013)

Table 2: Chemical composition of grape pomace of variety "Pinot Noir’ (expressed as a percentage of dry
matter) (Tseng and Zhao, 2013)

Sestavina Masni delez (%)
Vsebnost vlage 5,63
Pepel 5,07
Roteini 10,32
Mascobe 11,09
Topni sladkorji 3,89
Pektin 3,68
Tanini 12,11
Vlaknine 61,32

Zelo pomembna sestavina tropin so tudi polifenoli, ki se slabo ekstrahirajo med pridelavo
vina. Fenolne spojine so v glavnem locirane v peckah in kozici jagode. 60-70 %
polifenolov je v peckah, okoli 25 % v kozici in 10 % v jagodnem mesu. Ti fenoli so glavne
sestavine grozdja, ki so odgovorne za barvo, okus in obCutek v ustih, oksidacijo in ostale
kemic¢ne reakcije v vinu (Shi in sod., 2003).

Na sintezo polifenolov v grozdju vpliva veliko dejavnikov, kot so sorta grozdja (Katalini¢
in sod., 2010), genetsko ozadje in izvor (Zhu in sod., 2012). Na koncentracijo fenolnih
snovi vplivajo tudi klimatski pogoji, obdobje rasti — ¢as obiranja, zrelost grozdja (Ivanova
in sod., 2011), geografska lokacija vinograda in specificno mesto, bolezni trte, predvsem
okuzenost s plesnijo ter vrsta zemlje. V susnih predelih namakanje poveca vitalnost vinske
trte, velikost jagod in donos (Mulero in sod., 2010). Opravljena je bila tudi Studija, ki je
dokazala vpliv vinogradniske prakse (odstranjevanje listov — defoliacija v coni grozdja) na
mikroklimo grozda in s tem na koncentracijo antocianinov in flavonolov (Sternad Lemut in
sod., 2011).

Polifenoli so eni izmed najpomembnejsih sestavin grozdnih tropin, opravljene pa so bile
tudi toksikoloske studije, ki so pokazale, da so izvlecki polifenolov iz grozdnih tropin varni
(Bentivegna in sod., 2002), kot tudi izvlecki proantocianidinov iz grozdnih peck
(Yamakoshi in sod., 2002).

Porazdelitev polifenolov v kozici in peckah je razlicna. Nahajajo se v monomerni ali
polimerni obliki. V kozici se nahaja veliko antocianinov (v rdecih kozicah), flavan-3-oli,
flavonoli, dihidroflavonoli, hidroksicimetne kisline, hidroksibenzojne kisline in
hidroksistilbeni. V peckah najdemo flavan-3-ole in galno kislino (Ivanova in sod., 2011).
Vsebnost skupnih fenolov je v belih tropinah obi¢ajno nizja, ker bele sorte ne sintetizirajo
antocianinov. Vsebujejo pa veliko flavonoidov in stilbenov (Corrales in sod., 2010).

Glavni polifenoli v tropinah so fenolne kisline, kot sta galna in elagi¢na, flavonoidi, kot sta
katehin in epikatehin, procianidini in antocianini (Tseng in Zhao, 2013).
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Narejenih je bilo nekaj raziskav, ki so ugotavljale vsebnost polifenolov v grozdnih
tropinah. Tako je bilo v grozdnih tropinah ugotovljenih 13 antocianinov (samo v rdec¢ih
grozdnih tropinah), 11 hidroksibenzojnih in hidroksicimetnih kislin ter 13 katehinov in
flavonolov (Kammerer in sod., 2004). V tropinah sorte chardonnay so izolirali 17
polifenolov (Lu in Foo, 1999), v tropinah rdece sorte grozdja iz Sicilije so identificirali 10
antocianinov, 5 piranoantocianinov, 16 flavonolov ali glikozidov flavonola (Amico in sod.,
2004). V 5 turskih sortah, dveh belih in treh rdecih, so identificirali 18 fenolnih spojin
(Sagdic in sod., 2011b).

2.2.3 Uporaba grozdnih tropin

Grozdne tropine so stranski proizvod v predelave grozdja v vino. Sestavljene so v glavnem
iz peck, pecljev in kozice, predstavljajo okoli 20-25 % mase zmletega grozdja. Pecke so
bogat vir fenolnih antioksidantov, kot so fenolne Kisline, flavonoidi, procianidini in
resveratrol, medtem ko kozica vsebuje veliko antocianinov. Pozitivni ucinki polifenolov
grozdnih tropin na zdravje so ze dolgo znani in predmet Stevilnih Studij. Poleg polifenolov
pa tropine vsebujejo tudi veliko lipidov, proteinov, neprebavljive vlaknine in minerale.
Veliko raziskav je dokazalo pozitivni vpliv polifenolov iz peck na zdravje; Se posebej
antimutageno, antikancerogeno, antioksidativno in protivnetno delovanje ter zakasnitev in
preprecitev sr¢no-zilnih bolezni (Yu in Ahmenda, 2013).

Zivilska industrija i§¢e produkte z dodano vrednostjo, ki se lahko proizvedejo iz stranskih
proizvodov v kmetijstvu. Zlasti so stranski proizvodi v vinogradni§tvu primerni kot
prehranska dopolnila ali kot sestavine v funkcionalnih zivilih. Ker imajo tropine veliko
bioaktivnih snovi, so uporabne tudi v farmacevtski in kozmeti¢ni industriji (Rosales Soto
in sod, 2012).

Nekateri polifenoli se Ze dolgo uporabljajo v Zivilstvu, na primer antocianini iz grozdja in
jagod se uporabljajo kot Zivilske barve. Izvlecki grozdnih tropin so priznani kot GRAS
(oznaka za snovi, ki se dodajajo hrani in so na splo$no sprejete kot varne) in se lahko
uporabljajo kot barvila v sokovih in kot antioksidanti v aromatiziranih pijacah. Grozdne
tropine so uporabili v pekovskih izdelkih, npr. v kruhu so s tem povecali antioksidativno
delovanje in izboljsali prehranske vrednosti. Tropine pa so uporabili tudi v surovem in
peenem piscancu in s tem preprecili oksidacijo lipidov (Sayago-Ayerdi in sod., 2009;
Peng in sod., 2009; Hayta in sod., 2014; Smith in Yu, 2015). Pridobivanje distih
polifenolnih izvleCkov je obic¢ajno drago. Pri pridobivanju izvleckov se uporabljajo
organska topila, kot so etanol, etil acetat in aceton, ki predstavljajo tveganje za delavce,
obremenjujejo pa tudi okolje (Yu in Ahmedna, 2013). Zato so grozdne tropine, ki delujejo
kot nosilec polifenolov, direktno dodali nekaterim Zzivilom, ki so jih hoteli obogatiti z
antioksidanti oz. polifenoli. Grozdne tropine so neposredno dodali piskotom v delezu 0, 5,
7,5 in 10 % in s tem povecali vsebnost vlaknin in pepela, kljub temu tropine niso
spremenile organolepti¢ne sprejemljivosti. Z vi§jim dodatkom tropin pa se je spremenila
prebavljivost piSkotov. Sprememba prebavljivosti je, kot razlagajo Canett Romero in sod.,
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(2004), verjetno posledica inhibitornega vpliva polifenolov grozdnih tropin na prebavne
encime.

Zaradi ustrezne sestave se tropine lahko uporabljajo tudi kot kompost ali kot u¢inkovit
adsorbent za adsorbcijo tezkih kovin (Arvanitoyannis in sod., 2006). Ustrezno predelane se
lahko uporabijo tudi za Zivalsko krmo (Rodin in sod., 1997), kot barvila in izvlecke tanina,
za Crnilo in pigmente, protibakterijske snovi, proizvode za osebno nego, mila, proizvode za

filtriranje, zasCitna sredstva za les, biogorivo in njegove aditive (Nerantzis in Tataridis,
2006).

V Ttaliji iz grozdnih tropin destilirajo poznano zgano pijaco, ki jo imenujejo grappa
(Bordiga in sod., 2015).

Po ekstrakciji vode se lahko grozdne tropine uporabijo kot fermentacijski medij za
proizvodnjo enoceli¢nih proteinov in mikrobne celuloze. S pomoc¢jo fermentacije trdnega
substrata se iz grozdnih tropin lahko pridobi veliko razli¢nih spojin, kot so etanol,
citronska kislina, glukonska kislina, karotenoidi, ksantan (Hang in sod., 1986; Diaz in sod.,
2007; Rodriguez in sod., 2010).

Rastlinski polifenoli so predmet Stevilnih preucevanj tudi v farmaciji. Antibiotiki SO
bioloske snovi, ki jih proizvajajo bakterije ali ostali mikroorganizmi z namenom, ubiti ali
zavreti rast in razmnoZevanje ostalih bakterij. Zaradi tega so Stevilni raziskovalci mnenja,
da bi se polifenoli kot sekundarni metaboliti rastlin, ki delujejo kot obramba proti
rastlinojednim insektom, plesnim ali bakterijam, lahko uporabili v kombinaciji z antibiotiki
in s tem povecali njithovo uc¢inkovitost ali znizali potrebno dozo (Daglia, 2012). Opravljena
je bila raziskava, ki je dokazala sinergisti¢ni u¢inek dveh flavonolov (kampferol in
kvercetin) v kombinaciji z rifampicinom (makrolid) proti rifampicin in meticilin rezistentni
bakteriji Staphylococcus aureus (MRSA) (Lin in sod., 2008).

2.3 RASTLINSKI IZVLECKI

Naravni proizvodi, kot so rastlinski izvlecki, lahko zaradi svoje razli¢ne kemijske strukture
ponujajo neomejene moznosti nadzora nad rastjo mikroorganizmov. Poleg
protimikrobnega delovanja se veliko rastlinskih izvleCkov uporablja tudi na drugih
podrocjih, kot so tradicionalna medicina, funkcionalna Zivila, prehranska dopolnila in
proizvodnja rekombinantnih proteinov. Rastlinske kemijske spojine, Se posebej flavonoidi,
polifenoli, antocianini, karotenoidi, zavzemajo veliki trzni delez. V svetu se spreminjajo
zdravstveni trendi, saj se vedno ve¢ potrosnikov odloca za preventivo in raje kupujejo
funkcionalna Zivila kot pa zdravila. Prodaja funkcionalnih Zivil na svetu naj bi iz 75
milijard dolarjev v letu 2007 do leta 2015 zrastla na 130 milijard dolarjev (Negi, 2012).

Ceprav imajo naravne protimikrobne snovi na podro&ju konzeviranja hrane ogromen
potencial, je vecCina literaturnih podatkov pridobljenih v laboratorijskem mediju ali modelu
zivil. Koncentracije, potrebne za doseganje zadovoljive ucinkovitosti v zivilih, so lahko
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bistveno visje v primerjavi Z in Vitro pogoji, kar pa lahko negativno vpliva na senzori¢ne
lastnosti zivila (Negi, 2012).

Rastlinski izvlecki so se izkazali kot zelo uporabni na razlicnih podrocjih v zivilski
industriji, veliko izvle¢kov ima status varnih dodatkov (GRAS) (Negi, 2012). Imajo $irok
spekter delovanja (protibakterijskega, antioksidativnega, protiglivnega, protivnetnega,
antitumorigenega itd.) (Kdhkonen in sod., 1999; Quiroga in sod., 2001; Murthy in sod.,
2002; Cherdshewasart in sod., 2009; Sagdic in sod., 2011b). Protimikrobne ucinkovine
rastlinskih izvleckov S0 razli¢ne spojine, ki delujejo na razli¢na mesta znotraj celice 0z. na
membrani celice (Negi, 2012).

Za ugotavljanje protimikrobne uc¢inkovitosti rastlinskih izvleckov je bilo narejenih veliko
Studij in vitro, zelo malo $tudij pa je bilo narejenih v modelih Zivil, kjer se rastlinski
izvlecki niso izkazali enako ucinkovito. ZmanjSana ucinkovitost je verjetno posledica
uporabe neekstrahiranih izvleCkov v Studijah. Ti obicajno vsebujejo flavonoide v
glikozidni obliki, kjer pa sladkorni del molekule zmanjsa uéinkovitost proti nekaterim
bakterijam (Kapoor in sod., 2007; Parvathy in sod., 2009).

Spojine, ki jih rastline proizvajajo za lastno zascito, pa imajo lahko pozitiven vpliv tudi na
druge izdelke, katerim jih dodajamo, nenazadnje na ¢loveske celice — zato jih pogosto
uporabljajo kot dodatke zivilom, prehranska dopolnila ali pa v kozmeti¢ni industriji.
Uporabljajo se kot vitamini, provitamini, antioksidanti ali kot inhibitorji encimov. V
zadnjem Casu so bile opravljene raziskave specificnih sekundarnih metabolitov, ki jih
vsebujejo nekatere avtohtone in domace slovenske sorte grozdja, kot so zelen in rebula
(Mozeti€ in sod., 2006). Omenjene sorte grozdja so bogat vir kaftarne kisline ter razli¢nih
flavonoidov (Trost in sod., 2011).

Fenolne spojine imajo poleg protimikrobnega delovanja kot lovilci prostih radikalov tudi
antioksidativno delovanje. Njihovo antioksidativno delovanje je odvisno od Stevila in
razporeditve hidroksilnih skupin in obsega njihove konjugacije. Spojina s trojnim
delovanjem, protimikrobnim (delovanje proti patogenim bakterijam in kvarljivcem),
antioksidativnim (prepreCevanje kemijskega kvara) in kot aroma, bi bila za Zivilsko
industrijo zelo zanimiva, saj bi se tako zmanjSalo Stevilo skupnih aditivov (Gutiérrez-
Larrainzar in sod., 2012).

2.3.1 Rastlinski izvle€ki in izzivi v prihodnosti

Rastline vsebujejo tisoce sestavin in so pomemben vir novih in biolosko aktivnih molekul
s protimikrobnimi lastnostmi. Na podro¢ju naravnih konzervansov se ze dolgo uporablja
zelo malo Stevilo protimikrobnih snovi, zato je za zagotavljanje varne in kvalitetne hrane
potrebno ta seznam razSiriti. Obstaja veliko kandidatov, ki bi lahko postali naravni
konzervansi prihodnosti, vendar obstaja v zivilstvu za izklju¢no uporabo naravnih
konzervansov veliko ovir. Zelo malo je naravnih konzervansov, ki se lahko uporabijo kot
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nadomestilo za obstojee konzervanse, predvsem zaradi njihove manjSe ucinkovitosti,
vi§jih stroskov pridobivanja in poslabsanja senzori¢nih lastnosti zivila. Naravna
protimikrobna snov mora poleg ucinkovitosti kot konzervans ustrezati tudi vsem
regulatornim zahtevam. Ko pridobi status aditiva, mora ustrezati tudi potroSnikom.
Potro$nike bo potrebno o novih alternativnih dodatkih tudi izobraziti in poleg uéinkovitega
trzenja prilagoditi zakonodajo (Negi, 2012).

Trenutni podatki kazejo, da razli¢ni rastlinski izvlecki u¢inkovito zmanjsajo ali inhibirajo
rast patogenih bakterij in kvarljivcev, zato so lahko dobra alternativa obstojecim
sinteticnim protimikrobnim snovem. Razvoj stroskovno ucinkovite izolacije in postopkov
Cis€enja, ki preprecujejo izgubo funkcionalnih lastnosti aktivnih spojin, bo pomagal k Sirsi
uporabi in sprejemljivosti rastlinskih izvleCkov. Bioloska aktivnost rastlinskih izvlec¢kov je
ponavadi kombinacija sinergisticnega delovanja razliénih spojin, zato se ni smiselno
osredotociti na samostojne u¢inkovine, ampak na njihovo kombinacijo. Prihodnost je tudi
v kombinaciji uporabe naravnih konzervansov z ostalimi tehnologijami, kombinirano

konzerviranje lahko poveca ucinkovitost naravnih protimikrobnih snovi (Negi, 2012).

Nadalje je treba raziskovati fenolne spojine in moznosti dostave teh spojin v ali na Zivilo
tudi s pomocjo naprednih tehnologij, kot je elektrostatsko prSenje ali nanotehnologije
(Perumalla in Hettiarachchy, 2011).

Pricakuje se povecCana uporaba naravnih protimikrobnih snovi v prihodnosti, saj tudi
potro$niki zahtevajo minimalno procesirano hrano in naravno konzerviranje (Negi, 2012).

2.3.2 Protimikrobno delovanje grozdnih tropin

Fenoli, polifenoli, flavonoidi in tanini so eni glavnih protimikrobnih snovi, ki jih
proizvajajo rastline, veliko pa jih je tudi v v grozdnih peskah in tropinah (Cowan, 1999;
Sagdic in sod., 2011a).

Opravljenih je bilo nekaj raziskav, ki so ugotavljale protimikrobno u¢inkovitost izvleckov
grozdnih tropin, njihove ugotovitve pa so bile razlicne. Ozkan in sod. (2004) so ugotovili,
da je G+ bakterija Staphylococcus aureus bolj obc¢utljiva na izvlecek grozdnih tropin kot
E. coli O157:H7 pri isti koncentraciji. Podobno so ugotovili tudi v raziskavi Corrales in
sod. (2009), kjer so izvlecek grozdnih semen vkljucili v za§¢€itni film, ki je inhibiral G+, ne
pa tudi G- bakterij. Deng in Zhao (2011) pa sta vkljucila izvle¢ek grozdnih tropin sorte
merlot v zascitni film in ugotovila, da je bil film ucinkovit tako proti G+ in G— bakterijam,
vendar bolj proti G— bakteriji (E. coli). Jayaprakasha in sod. (2003) so testirali u¢inkovitost
izvle€kov dveh sort grozdnih peck pri Sestih bakterijah. Izvlecka sta bila bolj u¢inkovita
proti G+ kot proti G— bakterijam. Podobno so odkrili tudi v nadaljnjih §tudijah (Furiga in
sod., 2009; Kao in sod., 2010; Adamez in sod., 2012).

Ena izmed odmevnih $tudij na tem podrocju je bila opravljena leta 2010. Izvedli so jo
Katalini¢ in sod. na fenolnih izvleckih grozdnih kozic dalmatinskih rdecih in belih sort
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grozdja. Ceprav so bili izvle¢ki pripravljeni laboratorijsko, so dobro protimikrobno in
antioksidativno ucinkovitost pokazale bele sorte. Ker v industrijski proizvodnji vina belo
grozdje v procesu vinifikacije ni podvrZzeno maceraciji, lahko zadrzi ve¢jo koli¢ino
fenolnih spojin kot rdece sorte, je bil ta rezultat Se toliko bolj zanimiv za prakti¢no
uporabo. V tej raziskavi so porocali tudi, da so izvlec¢ki grozdnih kozic uéinkoviti tako
proti G+ kot G— bakterijam. Znano je, da imajo fenolne spojine v razli¢nih delih grozdja
razli¢no protimikrobno delovanje. Nekatere Studije so pokazale, da imajo izvlecki iz
grozdnih peck vec¢jo protimikrobno uéinkovitost v primerjavi z izvlecki iz ostalih delov
grozdja. Ostali deli grozdja, kot je listje, kozica, fermentirane tropine ali izvlecek celega
grozdja, imajo manj$o protimikrobno u¢inkovitost v tem padajo¢em vrstnem redu (Xia in
sod., 2010; Katalini¢ in sod., 2013). Izvlec¢ek iz pulpe grozdja ni pokazal nobene
protimikrobne u¢inkovitosti (Yigit in sod., 2009).

Anastasiadi in sod. (2009) so ugotavljali protimikrobno ucinkovitost fenolnih izvleckov
stranskih produktov (peck, tropin in pecljev) dveh rdeéih in dveh belih grkih sort. Vzorci
so bili odvzeti po sami trgatvi in vinifikacijskem postopku. Rezultati so pokazali visoko
vsebnost flavan-3-olov in njihovih derivatov v peckah, medtem ko so tropine in izvlec¢ki
pecljev vsebovali ve¢ flavonoidov, stilbenov in fenolnih kislin. Zanimivo je tudi to, da je
bila vsebnost polifenolov v izvleckih belih in rdecih sort primerljiva, ¢eprav ponavadi
rdee sorte vsebujejo vec skupnih polifenolov. Najvec¢je protilisterijsko delovanje so
pokazali izvlecki peck in pecljev rdecih sort.

Ozkan in sod. (2004) so ugotovili, da je protimikrobna uginkovitost grozdnih tropin
odvisna od sorte grozdja, ekstrakcijske metode, koncentracije fenolov v izvle¢ku in metode
za dolocanje protibakterijskega ucinka. Odvisna pa je tudi od sestave fenolov v izvlecku.
Sagdic in sod. (2011a) so testirali ucinek grozdnih tropin na mikrobiolosko kvaliteto
hamburgerja iz mletega govejega mesa. Mletemu mesu so dodali razlicne koncentracije
izvle¢kov in inokulirali patogene bakterije in kvarljivce. Stevilo mikroorganizmov je pri
vseh izvleckih padlo, najbolj pa so bili inhibirani pri 10 % koncentraciji fenolnih
izvleckov. Protimikrobno ucinkovitost fenolnih izvleckov istih turSkih sort grozdja so
testirali tudi proti bakterijama S. aureus in E. coli v zelenjavni juhi in ugotovili, da sta bili
najbolj ucinkoviti rdeci sorti proti obema bakterijama, vendar je bila bakterija S. aureus
bolj obcutljiva. Tudi v tej raziskavi sta bili bakteriji inhibirani pri 10 % koncentraciji
fenolnih izvleCkov. Dodatek 10 % koncentracije fenolnih izvleckov grozdnih tropin v
zelenjavno juho se je na senzori¢nem testu izkazal kot senzori¢no sprejemljiv (Sagdic in
sod., 2012). Ucinkovitost fenolnih izvleckov grozdnih tropin so potrdili tudi in vitro in in
situ (jabol¢ni in pomaranéni sok) proti kvasovkam Zygosaccharomyces rouxii in Z. bailii
(Sagdic in sod., 2011b).

2.3.2.1 Mehanizem protimikrobnega delovanja

Mehanizem protimikrobnega delovanja rastlinskih izvleckov $e ni popolnoma pojasnjen.
Tocno mesto delovanja protimikrobnih snovi obi¢ajno ni znano ali to¢no definirano, zelo
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tezko je tudi dolociti to¢no specificno mesto delovanja, ker veliko reakcij poteka hkrati. V
rastlinskih izvleckih je tudi veliko razli¢énih kemic¢nih spojin, ki delujejo na razli¢na mesta
znotraj celice 0z. na membrani celice (Negi, 2012).

Inhibicija delovanja celi¢ne membrane

Polifenoli delujejo protibakterijsko na ta nacin, da z vezavo na membrano povzrocijo
motnje njenega delovanja in posledicno uhajanje celicne vsebine. Opazili so tudi veliko
korelacijo med toksi¢nostjo in hidrofobnostjo razli¢nih fenolnih spojin. Fenol povzroci
spremembo delovanja membrane in vpliva na razmerje med proteini in lipidi na membrani
ter sprozi iztok kalijevih ionov.

Ikigai in sod. (1993) so preiskovali protibakterijske ucinke epigalokatehin galata, katehina.
Katehini so skupina flavonoidov, ki imajo vecjo afiniteto do G+ kot do G— bakterij in bolje
delujejo v alkalnem kot kislem mediju (Nakayama in sod., 2012). V Studiji so kot model
bakterijske membrane uporabljali liposome in ugotovili, da je epigalokatehin galat
povzrocil uhajanje majhnih molekul iz znotrajceli¢nega prostora liposoma. Na podlagi tega
so zakljucili, da katehini primarno delujejo na bakterijsko membrano tako, da vplivajo na
zunanjo polarno cono lipidnega dvosloja in povzrocajo motnje delovanja membrane ali
povzrocijo zlitje membrane in s tem uhajanje znotrajceliéne vsebine. To teorijo so potrdili
tudi Stapleton in sod. (2004), ki so z zamenjavo verig Cg z Cyo povecali protibakterijski
ucinek izbranega flavan-3-ola.

Dokazali so tudi, da kvercetin (flavonol) povzro¢i povecano prepustnost notranje
bakterijske membrane in zmanjSanje membranskega potenciala. Elektrokemijski gradient
protonov na membrani je pomemben za vzdrZevanje ATP sinteze, membranskega
transporta in gibljivosti. Kvercetin naj bi z vplivanjem na prepustnost in potencial
membrane vplival na celotno protibakterijsko u¢inkovitost in zmanjsal rezistenco na druge
protibakterijske snovi. Dokazali so, da kvercetin in naringenin mo¢no zmanjsata gibljivost
bakterije, kar nakazuje na to, da je moten protonski gradient (Mirzoeva in sod., 1997).

Flavonoidi poleg perforacije povzroc¢ajo tudi zmanjSanje membranske fluidnosti, kar so
dokazali Tsuchiya in sod. (2000). Soforaflavanon G je pri modelnih liposomih povzrocil
narascanje fluorescencne polarizacije, kar nakazuje na spremembo fluidnosti membrane na
hidrofilnih in hidrofobnih delih. Zato so zakljucili, da soforaflavanon G zmanjSa fluidnost
zunanjega in notranjega sloja membrane.

Arakawa in sod. (2004) so ugotovili, da epigalokatehin galat (EGKG) reagira z
raztopljenim kisikom v vodni raztopini in tvori vodikov peroksid, kar poskoduje celi¢no
steno in membrano bakterij. EGKG ima tudi moc¢no afiniteto do lipidnega dvosloja, ker se
s pomocjo vodikove vezi veze na povrsino lipidnega dvosloja, nekateri man;jsi katehini pa
celo prodrejo skozi membrano (Sirk in sod., 2008).
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Flavonoli povzrocajo tudi iztek kalijevih ionov skozi poskodovano membrano, kar so
dokazali na bakteriji S. aureus. Bakterijo so 12 h inkubirali v mediju s flavonolom
(galangin) in opazili 60- kratno zmanjsanje v stevilu CFU in 20 % manj kalija v primerjavi
s kontrolo (Cushnie in Lamb, 2005b).

Inhibicija sinteze nukleinske kisline

Ze leta 1997 so Bernard in sod. odkrili mehanizem inhibicije sinteze nukleinske kisline.
Ugotovili so, da glikoliziran flavonol rutin inhibira topoizomerazo tip Il v E. coli.

Gradisar in sod. (2007) so ugotovili, da katehini inhibirajo bakterijsko DNK girazo s tem,
da se na podenoti giraze B vezejo na vezavno mesto ATP. Testirali so $tiri vrste katehinov,
med katerimi so bili najbolj aktivni epigalokatehin galat (EGKG), epikatehin galat (EKG)
in epigalokatehin. Molekularni izrauni kazejo, da benzopirenski obro¢ EGKG prodre
globoko do aktivnega mesta, medtem ko ga galoil molekula zasidra na razpoko v
interakciji s hidroksilno skupino, kar tudi pojasni ve¢jo aktivnost EGKG kot EKG.

Porocali so, da epigalokatehin-3-galat, ki je tudi prisoten v semenu grozdja, inhibira
aktivnost dihidrofolat reduktaze. Ta folatni encim je klju€en pri metabolizmu folata, ki je
vklju€en v biosintezo pomembnih biomolekul, kot so nukleinske kisline, aminokisline,
nevrotrasmiterji in S-adenozilmetion (Navarro Martinez in sod., 2005). Leta 2010 so Kao
in sod. (2010) dokazali, da izvleCek iz grozdnih peck inhibira aktivnost dihidrofolat
reduktaze in rast bakterije S. aureus. Opazili so tudi zmanjSanje znotrajcelicne
koncentracije tetrahidrofolata.

Inhibicija celicnega metabolizma

Haarguchi in sod. (1998) so preiskovali protimikrobni uc¢inek flavonoida likokalcona A in
B ter ugotovili, da ta dva flavonoida uc¢inkovito inhibirata NADH-citokrom ¢ reduktazo.
Mesto inhibicije naj bi bilo med CoQ in citokrom c v bakterijski dihalni verigi. Thimothe
in sod. (2007) so pokazali, da izvlecki fenolnih spojin grozdja (antocianini in flavonoli)
70-85 % inhibirajo glukoziltransferazo B in C v bakteriji Streptococcus mutans. Opazili so
tudi zmanj$ano aktivnost F-ATPaze. Flavonoidi inhibirajo tudi ATP sintazo. Ugotovili so,
da flavonoidi, med katerimi se je kot najbolj potenten izkazal morin, zavirajo F1-ATPazo
kot tudi sintezo ATP v E. coli (Chinnam in sod., 2010).

2.3.3 Ekstrakcija fenolnih spojin iz grozdnih tropin

Prvi korak pri pridobivanju fenolnih spojin iz rastlin je ekstrakcija. Poznamo ve¢
ekstrakcijskin metod, najpogosteje se uporabljata ekstrakcija s topili in superkriti¢na
ekstrakcija (Ignat in sod., 2011). lzbrana ekstrakcijska metoda mora popolnoma
ekstrahirati iskano spojino in ne sme povzrociti njene kemijske spremembe (Turkmen in
sod., 2006). Ekstrakcija s topili je zelo uporabna, saj topilo predstavlja fizi¢ni nosilec pri
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transportu taréne molekule med razlicnimi fazami (npr. trdne, tekoce, pare) (Galanakis,
2012).

Veliko studij je dokazalo, da se vsebnost polifenolov razlikuje glede na polarnost topil
(Trabelsi in sod., 2010). Po drugi strani pa je stabilnost razli¢nih izvleckov iz iste surovine
odvisna od uporabljenega topila. Lahko pa se isti izvlecki zelo razlikujejo glede na njihove
koncentracije antioksidantov in aktivnosti (Akowuah in sod., 2005). Posledi¢no je topnost
fenolnih spojin odvisna od vrste uporabljenega topila, stopnje polimerizacije fenolov in od
interakcije fenolov z ostalimi sestavinami v surovinah ter oblikovanjem netopnega
kompleksa (Trabelsi in sod., 2010). Ucinkovitost ekstrakcije je odvisna tudi od procesnih
pogojev. Na koncentracijo Zelene sestavine v izvleCku pa vplivajo temperatura, razmerje
med tekoc€ino in trdno snovjo, pretok in velikost delcev. Porocali pa so tudi o vplivu Casa
trajanja ekstrakcije in stanju shranjevanja vzorcev (Ignat in sod., 2011).

Izkoristek, sestava in ¢istost pridobljenih fenolov iz rastlin je odvisna od kemijske sestave
(enostavni ali sestavljeni fenoli), velikosti vzorca, ekstrakcijske metode, ¢asa in pogojev
shranjevanja ter prisotnosti mote¢ih substanc (Cheng in sod., 2012). Cisti izvle¢ki fenolnih
spojin vsebujejo mesanico razli¢nih tipov fenolov, ki so razli¢no topni v ekstrakcijskih
topilih. Za pridobivanje polifenolov iz rastlinskega materiala se obi¢ajno uporabljajo topila
kot so aceton, etilacetat, etanol, metanol, propanol, dimetilformamid, njihove mesanice in
mesanice z vodo (Chavan in sod., 2001).

Pri metodi ekstrakcije s topili pa obstajajo tudi omejitve, kot so visoki stroski energije,
povecana uporaba topil, visoke temperature in mozno uni¢enje termolabilnih snovi ter
ostanki topila v topljencu (Oliveira in sod., 2013).

Opravljenih je bilo veliko raziskav, ki so za ekstrakcijo bioaktivnih snovi uporabile
meSanico vode z organskim/alkoholnim topilom. Prisotnost vode namre¢ poveca
prepustnost celi¢nega tkiva in s tem povecanje masnega transporta z molekularno difuzijo,
kot tudi pridobivanje vodotopnih bioaktivnih snovi (Cheng in sod., 2012). Aceton, etanol
in metanol so topila, ki so se najveckrat uporabljala pri ekstrakciji stranskih proizvodov
vinarstva. V zivilski industriji je etanol bolj uporaben, ker je bolj prijazen do okolja in ni
toksiCen, Ceprav literatura navaja, da so ostala topila bolj u¢inkovita. Ostaja pomislek pri
njihovi uporabi za ekstrakcijo izvleckov, ki bi se uporabljali v zivilstvu (Lapornik in sod.,
2005; Yilmaz in sod., 2006).

Mesanica acetona in vode naj bi v primerjavi z ostalimi topili iz grozdnih peck bolje
ekstrahirala procianidine (Yilmaz in sod., 2006), metanol pa naj bi iz grozdnih peck
najbolje ekstrahiral katehine, epikatehine in epigalokatehine (Cheng in sod., 2012). Pri
ekstrakciji antocianinov iz grozdne pulpe je bil metanol za 20 % bolj u¢inkovit od etanola
(Ignat in sod., 2011). Buci¢-Koji¢eva s sod. (2009) je v svoji raziskavi dobila najboljse
rezultate z uporabo 50 % etanola pri 80 °C, ki je iz grozdnih peck najbolje ekstrahiral
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katehin (45,11 %), epikatehin (34,34 %), procianidin B, (12,9 %), galno Kislino,
galokatehin in epikatehin galat.

2.4 FENOLI

Fenoli so sekundarni metaboliti v rastlinah. Sintetizirajo se preko fenilpropanoidne poti.
Izraz fenol je kemijsko definiran kot substanca, ki je sestavljena iz aromatskega obroca, na
katerega je vezana ena ali veC hidroksilnih skupin, vklju¢no s funkcionalnimi derivati.
Polifenoli so spojine, ki vsebujejo vec kot eno hidroksilno spojino, vezano na aromatski
obro¢. Vecina fenolov v hrani ima ve¢ kot eno hidroksilno skupino, vezano na aromaticni
obro¢. V zivilih poznamo S§tiri glavne skupine fenolov — fenolne kisline, flavonoidi, lignani
in stilbeni (Koyama in sod., 2012; Yu in Ahmedna, 2013).

Skupna koli¢ina fenolov v vinu nara$¢a tekom maceracije med katero poteka tudi
fermentacija in s tem nastanek alkohola v drozgi. Najhitreje se ekstrahirajo derivati
hidroksicimetnih in hidroksibenzojnih kislin, potem flavonoli in antocianini, najpo¢asneje
se ekstrahirajo flavanoli oz. katehini in njihovi polimeri (procianidini in kondenzirani

tanini). Ekstrakcija je odvisna od Casa oz. trajanja kontakta s pekami in kozicami
(Jackson, 2008).

2.4.1 Flavonoidi

Flavonoidi so prisotni v vseh fotosintetskih celicah, najdemo jih v sadju, zelenjavi,
ore$ckih, semenih, steblih in cvetju, kot tudi v ¢aju, vinu, propolisu in medu. Flavonoidi so
v cvetovih prisotni zato, ker so obarvani cvetovi privlacni za opraSevalce. Liste naj bi
varovali pred plesnijo in UVB-zarki (Cushnie in Lamb, 2005a).

Flavonoidi so najve¢ja in najbolj preucevana skupina polifenolov. Za flavonoide je
znacilna struktura Cg-C3-Cg, sestavljena iz dveh fenolnih obrocev (A in B), povezanih s
centralnim piranovim obro¢em (C). Lahko se nahajajo v prosti obliki ali v polimerni obliki
z ostalimi flavonoidi, sladkorji, neflavonoidi ali v kombinaciji le-teh. Na osnovi njihovih
molekularnih struktur se delijo v sedem podskupin: flavoni, flavanoni, flavonoli,
izoflavoni, antocianini, flavanoli (ali katehini oz. procianidini) in kalkoni. Obstaja Se
skupina flavonoidov, ki ni vkljuena v to klasifikacijo, to so proantocianidini (ali
procianidini ali kondenzirani tanini). Flavonoidi prevladujejo v rdecih vinih, kjer
predstavljajo ve¢ kot 85 % skupnih fenolov, medtem ko je koli¢ina flavonoidov v belih
vinih manj kot 20 % skupnih fenolov. Ostalo predstavljajo v glavnem neflavonoidi, to so
predvsem fenolne kisline, kot je kavna kislina (Jackson, 2008).

Flavonoidi so predmet $tevilnih preucevanj. Dokazano imajo veliko pozitivnih ucinkov,
med drugim delujejo protivnetno, protimikrobno, antioksidativno, protialergijsko,
protitumorno in inhibitorno za encime (Cushnie in Lamb, 2005a).
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Slika 2: Osnovna struktura flavonoidov (Jackson in sod., 2011)
Figure 2: Basic flavonoid structure (Jackson et al., 2011)

2.4.1.1 Antocianini

Antocianini se v glavnem nahajajo v jagodni kozici. So odgovorni za rdeco in vijolicno
barvo, ki nastaja tekom zorenja v kozici rdecih sort. Antocianini obstajajo v grozdju kot
glikozidi, flavonoid se veze s sladkorjem. Aglikoni se imenujejo antocianidini. Glikozidna
vez poveca njihovo stabilnost in topnost. Klasifikacija antocianinov v osnovi temelji na
mestu hidroksilne in metilne skupine na B-obrocu antocianidina. Antocianini, ki se
nahajajo v grozdju, so v glavhem 3-O-monoglikozidi in 3-O-acilirani monoglukozidi petih
glavnih antocianidinov — delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina in malvidina.
(Jackson, 2008; Monagas in Bartolome, 2009; Koyama in sod., 2012).

2.4.1.2 Flavanoli

Flavanole poznamo tudi pod imenom flavan-3-oli. Prisotni so v razli¢nih rastlinskih tkivih,
v grozdju se nahajajo predvsem v peckah in koZici. Najpogostej$i monomeri v grozdju so
(+)-katehin in njegovi derivati, (-)-epikatehin in epikatehin 3-galat. V grozdju se nahaja se
galokatehin, katehin 3-galat in galokatehin 3-galat. Oligomeri in polimeri flavanolov se
imenujejo tudi kondenzirani tanini ali proantocianidini (Terrier in sod., 2009).

2.4.1.3 Flavonoli

Flavonoli so rumeni pigmenti, ki nastajajo od cvetenja do zgodjega razvoja jagod in tekom
zorenja. V grozdju se nahajajo v koZici in listih, njihova funkcija je zascita pred UV-Zarki.
Nekatere flavonole so odkrili tudi v pulpi, v peckah pa ne. V celicah kozice se flavonoli
nahajajo v vakuolah epidermisa in zunanjega hipodermisa, kjer absorbirajo UV-zarke. V
kozici rdecih vinskih sort je bilo odkritih pet glikonskih oblik flavonolov: kvercetin-3-
glukozid, kvercetin-3-glukoronid, miricetin-3-glukozid, izoramnetin-3-glikozid in
kempferol-3-glikozid. V kozicah belih sort so do sedaj odkrili kvercetin-3-glukoronid,
kvercetin-3-glukozid in kempferol-3-glukozid. Vsebnost flavonolov v grozdju je odvisna
od razvojne stopnje, genetskih in vplivov okolja. Glede na skupne fenole je vsebnost
flavonolov med 1-10 %. Biosinteza flavonolov poteka med cvetenjem in zorenjem zaradi
izpostavitve UV-zarkom (Vrhovsek, 1996; Jackson, 2008; Terrier in sod., 2009; Koyama
in sod., 2012).
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2.4.2 Neflavonoidi

V to skupino uvrs¢amo fenolne kisline (hidroksicimetne in hidroksibenzojske), hlapne
fenole, stilbene in razne spojine, kot so lignani in kumarini. Neflavonoidi v grozdju se
sintetizirajo iz fenilalanina (Jackson, 2008).

2.4.2.1 Fenolne kisline

Fenolne kisline delimo na hidroksicimetne in hidroksibenzojske kisline (Yu in Ahmedna,
2013).

Hidroksicimetne kisline

Hidroksicimetne kisline (HCK) so najpomembnejsa skupina neflavonoidov, tako v rdecih
kot tudi v belih vinih. Imajo Cs-C3 skelet in formalno spadajo med fenilpropanoide. V
grozdni jagodi se nahajajo v celi¢ni vakuoli kozice in pulpe, tekom mletja se zlahka
izlo¢ijo. Medtem ko so v rdecih vinih najpogostejsi fenoli flavonoidi, so HCK kisline
najpomembnejsi fenoli belih vin. Te kisline so v grozdju glavni fenoli grozdnega soka in
zaradi tega glavni fenoli belega vina, pridelanega brez maceracije. Vina se lahko kar precej
razlikujejo v vsebnosti HCK, na kar ima velik vpliv sorta in nacin vinifikacije. Grozdje
vsebuje estre HCK kislin kavne, p-kumarne in ferulne kisline z vinsko kislino. Profil teh
kislin v soku, pecljevini in peckah je v vec€ini primerov konstanten, pri ¢emer je znacilna
prevladujoca kaftarna kislina (ve¢ kot 50 %). Prostih kislin (kavna, p-kumarna in ferulna
kislina) v grozdju ni, vendar se sprostijo zaradi esterazne aktivnosti med vinifikacijo
(Vrhovsek, 1996; Rentzsch in sod., 2009; Yu in Ahmedna, 2013).

Hidroksibenzojske kisline

So derivati benzojske kisline, za katere je znacilna struktura Cg-C;. Glavne proste
hidroksibenzojske kisline v vinu so galna, vanilinska, siringinska, najdemo pa Se gentinsko
kislino, p-hidroksibenzojsko kislino, protokatehujsko kislino in salicilno kislino (Rentzsch
in sod., 2009). Siringinska in vanilinska kislina se ekstrahirata iz jagodne koZice in
celicnega soka, ne pa iz peck (Vrhovsek, 1996).

Galna kislina

Galna kislina in njeni estri vsebujejo tri proste hidroksilne skupine, zaradi Cesar je ta
kislina izredno mocan antioksidant. Galna kislina je glavna hidroksibenzojska kislina,
ekstrahira se iz grozdnih peck. Ekstrakcija galne kisline je razmeroma pocasna, vi§je
vrednosti lahko dosezemo z daljsim maceriranjem (Vrhovsek, 1996).
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2.4.2.2 Hlapni fenoli

Hlapni fenoli so v vinu prisotni v najmanjsi koncentraciji. Imajo pa zaradi svojega vonja
velik vpliv na senzori¢ne lastnosti vina. Najbolj poznana med hlapnimi fenoli sta vinil in
etilfenol (Rentzsch in sod., 2009).

2.4.2.3 Stilbeni

Stilbeni se kot podskupina fenolnih spojin nahajajo v razli¢nih rastlinah, sta pa grozdje in
vino najpomembnej$a vira teh spojin. Glavni stilbeni v rastlinah so resveratrol in njegovi
derivati.

Resveratrol (3,5,4-trans-trihidroksistilben) je fitoaleksin, ki nastaja v listnem tkivu rastlin
kot odgovor na stres, npr. mikrobno okuzbo in UV-zarke. Najdemo ga v peckah in jagodni
kozici ter v vinu. V rdeCem vinu je zaradi maceracije prisoten v vecji koncentraciji.
Koli¢ina resveratrola je odvisna od sorte grozdja, vinogradniske tehnologije, geografske
regije, klimatskih pogojev, okuzbe s plesnijo, vinifikacije. Sintetizira se iz fenilalanina
preko Sikimske poti, pri tem sodelujejo trije encimi, katerih biosintezo sprozi biotski ali
abiotski stres (Fernandez-Mar in sod., 2012). V naravi se resveratrol nahaja v dveh
izomernih oblikah (cis- in trans-konfiguraciji) v prosti in v B-glukokonjugirani obliki
(Rentzsch in sod., 2009).

2.5 BAKTERIJE
2.5.1 Znacilnosti bakterij vrste Bacillus cereus

B. cereus je po Gramu pozitivna, sporogena, gibljiva, aerobna bakterija, ki dobro raste tudi
v anaerobnih pogojih (Granum in Lund, 1997). Vegetativne celice so velikosti od 0,5 in 1,2
do 2,5 in 10pum v premeru. Optimalna temperatura rasti je od 25 do 37 °C, ¢eprav lahko
termofilni in psihrofilni sevi rastejo pri visokih (75 °C) ali pri nizkih (3 °C) temperaturah.
Nekatere vrste lahko rastejo tudi v alkalnih ali kislih medijih, od pH 2 do 10 (Granum,
2005). Vecina sevov je katalaza pozitivnih, imajo peritrihe flagele, sporulirajo na zraku
(Drobniewski, 1993).

B. cereus povzroca dve razli¢ni vrsti bolezni: diarealni in emeti¢ni sindrom. Prvi nastane
najveckrat 10 do 12 ur po uZivanju mesne hrane, zelenjavnih jedi, sladic, omak in juh.
Spremljajo ga lahko tudi dolgotrajne sluzno krvave driske. Hemoliti¢ni diarealni toksin
(HBL) ali nehemoliti¢ni diarealni toksin (NHE) tvori bakterija med razmnoZevanjem v
tankem Crevesu. Emeticni toksin povzroca bruhanje eno do Sest ur po zauzitju hrane,
najveckrat riza in testenin, ¢e stoji hrana na sobni temperaturi in so ji dodana tudi jajca. V
tem primeru gre za zastrupitev, saj se toksin tvori Ze v Zivilu (Godi¢ Torkar, 2009).
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2.5.2 Znacilnosti bakterij vrste Escherichia coli O157:H7

E. coli so po Gramu negativne, nesporogene, pali¢aste bakterije, ki sodijo v druzino
Enterobacteriaceae. Vecinoma so gibljive s peritrihimi flageli, lahko imajo kapsulo ali
mikrokapsulo. E. coli so fakultativno anaerobne, kemoorganotrofne, optimum rasti imajo
pri 37 °C. Prvi je bakterijo opisal Theodor Escherich, ki jo je izoliral iz otroskega blata
(Smith in Fratamico, 2005). Nekateri sevi E. coli lahko imajo tudi fimbrije, ki jih je lahko
od 100 do 1000, sodelujejo pa pri pritrjevanju bakterije na gostiteljsko celico, in pile, Ki
sodelujejo pri izmenjavi DNK med dvema bakterijama tekom konjugacije. Zunanja
membrana nekaterih sevov je lahko prekrita s polisaharidno kapsulo, sestavljeno iz K
antigenov (Schaechter, 2009). E. coli ima somatske 'O’, flagelarne "H" in kapsularne 'K’
antigene, katerih kombinacije predstavljajo ve¢ serotipov (Adegoke, 2004).

Vecina sevov E. coli je nepatogenih, ob zmanjSani odpornosti gostitelja, pomanjkljivem
imunskem odzivu ali ob vstopu v telesne predele, kjer obicajno ni mikrobov, pa lahko
povzrocajo oportunisti¢éne okuzbe (Berce in sod., 2008). Nevirulentni sevi Escherichie coli
so del normalne ¢revesne flore debelega Crevesa, kjer s svojo prisotnostjo zavirajo rast
patogenih bakterij. Virulentni sevi povzrocajo razlicne infekcijske bolezni, meningitis,
najpogosteje okuzbe secil in prebavnega trakta (Blatnik in sod., 2002). Seve, ki povzrocajo
¢revesne okuzbe, delimo v razli¢ne skupine predvsem glede na klini¢no sliko bolezni, ki jo
povzrocajo, in specifi¢ne virulentne dejavnike. Te skupine so: enteropatogene (EPEC),
enterotoksigene (ETEC), enteroinvazivne (EIEC), enteroagregativne (EAggEC), difuzno
adherentne (DAEC) in E. coli, ki izdelujejo Sigove toksine (STEC) ali verocitotoksine
(VTEC). Med slednje sodijo tudi enterohemoragi¢ne E. coli (EHEC) (Berce in sod., 2008).
EHEC E. coli serotip O157:H7 je zelo patogena, leta 1982 je bila prvi¢ opisana kot
povzrociteljica krvave driske pri Cloveku. Vir okuzbe je pogosto goveje meso, ker je
govedo naravni nosilec verotoksi¢ne bakterije E. coli. Pomemben izvor okuZzbe so
navzkrizno kontaminirana zivila — prenos bakterije s primarno okuzenega na $e neokuzeno
zivilo (Blatnik in sod., 2002).

2.5.3 Znacilnosti bakterij vrste Listeria monocytogenes

Rod Listeria sodi v druzino Listeriaceae in red Bacillales (Liu in Zhang, 2011). L.
monocytogenes je majhna, po Gramu pozitivna, nesporogena, gibljiva, fakultativno
anaerobna, paliasta bakterija. Je katalaza pozitivna, oksidaza negativna bakterija, ki se
prenasa s hrano in izlo¢a hemolizin, ki povzroca unic¢enje rdecih krvnih celic. Raste pri
temperaturi med —0,4 in 50 °C. Pri temperaturi nad 60 °C je unicena (Xi in sod., 2011).
Bakterija ima 1 do 5 flagel, ki ji dajejo gibljivost pri nizkih temperaturah (20 °C). Mnogo
listerij je pri 37 °C negibljivih zaradi pomanjkanja izrazanja flagelina pri tej temperaturi.
Zelo dobro se upira ekstremnim pogojem, lahko raste pri pH 4,5 do 9 in pri 10 % NacCl,
vendar je optimalna temperatura rasti pri nevtralnem pH in 0,5 % NaCl (Dortet in sod.,
2009).
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Je ubikvitarna bakterija, saj jo najdemo povsod v okolju, v zemlji, vodi, rastlinah, zivalih,
izolirali so jo tudi iz silaze, mleka, odplak in iztrebkov razli¢nih domacih ter divjih zivali.
Z L. monocytogenes so lahko kontaminirana Stevilna zivila, nepasterizirano mleko in
mlecni izdelki, surovo sadje in zelenjava, meso, ribe, perutnina in hitro pripravljena hrana
(Farber in Peterkin, 1991). Bakterijo je prvi¢ opisal E. G. D. Murray leta 1926 na osnovi
Sestih primerov nenadne smrti pri mladih zajcih (Kramer in Jones, 1969).

L. monocytogenes povzroca invazivno infekcijo listeriozo. Je zoonoza, ki je razSirjena po

vsem svetu. V Sloveniji je redko prijavljena nalezljiva bolezen (Porocilo o zoonozah ...,
2011), obolevajo predvsem nosecnice, starostniki, novorojencki in imunokompromitirani
bolniki. Obicajno se listerioza ne pojavlja v epidemiéni obliki, ampak posami¢no (Dortet in
sod., 2009).

2.5.4 Znacilnosti bakterij roda Salmonella spp.

Rod Salmonella sodi v razred Enterobacteriaceae in red Enterobacteriales. Po Gramu so
negativne, nesporogene, paliaste bakterije (velikosti od 0,5 pm do 1-3 pm). Fakultativno
anaerobne, katalaza-pozitivne, oksidaza-negativne, obicajno gibljive s pomo¢jo peritrihih
flagelov. Rastejo pri temperaturi od 5 °C do 47 °C, optimalna temperatura je pri 37 °C. So
toplotno obcutljive, temperatura pasterizacije jih uni¢i. V zamrznjeni hrani $tevilo zivih
salmonel upada pocasi, s padanjem temperature pada tudi Stevilo bakterij. Minimalna a,, za
rast je okoli 0,93, vendar celice prezivijo tudi v posusenih Zivilih (Adams in Moss, 2008).
Optimalni pH za rast je 7, bakterija pa raste med pH 4 in 9. Tezko prenasajo vi§jo
koncentracijo NaCl, ve¢ kot 9 % NaCl deluje baktericidno (Jay in sod., 2005).

Poznanih je okoli 2400 serotipov, vse pa so razdeljene med dve vrsti, S. enterica in S.
bongori (Jay in sod., 2005). Salmonella enterica serovar Enteritidis je eden glavnih
povzrociteljev bolezni, ki se prenaSajo s hrano. Od ostalih sevov se razlikuje po
sposobnosti direktne okuzbe pis€ancjih rumenjakov, Se preden nastane jajéna lupina
(Agron in sod., 2001). V Sloveniji so pri ljudeh leta 2010 dale¢ najpogosteje izolirali
serovar Enteritidis (53 %), nato pa Se serovare Typhimurium (12,7 %), Coeln (5,8 %),
Mbandaka (3,5 %) in nekatere druge (25 %). V letu 2010 je bilo v Sloveniji prijavljenih
347 primerov salmoneloze pri ljudeh (Porocilo o zoonozah ..., 2011).

Primarni habitat bakterije je prebavni trakt zivali, kot so ptice, plazilci, domace zivali,
obcasno insekti in tudi ¢lovek (Jay in sod., 2005). Clovek se obi¢ajno okuzi po fekalno-
oralni poti. Najpogosteje so vir okuzbe premalo toplotno obdelano meso, mleko, jajca,
lahko pa navzkrizno kontaminirajo Ze pripravljeno hrano (Adams in Moss, 2008).

2.5.5 Znacilnosti bakterij vrste Staphylococcus aureus

Rod Staphylococcus sodi v druzino Micrococcaceae. Do danes je poznanih 53 vrst in
podvrst rodu Staphylococcus. S. aureus je po Gramu pozitivna, fakultativno anaerobna,
negibljiva, nesporogena bakterija, ki ima obliko koka. Lahko se pojavljajo samostojno, v
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parih ali v skupkih podobnih grozdu. Optimalna temperatura rasti je 37 °C, ¢eprav lahko
raste med 6 in 48 °C. Lahko raste pri pH od 4,2 do 9,3, optimalna pH vrednost je od 7 do
7,5. V primerjavi z ostalimi mezofilnimi bakterijami lahko raste pri a,, vrednostih nizjih od
0,86, v prisotnosti NaCl in saharoze celo pri 0,83. S. aureus je zelo odporen na
zamrzovanje, saj lahko prezivi v zamrznjenih zivilih pri temperaturi do —20 °C. Odporen je
tudi na susenje (Seo in Bohach, 2010).

Stafilokoki so ubikvitarni mikroorganizmi, saj jih najdemo v zraku, prahu, odplakah, vodi,
mleku in v veliko zivilih in zivilski opremi. Primarni rezervovar bakterije pa sta clovek in
zivali. S. aureus najdemo na sluznici v nosu pri 30 % populacije (Seo in Bohach, 2010).

S. aureus je pomemben patogen, zaradi svoje invazivnosti, rezistence na antibiotike in
izlo¢anja toksinov. Pri ¢loveku lahko poleg razli¢nih okuzb (predvsem gnojne okuzbe koze
in notranjih organov) povzro€i tudi zastrupitve z zivili. Stafilokokno zastrupitev s hrano
lahko povzrocijo tiste vrste S. aureus, ki izloCajo enterotoksine. Poznanih je okoli 14
razli¢nih vrst stafilokoknih enterotoksinov (SE). SE so kratki proteini, ki se izlo¢ajo v
medij, so topni v vodi in slanih raztopinah. So zelo stabilni in odporni na vecino
proteoliti¢nih encimov, kot sta pepsin in tripsin, in zato tudi aktivni v prebavnem traktu.

(Le Loir in sod., 2003).

S. aureus se je sposoben genetsko prilagoditi in pridobiti odpornost na tezke kovine,
protimikrobne snovi, konzervanse. V zivilstvu je zelo problemati¢en, saj se je zaradi
osmotolerance sposoben razrasti v zivilih z nizko a \, vrednostjo, kjer je zaustavljena rast
ostalih patogenih bakterij (Seo in Bohach, 2010). Zivila, v katerih najdemo S. aureus, so
surovo in predelano meso, surovo mleko in mlecni izdelki, perutnina, jajca, pekarski
izdelki, pripravljena zivila (solate, majoneza, kremne sladice, sladoled). Glavni vir
zastrupitve s hrano je ¢lovek, ki je lahko koloniziran z bakterijo in pri pripravi hrane ne
uposteva osnovnih higienskih nacel (Le Loir in sod., 2003).

2.5.6 Vplivi izvleckov fenolnih spojin na patogene bakterije

Fenolne spojine so ponavadi bolj ucinkovite proti po Gramu pozitivnim kot po Gramu
negativnim bakterijam. Zunanja membrana Gram negativnih bakterij (E. coli in
Salmonella) je zaradi prisotnosti lipopolisaharidnin molekul hidrofilna. Majhni hidrofilni
topljenci lahko prehajajo zunanjo membrano skozi proteinske porinske hidrofilne kanalcke.
Po drugi strani pa zunanja hidrofilna mambrana predstavlja oviro za prehod makromolekul
in hidrofobnih substanc. Zunanja membrana pa ni ¢isto neprepustna za hidrofobne
molekule, nekatere lahko pocasi prehajajo skozi porine. Prepustnost zunanje membrane pa
je predpogoj za protimikrobno delovanje. Protimikrobno delovanje je potrebno preizkusiti
tudi v zivilu, zato ker so nizko molekularne lipofilne spojine, kljub njihovi omejeni
topnosti v vodi, sposobne penetrirati G— bakterije in vplivati na njihovo razmnozevanje v
prehrani (Kotzekidou in sod., 2008). Nohynek in sod. (2006) so v svoji raziskavi
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demonstrirali, da lahko galna kislina ucéinkovito prehaja zunanjo membrano bakterije
Salmonella in na osnovi kelacije divalentnih kationov povzro¢i njen razpad.

Ze leta 1996 so Ramos-Nino in sod. ugotovili, da lipofilnost in stopnja ionizacije fenolnih
kislin doloc¢a njihovo ucinkovitost proti listeriji. Zunanja in notranja membrana bakterije je
hidrofilna, notranjost pa hidrofobna, zato na prehod spojine skozi lipidni dvosloj vpliva
njena lipofilnost. Majhne molekule kislin lahko lazje prehajajo membrano v primerjavi z
veéjimi molekulami, kar razlaga vecji inhibitorni ucinek benzojske in protokatehulne
kisline proti patogenim bakterijam. Ve¢je molekule, kot sta flavanola epikatehin in katehin,
se lahko tekom inkubacije oborijo in tako zmanjSajo ucinkovitost. Vzrok za zgodnjo
inhibicijo patogenih bakterij s fenolnimi spojinami o0z. njihovo slabo protimikrobno
aktivnost proti koncu inkubacije je lahko zmanjSanje aktivnosti fenolov ali razvitje
rezistence patogenih bakterij na fenolne spojine tekom rasti (Ravichandran in sod., 2011).
Rodriguez Vaquero in sod. so leta 2007 objavili ¢lanek, ki to tezo potrjuje. Preizkusali so
u¢inek cistih fenolnih spojin na rast L. monocytogenes in ugotovili, da dosega kavna
Kislina ve¢ji inhibitorni ucinek na njeno rast. Hidroksicimetne kisline so zaradi
propenoidne stranske verige manj polarne kot hidroksibenzojne kisline.

Izvedenih je bilo nekaj Studij, v katerih so primerjali minimalne inhibitorne koncentracije
fenolnih izvle¢kov proti stevilnim sevom vrst S. aureus, B. cereus in E. coli (Se posebej
STEC), izoliranih iz razli¢nih vrst zivil in z razli¢nimi virulentnimi sevi (S. aureus in
STEC). Vecina §tudij o u¢inkovitosti fenolnih izvleckov proti tem bakterijam je uporabila
samo en ali dva referencna seva. Nedavno so izpostavili, da so lahko znadilnosti rasti ali
odmiranja bakterij med vrstami ali celo sevi iste vrste zelo razlicne (Gutiérrez-Larrainzar
in sod., 2012). Potrebne so nadaljnje Studije, ki bi primerjale rasti in odmiranja bakterij
razli¢nih sevov iste vrste bakterij.

Z narascajo¢im Stevilom imunokompromitiranth bolnikov naras€a tudi interes
identifikacije bakteriocidnih spojin in ne le tistih, ki inhibirajo rast bakterij. Veliko
raziskovalcev poskusa s spremljanjem bakterijskega odmiranja dolociti, ali fenoli delujejo
bakteriocidno ali bakteriostaticno. Te metode so bile pri testiranju protimikrobne
ucinkovitosti flavonoidov velikokrat uporabljene in pogosto je bilo ugotovljeno
bakteriocidno delovanje. Studije z modelnimi membranami nakazujejo, da flavonoidi
povzrocajo agregacijo, ta ucinek na bakteriji so s flavonolom galanginom tudi dokazali.
Poleg galangina naj bi agregacijo povzrocal tudi epikatehin galat. Posledi¢no
konvencionalne metode niso zadostne pri ugotavljanju bakteriocidnega delovanja
flavonoidov. ZmanjSanje Stevila CFU je lahko posledica zdruzevanja celic in ne celi¢ne
smrti (Cushnie in Lamb, 2011b).
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Slika 3: Dva mehanizma, pri katerem lahko flavonoidi zmanjsajo Stevilo CFU bakterij (Cushnie in Lamb,
2011b)
Figure 3: Two mechanisms by which flavonoids may reduce colony-forming unit (CFU) numbers of bacteria

in time—kill (Cushnie and Lamb, 2011b)

2.5.7 Vpliv zunanjih dejavnikov na protimikrobno ucinkovitost izvleckov fenolnih
spojin

Na splosno je protimikrobna ucinkovitost rastlinskih izvleCkov odvisna od njihove
kemijske strukture in koncentracije sestavin. Za uporabo rastlinskih izvleCkov za nadzor
nad patogenimi organizmi in kvarljivci je potrebno oceniti njihovo u¢inkovitosti proti tem
organizmom in dolo¢iti vpliv na senzori¢ne lastnosti hrane. Vecina raziskav, ki so
ugotavljale protimikrobno ucinkovitost izvleckov, je bilo narejenih v in vitro pogojih v
laboratorijskem mediju, posledi¢éno njihova uéinkovitost v zivilskih sistemih ni dobro
raziskana. Glavna podrocja nadaljnjega raziskovanja uporabe naravnih protimikrobnih
snovi v hrani so uporaba to¢no doloCenega mikroorganizma, smiselna uporaba kombinacij
ucinkovin za doseganje njihovega sinergisti¢nega delovanja v razli¢nih pogojih obdelave
in skladiS¢enja Zivil (Tiwari in sod., 2009).

Razli¢ne sestavine hrane lahko bistveno spremenijo protimikrobno u¢inkovitost izvleckov.
Na ucinkovitost lahko wvpliva prisotnost mascob, ogljikovih hidratov, koncentracija
proteinov, soli in razli¢ne vrednosti pH (Holley in Patel, 2005). Nizka vrednost pH namre¢
poveCa hidrofobnost eteri¢nega olja in s tem se poveca njegova topnost na celi¢ni
membrani bakterij. Pomemben dejavnik je tudi dostopnost vode. Nizja dostopnost vode
zmanjSa protimikrobno delovanje eteri¢nih olj. Izziv za prakti€no uporabo izvleckov je
razviti optimalno kombinacijo z majhno koncentracijo izvlecka, ker lahko visoke
koncentracije vplivajo na senzoricne lastnosti, s ¢imer postane izdelek neuporaben.
Izdelek mora biti varen, z zadovoljivim rokom trajanja in tudi cenovno dostopen (Tiwari in
sod., 2009).
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2.7 INKAPSULACIA

Mikroinkapsulacija je tehnologija pakiranja trdnih snovi, tekocin, plinov v majhne, zaprte
kapsule, ki lahko v posebnih pogojih nadzorovano sprostijo vsebino. Cilj inkapsuliranja je
za$Cita osnovne surovine pred nezelenimi vplivi iz okolja, kot so svetloba, vlaga, kisik. S
tem se podaljsa obstojnost proizvodov. Drugi cilj inkapsulacije je nadzorovano spros¢anje
vsebine inkapsulata (Fang in Bhandari, 2010). Inkapsulacija je lahko definirana tudi kot
proces, kjer se aktivna substanca ujame znotraj druge substance (Nedovi¢ in sod., 2011).

V zivilstvu se inkapsulacija lahko uporablja za:

= za$Cito osnovne surovine pred razgradnjo, s tem da zmanjSa njegovo reagiranje z
zunanjim okoljem;

* zmanjSanje izhlapevanja ali prenosa osnovne surovine v okolje;

= spremembo fizikalnih lastnosti osnovne surovine za lazje ravnanje;

* pocasnejSe sproscanje surovine ali sproscanje ob tocno dolo¢enem casu;

= prikritje nezaZelenih okusov ali arome;

» loCevanje sestavin, ki bi sicer medsebojno reagirale (Desai in Park, 2005).

Inkapsulacija je v zivilstvu zelo uporabna metoda, ker izboljSa prenos bioaktivnih molekul
(antioksidantov, mineralov, vitaminov, fitosterolov, luteina, mas¢obnih kislin, likopena) in
zivih celic (npr. probiotikov) v Zivilo (Nedovi¢ in sod., 2011).

2.7.1 Metode inkapsulacije

Poznanih je ve¢ razlicnih metod inkapsulacije, v Zivilstvu se v glavnem uporabljajo suSenje
z razprSevanjem, hlajenje z razprSevanjem, centrifugalna ekstruzija, koacervacija,
kokristalizacija, nanukapsulacija, emulgiranje, procesi vgradnje (v liposome,
ciklodekstrine, celice kvasa) (Fang in Bhandari, 2010).

Pri metodi s procesom vgradnje se molekularna vgradnja doseZe z uporabo ciklodekstrinov
(slika 4). Ciklodekstrini (CD) so cikli¢ni oligosaharidi, kjer so molekule glukoze povezane
z o (1—4) glikozidnimi vezmi in tvorijo cilindricno strukturo (Ratnasooriya in
Rupasinghe, 2012). Zunanji del ciklodekstrinske molekule je hidrofilni, notranji pa
hidrofobni, zaradi tega so CD primerni medij za inkapsuliranje manj polarnih molekul
(Fang in Bhandari, 2010).
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Slika 4: Vgradnja katehina v -ciklodekstrin (Krishnaswamy in sod., 2012)
Figure 4: Molecular inclusion of catechin with beta-cyclodextrin (Krishnaswamy et al., 2012)

Naravni polifenoli so zaradi svojih lastnosti zelo zanimivi, vendar so v svoji prosti obliki
zelo slabo topni v vodi. Veliko polifenolov ima neprijeten okus, ki ga je treba pred
dodatkom v zivila ali v peroralna zdravila prikriti. Odmerek fenolne spojine je potrebno
uporabiti v tak$ni obliki, ki bo obdrzala strukturno obliko polifenolov do njihove zauzitve
ali uporabe, prikrila okus, povecala topnost v vodi in biorazpoloZzjivost ter ohranila ali celo
izboljSala dostopnost bakterijam. Med obstojecimi stabilizacijskimi metodami je
inkapsulacija zelo primerna (Munin in sod., 2011).

K vecji obstojnosti fenolov v rastlinskih izvleckih med skladiS¢enjem, termi¢no obdelavo
in prehodom skozi prebavni trakt, kot tudi ohranitvi ali celo povecanju protimikrobne
ucinkovitosti, lahko prispeva inkapsulacija v ustrezne ovojnice. Opravljene so bile
raziskave, ki so testirale protimikrobno uc¢inkovitost pred in po inkapsulaciji. Piercey in
sod. (2012) so dokazali, da je alil izotiocianat, u¢inkovina iz semena gorcice, po
inkapsulaciji v beta ciklodekstrin bolj uéinkovita proti bakterijam E. coli in L.
monocytogenes ter plesni Penicillium expansum. Arana-Sanchez in sod. (2010) so
dokazali, da je inkapsulacija ectericnega olja origana v beta ciklodekstrin ohranila
protimikrobno in povecala antioksidativno uc¢inkovitost. Prav tako je inkapsulacija izvlecka
Origanum dictamnus v liposom povecala protimikrobno in antioksidativno ucinkovitost
(Gortzi in sod., 2007).
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Ravichandran in sod. (2011) so raziskovali inhibitorni u¢inek nanodelca-inkapsuliranega 1
% izvlecka grozdnih semen in 1 % jabol¢ne kisline, na bakterije L. monocytogenes, S.
Typhimurium in E. coli O157:H7. Nanodelci so pokazali u¢inkovito inhibitorno delovanje
proti L. monocytogenes pri 72 h (zmanjSanje za 5,5 log CFU/mL) in podobno zmanjsanje
pri E. coli ter S. Typhimurium (5,2 in 4,9 log CFU/mL).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 POTEK DELA

Slika 5: Shema poteka eksperimentalnega dela
Figure 5: Scheme of experimental work
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3.2 MATERIALI
3.2.1 Mikroorganizmi

Pri nasem raziskovalnem delu smo uporabili 5 razlicnih sevov bakterij in sicer tri po
Gramu pozitivne bakterije Bacillus cereus, Listeria monocytogenes in Staphylococcus
aureus ter dve po Gramu negativni bakteriji Escherichia coli O157:H7 in Salmonella
enterica serovar Enteritidis (preglednica 3).

Preglednica 3: Bakterijski sevi
Table 3: Bacterial strains

Oznaka seva Vir seva

Bacillus cereus ZMJ164 WSBC-10530 — Kklini¢ni sev
Listeria monocytogenes ZM58 zivilski sev

Staphylococcus aureus ZMJ343 klini¢ni sev

Escherichia coli 0157:H7 ZM370 klini¢ni izolat

Salmonella Enteritidis ZM351 zivilski sev

3.2.2 Mikrobioloska gojisc¢a
3.2.2.1 Tekoce gojisce Mueller Hinton broth (MHB)
Sestavine:

= MHB (Oxoid, CM0405, Anglija)
= deo

Priprava:

V 1000 ml steklenico smo natehtali 10,5 g osnovnega medija in ga raztopili v 500 mL
dH,O. V epruvete smo odpipetirali 4, 5 in 10 mL tako pripravljenega gojisca ter
preostanek prelili v 250 mL steklenico. Epruvete in steklenico s sestavinami smo
sterilizirali v avtoklavu 20 min pri 121 °C. Po steriliziranju smo gojis¢e ohladili na sobno
temperaturo in ga hranili v hladilniku pri 4 °C.

Uporaba:

Gojisce odmerjeno v epruvete po 4 mL smo uporabili za revitalizacijo kultur Bacillus
cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis in
Escerichia coli O157:H7. Gojis¢e odmerjeno v epruvete po 5 in 10 mL smo uporabili za
pripravo inokuluma, tekoce gojiSce v steklenici pa smo uporabili za pripravo potrebnih
koncentracij izvleckov in kot gojis¢e pri mikrodiluciji ter pri krivuljah rasti/odmiranja.
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3.2.2.2 Trdno gojis¢e Mueller Hinton agar (MHA)
Sestavine:

= MHA (Oxoid, CM0337, Anglija)
- deO

Priprava:

V 1000 mL steklenico smo natehtali 19 g osnovnega medija in ga raztopili v 500 ml dH,0.
Steklenico s sestavinami smo sterilizirali v avtoklavu 20 min pri 121 °C, nato smo
sterilizirano gojiS¢e v inkubatorju ohladili na 45 °C in ga asepti¢no razlili v sterilne
petrijevke. Ohlajene petrijevke smo do uporabe hranili v hladilniku pri 4 °C.

Uporaba:

Gojis¢e smo uporabili za precepljanje vseh kultur, da so bile vsak teden sveze, za
dolocanje koncentracije celic v inokulumu in pri krivulji rasti/odmiranja.

3.2.3 Raztopine in dodatki
3.2.3.1 Fizioloska raztopina
Sestavine za pripravo fizioloske raztopine KH,POy:

=  KH;PO,4 (Kemika, 11161, Hrvaska)
= (destilirana voda

Priprava: 3,4 g KH,PO, smo raztopili v 100 mL destilirane vode in umerili pH na 7,2 ter
tako dobili osnovno raztopino. 1,25 mL te osnovne raztopine smo odpipetirali v 1000 mL
destilirane vode, dobro premesali in razdelili v dve steklenici po 500 mL ter sterilizirali 15
min na 121 °C.

3.2.3.2 Druge kemikalije

= absolutni etanol (Merck, 1.00983.100, Nemcija)
= Dbakterijski rastni indikator: p-iodo-nitro-tetrazolium violet — INT (Sigma, Svica)
= destilirana voda

3.2.4 1zvlecki fenolnih spojin grozdnih tropin

V nasem eksperimentu smo testirali izvlecke fenolnih spojin iz tropin grozdja 6 sort iz
Vipavske doline, avtohtone bele sorte zelen ter sorti rebula in sauvignon, modri pinot,
cabernet sauvignon in merlot. Izvlecke fenolov iz tropin smo pripravili iz vsake navedene
sorte tako, da smo jih izpostavili ekstrakciji s sedmimi razlicnimi topili, kar je
predstavljeno tudi v nadaljevanju. Kot topila smo uporabljali:
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= voda: metanol =75:25(v:v)
= voda : metanol =50 :50 (v:v)
= voda: metanol =25:75 (v:vV)

=  metanol
= voda: etanol =50:50 (v:V)
= etanol

= metanol : etanol =50 : 50 (v : V)

Izvlecke so pripravili in kemijsko okarakterizirali v Centru za raziskave vina na Univerzi v
Novi Gorici.

Med trgatvijo 2010 so bili na razli¢nih lokacijah v Vipavski dolini odvzeti vzorci tropin
razlicnih sort grozdja. Grozdje je bilo obdelano s tipiénimi tehnoloskimi postopki
maceracije in fermentacije za posamezno sorto. Tako je bilo grozdje sorte zelen in
sauvignon po mletju v stiku s kozicami najkrajsi ¢as (2 uri), ostale sorte pa so bile
izpostavljene maceraciji malce dlje Tako je bilo grozdje rebula predelano po postopku
podaljSsane maceracije (14 dni), rde¢e sorte pa so bile v stiku S kozicami do konca
fermentacije (10 dni) (Trost in sod., 2011).

Vzoréene tropine (kozice in pecke) smo zamrznili in jih v roku 24 ur izpostavili
liofilizaciji. Liofilizati so na nadaljno obravnavo ¢akali v zmrzovalniku na -20 °C.

3.2.4.1 Priprava testnih raztopin izvleckov fenolov tropin:

= etanol

= liofilizirani izvleCki v falkonkah z znano koncentracijo fenolov (mg GAE/g suhe
snovi liofiliziranih izvleckov tropin)

= 7licka

Liofilizirane izvlecke fenolov tropin smo najprej mehansko zdrobili z zli¢ko in jih raztopili
v 50 % etanolu do koncentracije 6 mg GAE/mL. Izvlecke smo poskusili topiti tudi z
absolutnim etanolom, vendar se liofilizirani izvlecki niso popolnoma raztopili. Raztopine
so bile tudi motne, zato smo se odlocili, da vse izvleCke topimo s 50 % etanolom, saj so se
vsi lepo raztopili.

3.2.5 Opis postopka priprave fenolnih izvle¢kov iz tropin

Po presanju so bile tropine (kozice in pecke) liofilizirane in zmlete in dispergirane v topilih
z razli¢no polarnostjo. Za ekstrakcijska topila so bile izbrane meSanice metanola in vode,
etanola in vode ter acetona in metanola v volumskih razmerjih, ki so bili opisani Ze prej
(tocka 3.2.4). Ekstrakcija je potekala iz 0,5 g liofilizata tropin z 10 mL ekstrakcijskega
topila. Postopek ekstrakcije je bil preverjen na tropinah sorte zelen in je potekal do
konstantne koncentracije po postopku: dvakratno premesanje in 40 minutno soniciranje v
ultrazvocni kopeli, stabilizacija preko noc¢i na 4 °C ter ponovitev dvakratnega meSanja in



32
Jug Novsak K. Protimikrobna u¢inkovitost izvleckov fenolnih spojin iz grozdnih tropin.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

soniciranja. Po konc¢ani ekstrakciji so bili vzorci centrifugirani, 4 mL supernatanta je bilo
raztopljeno do 40 mL z deionizirano vodo, zamrznjeno na —80 °C in liofilizirano do
trdnega ostanka. Tako pripravljenemu fenolnemu izvlecku je bila izmerjena vsebnost
skupnih fenolov (Waterhouse, 2002) in glede na rezultat so bili ti vzorci redfeni na
delovno koncentracijo 6 mg/mL skupnih fenolov (SF), ki smo jih izrazili kot mg galno
Kislino (GAE/mL) (Trost in sod., 2011).

3.2.6 Dolocitev vsebnosti fenolnih spojin v izvlecku

Vsebnost skupnih fenolnih spojin v izvlecku je bila dolo¢ena z uporabo Folin-Ciolcalteau
metode (Waterhouse, 2002). Kolorimetri¢na dolo¢itev skupnih fenolov temelji na redukciji
Folin-Ciocalteau reagenta, ki je meSanica tungstenovih in molibdenovih oksidov.
Reducirana oblika kovinskih oksidov je izrazito modre barve in jo lahko detektiramo pri
765 nm. 20 pL vzorca ali raztopine galne kisline smo red¢ili z 1,58 mL vode. MeSanici
smo dodali 100 pL FC reagenta (MERCK, Nemcija). Inkubacija je potekala 5 minut. Sledil
je dodatek 300 pL nasi¢ene raztopine natrijevega karbonata (Sigma, Nemdija). Inkubacija
je potekala 2 uri. Koncentracijo skupnih fenolov v pridobljenih izvleckih smo izrazili kot
ekvivalent galne kisline (mg GAE/g) suhe snovi tropin (Trost in sod., 2011).

3.2.7 Vrednosti za skupno vsebnost fenolnih spojin

Rezultati vsebnosti skupnih fenolov (SF) so prikazani v preglednici 4 in 5. Prikazali smo
dva razli¢na nacina izrazanja vrednosti SF rastlinskega materiala, ki smo ga uporabili v
nasi raziskavi. V preglednici 4 so prikazane vrednosti SF izvle¢kov fenolov tropin
izrazenih kot mg GAE/g suhe snovi izvleCkov. V preglednici 5 so prikazani SF
liofiliziranih tropin; kot mg GAE/g liofiliziranih tropin (FDSS) (suha snov tropin).
Vrednosti iz obeh preglednic smo uporabili pri preracunavanju vrednosti MIK iz mg
GAE/mL gojiséa v MIK v g izvlecka/L gojis¢a (poglavje 4.3) in v MIK v g FDSS/L
gojisca (poglavje 4.2). V preglednici so prikazane povprecne vrednosti treh ekstrakcij.

Vrednosti za posamezne skupine fenolnih spojin, ki jih je dolocil Kajetan Trost iz Univerze
v Novi Gorici, so podane v prilogah C in D. Kajetan Trost je tudi pripravil izvlecke,
opravil meritev SF in naredil analizo antioksidativne aktivnosti (priloga A).
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Preglednica 4: Koncentracija SF v izvle¢kih fenolnih spojin iz tropin grozdja 6 sort, ekstrahiranih s 7
razli¢nimi topili (V : V) izrazenih kot mg GAE/g suhe snovi izvle¢ka (Trost in sod., 2011)
Table 4: Total phenolic content of the dry phenolics extracts in 6 different varieties, extracted with 7
extraction media (v : v) expressed in mg GAE/g of dry exstrakt (Trost et al., 2011)

SF (mg GAE/g suhe snovi izvlecka)

zelen sauvignon rebula cabernet sauvignon merlot | modri pinot
voda : metanol =75 : 25 46,9 53,9 126,6 123,7 143,6 205,2
voda : metanol =50 : 50 73,5 72,9 273,5 248,0 310,5 355,2
voda : metanol =25 : 75 81,0 67,3 359,2 248,6 348,2 363,4
metanol 73,4 67,8 1741 162,0 222,8 2725
voda : etanol =50 : 50 82,5 934 277,3 249,6 304,7 316,3
etanol 97,6 72,7 200,4 151,0 2285 281,7
metanol : aceton =50 : 50 90,0 79,8 176,9 171,6 220,7 263,7

Preglednica 5: Koncentracija SF liofiliziranihtropin (FDSS) grozdja 6 sort, ekstrahiranih s 7 razliénimi topili
(v : v), izrazenih kot mg GAE/g FDSS (Trost in sod., 2012)
Table 5: Total phenolic content of the phenolics extracts from freeze dried skins and seeds (FDSS) in 6
different varieties (v : v), extracted with 7 extraction media expressed in mg GAE/g FDSS (Trost et al., 2012)

SF (mg GAE/g FDSS)

zelen sauvignon rebula cabernet sauvignon merlot modri pinot
voda : metanol =75: 25 17,89 26,94 14,77 15,16 20,14 33,85
voda : metanol =50 : 50 24,02 35,69 28,56 28,44 3543 54,10
voda : metanol =25 : 75 29,07 32,02 24,82 27,82 35,12 53,11
metanol 25,34 30,80 20,8 21,20 31,93 50,25
voda : etanol =50 : 50 29,11 44,03 33,83 33,33 42,46 59,21
etanol 25,08 23,19 21,68 18,00 29,69 47,04
metanol : aceton =50 : 50 29,93 33,53 20,81 20,44 32,83 48,97

3.2.8 Laboratorijska oprema

= avtoklav (tip 500 x 700, Sutjeska, Jugoslavija)

= avtoklav (tip 1-61-137, Sutjeska, Jugoslavija)

= digitalna tehtnica (PB1502-S, Mettler — Toledo, Svica)
= hladilnik (LAE, Slovenija)
= hladilnik (LTH, Slovenija)
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= inkubator (I-115C, Kambic, Slovenija)

» inkubator (SP190, Kambic, Slovenija)

» omara za susenje steklovine (SO-250, Elektromedicina, Slovenija)

= plinski gorilnik

= stresalnik (Vibriomix 314 EVT, Tehtnica, Slovenija)

= vodna kopel (Kambic¢, Slovenija)

= vrtinénik (Yellowline, TTS2, Slovenija)

= za$Citna mikrobioloska komora (PIO SMBC 122AYV, Iskra PIO, Slovenija)

= splosna mikrobioloska oprema: avtomatske pipete (Gilson, Francija; Eppendorf,
Nemcija), cepilne zanke, epruvete, filtri, laboratorijske steklenice (250, 500 in 1000
ml, Duran), merilni valj (Plastibrand, Nemc¢ija), mikrodilucijske ploscice, nastavki
za pipete 10, 100 in 1000 pL (Eppendorf, Nemcija), parafilm M (American
National Can), petrijeve plos¢e (Labortehnika Golias, Slovenija), plasti¢ni lon¢ki
(Labortehnika Golias, Slovenija), stojala in vrecke za smeti, rokavice.

3.3 METODE
3.3.1 Revitalizacija bakterij

Bakterije so shranjene v krioepruvetkah v zamrzovalniku. Pred precepljanjem smo
krioepruvetko odtalili na sobni temperaturi in s cepilno zanko prenesli kulturo v 4 mL
tekoCega gojis¢a MHB in inkubirali 24 h na stresalniku pri 37 °C in 100 obr./min. Po
inkubaciji smo s cepilno zanko prenesli namnoZeno kulturo na trdno gojis¢e MHA in
gojisce inkubirali 24 h pri 37 °C. Pred uporabo smo Cisto kulturo Se enkrat precepili.
Kulture smo shranili v hladilniku na 4 °C in jo tedensko precepljali, da smo imeli vedno
svezo kulturo.

3.3.2 Priprava inokuluma

Po koncani inkubaciji smo preverili rast tipi¢nih kultur. Po eno do dve koloniji ustrezne
kulture smo prenesli v 4 mL tekocega gojis¢a MHB, premesali na vrtinénem mesalniku in
inkubirali 24 ur pri temperaturi 37 °C na 100 obr./min. Predvidevali smo, da so se bakterije
namnozile do koncentracije 10° CFU/mL. Za pripravo inokuluma smo iz epruvetk
odpipetirali 150 pL kulture in jo razred¢ili v 10 mL MHB gojisca.

3.3.3 Dolocanje koncentracije celic vinokulumu

Koncentracijo celic v inokulumu smo dolocili z metodo Stetja kolonij na trdem gojiscu.
Uporabili smo gojis¢e MHA. Iz epruvetk, ki smo jih pripravili kot inokulum, smo iz
bujona MHB asepti¢no odpipetirali 100 pL kulture v 900 pL fizioloske raztopine in
vsebino premesali na vrtiénem mesalniku. Celoten postopek razredéevanja smo ponavljali
do koncentracije ~107 in 10" CFU/mL vzorca. Pripravili smo si petrijeve ploiée z gojis¢em
MHA in jih razdelili na 4 enake dele, na spodnjo stran smo si razdelke oznacili, tako da so
predstavljali posamezno razredCitev. V vsak razdelek smo asepti¢no odpipetirali 5 kapljic
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po 10 pL razredcenega vzorcka in tako dobili pet paralelk. Ko se je tekoCina vpila v
gojisce, smo petrijevke inkubirali 24 ur pri 37 °C. Pri kulturah E. coli, S. Enteritidis in B.
cereus smo petrijevke pustili na sobni temperaturi, kar je povzrocilo upocasnjeno rast
bakterij in s tem je bilo olaj$ano Stetje kolonij. Po inkubaciji smo presteli zrasle kolonije in

.....

uporabili enacbo 1:

— xC

h (n4+0,1n, )r

(1)

Legenda: ), C — sestevek vseh kolonij, na vsakem $tevnem razdelku, n,— Stevilo Stevnih
paralelk na prvem razdelku, pri prvi red¢itvi; n, — Stevilo Stevnih paralelk na drugem
razdelku, pri drugi red¢itvi; r — faktor red¢itve pri prvi uposStevani red¢itvi; N — Stevilo
bakterij (CFU/mL).

Rezultate smo podali kot Stevilo bakterij vrste B. cereus, E. coli, L. monocytogenes, S.
aureus ali S. Enteritidis, pomnoZenih z 10° pri ¢emer je a faktor razredgitve vzorca.

3.3.4 Mikrodilucija v teko¢em gojiS¢u MHB v mikrotitrski plos¢ici

Z mikrodilucijsko metodo v bujonu (Klan¢nik in sod., 2010) smo testirali protimikrobno
uc¢inkovitost vsem pripravljenim izvle¢kom fenolnih spojin iz tropin grozdja Sestih sort S
sedmimi ekstrakcijskimi topili, skupno torej 42 izvleckom fenolnih spojin pri bakterijah
vrst B. cereus, E. coli, L. monocytogenes, S. aureus in S. Enteritidis.

Za pripravo testne bakterijske kulture so bile vse bakterije inkubirane 24 ur v gojiscu
MHB, nato pa reddene do koncentracije 10° CFU/mL. Izvlecki grozdnih tropin so bili
pripravljeni v zaloznih raztopinah s koncentracijo fenolnih spojin 3 mg GAE/mL v gojis¢u
MHB. Mikrodilucijo smo opravili na mikrotitrskih ploS¢icah s 96 luknjicami, v katerih
smo pripravili dvakratne serijske razredCitve izvleckov v koncentracijskem obmoc¢ju med
0,006 do 1,0 mg GAE/mL.

Najprej smo si oznacili plos€ice in pripravili tekoce gojis¢e MHB. V sterilno plo$¢ico smo
od prve kolone naprej asepticno odpipetirali 50 pL sterilnega gojis¢a MHB, v prvo kolono
pa 100 pL zacetne koncentracije zaloZne raztopine z izvlecki in 50 % etanol. Nato smo iz
prve vrste odpipetirali 50 pL izvlecka in ga prenesli v drugo vrsto, vsebino 8 x premesali s
pipeto in tako nadaljevali serijske razred¢itve do konca kolone, pri cemer se je v vsaki
luknjici prepolovila koncentracija zalozne raztopine. Na koncu smo v zadnji luknjici
zavrgli 50 pL. V vse luknjice smo dali §e 50 uL. posamezne Kkulture.

Vzporedno smo pripravili tudi kontrole. Pri pozitivni kontroli smo v eno luknjico
odpipetirali 50 pL gojisca in 50 pL kulture, pri negativni kontroli 50 pL gojisca in prav
toliko izvlecka, v tretjo luknjico pa 100 pL gojisca. Na koncu smo plosc¢ico pokrili s
pokrovom in jo 1 minuto stresali na stresalniku za mikrotitrske ploscice. Plos¢ice smo
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inkubirali 24 ur pri 37 °C. Po koncani inkubaciji smo v vse luknjice dodali 10 pL
bakterijskega rastnega indikatorja p-iodo-nitro-tetrazolium violet (INT, Sigma, Svica), ki
sprejema elektrone iz encima dehidrogenaze in se reducira v rde¢e obarvan formazan
(INTF). Plos¢ice smo dali za eno minuto na mesalo in inkubirali v temi naslednjih 30
minut na 37 °C. Nato smo odsotnost rdeCe barve odcitali kot rezultat inhibicije bakterijske
bakterijske rasti. Vse meritve minimalne inhibitorne koncentracije smo ponovili v dveh
paralelkah.

3.3.5 Krivulja odmiranja

Z makrodilucijsko metodo v bujonu smo preverili kinetiko protimikrobnega delovanja
izvleCkov sort zelen, sauvignon in modri pinot pri bakterijah S. aureus, L. monocytogenes
in S. Enteritidis. Pripravili smo si ustrezno koncentracijo izvletka — minimalno inhibitorno
koncentracijo, ki smo jo dobili z mikrodilucijsko metodo. V predhodno pripravljene
epruvete s 5 ml gojis¢a MHB smo dodali izvlecek in gojis¢e bakterij. Koncna
koncentracija bakterij je bila 10°~10° CFU/mL. Epruvete smo inkubirali 24 h pri 37 °C
med stresanjem pri 75 obratih/minuto. Bakterijsko rast smo spremljali z vzor¢enjem ob
Casu 0, 3, 6, 9 in 24 h. 10 pl ustrezne redCitve vzorca smo nacepili na agar MHA in
petrijeve plos¢e inkubirali za 24 h pri 37 °C. Po inkubaciji smo presteli zrastle kolonije in
izracunali povpre¢no koncentracijo prezivelih bakterij (CFU/mL). Pozitivna kontrola je
bila opravljena na podoben nacin, vendar brez dodatka izvlecka. VVse meritve smo opravili
v dveh neodvisnih eksperimentih in izracunali log CFU/mL ter standardno deviacijo.

3.3.6 Opis metode inkapsulacije izvle¢kov grozdnih tropin v B-ciklodekstrin

Inkluzijski kompleks fenolnih izvle¢kov grozdnih tropin v B-ciklodekstrin (B-CD) smo
pripravili z meSanjem etanolne raztopine izvlecka in vodne raztopine f-CD v mnozinskem
razmerju 1 : 2 (skupna koli¢ina fenolov : B-CD). Mesanje je trajalo 24 ur pri sobni
temperaturi na magnetnem mesalu. Stekleno ¢aSo smo med mesSanjem oblozili s folijo, da
smo preprecili vdor svetlobe. Po koncani inkapsulaciji smo suspenzijo filtrirali skozi
membranski filter z velikostjo por 0,45 um. S tem smo odstranili vse netopne in
nekapsulirane fenole, ki so ostali na membranskem filtru. Inkapsulirali smo fenolni
izvleCek sorte zelen, koli¢ina inkapsuliranega izvlecka je bila 43 9%. Koli¢ino
inkapsuliranega izvlecka oz. u¢inkovitost inkapsulacije (UI %) smo izracunali z uporabo
enacbe 2. Filtrat smo zamrznili pri —40 °C in v naslednjih 24 h liofilizirali. Suhi $-CD
izvlecek smo raztopili v destilirani vodi in filtrirali skozi membranski filter z velikostjo por
0,2 um in s tem odstranili morebitne mikroorganizme (Mourtzinos in sod., 2008).

dejanska kolictina inkapsuliranega izvleCka

Ul % = x 100 .2)

teoreti¢na koli¢ina inkapsuliranega izvleCka

Legenda: Ul — u¢inkovitost inkapsulacije oz. koli¢ina inkapsuliranega izvle¢ka
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Dejanska koli¢ina inkapsuliranega izvleCka je razlika med celotnim izvleckom,
uporabljenim za inkapsulacijo (= teoreticno koli¢ino inkapsuliranega izvlec¢ka) in
izvleCkom, ki se je adsorbiral na povrsino (Mourtzinos in sod., 2008).
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4 REZULTATI

Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) smo kot merilo protimikrobne ucinkovitosti
dolocili vsem pripravljenim izvleckom fenolnih spojin iz tropin Sestih sort grozdja z
uporabo sedmih ekstrakcijskih topil, skupno torej 42 izvleckom fenolnih spojin. Uporabili
smo pet testnih mikroorganizmov, ki so vkljucevali po Gramu pozitivne (B. cereus, S.
aureus, L. monocytogenes) in po Gramu negativne bakterijske vrste (E. coli O157:H7 in S.
Enteritidis). Izmed Sestih sort grozdja smo izbrali tiste, pri katerih smo dolocili najvisjo
protimikrobno aktivnost. Nadalje smo izmed sedmih ekstrakcijskih topil izbrali tistega, pri
katerih se je pokazala najvisja protimikrobna aktivnost. Z najbolj$imi izvlecki smo naredili
analizo kinetike protimikrobnega delovanja, kineti¢ne parametre smo raziskali tudi z
inkapsuliranimi izvlecki.

Rezultate v tem poglavju smo predstavili v treh razliénih enotah. Protimikrobno
ucinkovitost izvleckov fenolnih spojin grozdnih tropin glede na sorto smo v poglavju 4.1
predstavili kot MIK v mg GAE/mL gojis¢a. V poglavju 4.2 smo predstavili vpliv
ekstrakcijskega topila na protimikrobno ucinkovitost izvleckov fenolnih spojin grozdnih
tropin in MIK preracunali na grame liofiliziranih tropin na L gojis¢a (g FDSS/L gojis¢a). V
poglavju 4.3 smo predstavili protimikrobno ucinkovitost izvle¢kov fenolnih spojin
grozdnih tropin glede na bakterije in MIK preracunali v g suhega izvlecka na L gojisca.

4.1 PROTIMIKROBNA UCINKOVITOST IZVLECKOV FENOLNIH SPOJIN
GROZDNIH TROPIN GLEDE NA SORTO

4.1.1 Protimikrobna ucinkovitost izvleckov fenolnih spojin grozdnih tropin sorte
zelen

Pri vsaki sorti grozdja smo imeli vzorce pripravljene s sedmimi razli€énimi ekstrakcijskimi
topili oz. njihovimi meSanicami v volumskem razmerju (voda : metanol = 75 : 25; voda :
metanol = 50 : 50; voda : metanol = 25 : 75; metanol = 100; voda : etanol = 50 : 50; etanol
= 100; metanol: aceton = 50 : 50 (v : v)). Liofilizirane vzorce v falkonkah smo najprej
raztopili v 50 % etanolu (na zacetku smo sicer uporabili absolutni alkohol, vendar se je
vecina vzorcev slabo oz. se sploh ni topila). Potem smo izvleckom fenolnih spojin dolo¢ili
protimikrobno ucinkovitost z metodo mikrodilucije z indikatorjem INT, ki smo jo izvedli v
mikrotitrski plos¢ici.

Na sliki 6 in v preglednici 6 so prikazani rezultati protimikrobne ucinkovitosti izvlecka
sorte zelen na bakteriji S. aureus.
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Slika 6: Prikaz rezultatov mikrodilucije v mikrotitrski plos¢ici v dveh paralelkah za bakterijo S. aureus
Figure 6: Results of microdilution method in 96-well microtitre plates in two paralels for bacterium S. aureus

Analizo smo opravili v dveh paralelkah in rezultate zabelezili v preglednici 6. Na sliki 6 in
preglednici 6 vidimo rezultate mikrodilucije v razponu od 0,75 mg GAE/mL gojisc¢a do
0,006 mg GAE/mL gojisca. Koncentracija fenolnih spojin v izvlecku tropin je bila 6 mg
GAE/mL izvlecka. Protimikrobni u¢inek se je pokazal v tistih luknjicah, kjer je tekocina
obarvana rumeno, izvle¢ek je torej deloval inhibitorno. V preglednici 6 smo rezultat
oznacili kot —. Kjer izvle¢ek ni deloval inhibitorno, se je tekoCina obarvala rdece; Vv
preglednici 6 smo to oznacili kot +. Minimalna inhibitorna koncentracija je najnizja
vrednost, pri kateri ne opazimo rasti.

Preglednica 6: Od¢itavanje MIK rezultatov za bakterijo S. aureus ZMJ 343 (povpreéna vrednost, n = 2)
Table 6: Minimum inhibitory concentration for bacterium S. aureus ZMJ 343 (everage value, n = 2)
Koncentracija 722 Z31 741 Z51 761 Z71 Z81 262 Z72
(mg GAE/mL
gojisca)
0,75 - - - - - -
0,38 - - - - -
0,19
0,094
0,047
0,023
0,012
0,006 + + + + + + + + + +
Legenda: Z: sorta zelen; Z22: topilo voda : metanol = 75 : 25 (v : v); Z31: topilo voda : metanol =50 : 50 (v :
V); Z41: voda : metanol = 25 : 75 (v : v); Z51: metanol; Z61: voda : etanol = 50 : 50 (v : v); Z71: etanol; Z81:

metanol : aceton =50 : 50 (v : v); Z62: voda : etanol =50 : 50 (v : v); Z72: etanol
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Iz preglednice 6 je razvidno, da so imeli vsi izvlecki fenolov grozdnih tropin sorte zelen
protimikrobni uéinek. Vrednosti MIK se gibljejo med 0,19-0,38 mg GAE/mL gojis¢a, ena
vrednost znasa tudi 0,75 mg GAE/mL gojisca.

Protimikrobno ucinkovitost izvle¢kov fenolnih spojin tropin sorte zelen smo poleg
bakterije S. aureus testirali tudi Se pri preostalih, po Gramu pozitivnih bakterijah B. cereus
in L. monocytogenes ter po Gramu negativnih bakterijah E. coli 0157:H7 in S. Enteritidis,
pri vseh sedmih ekstrakcijskih topilih (slika 7). Rezultati so povprecne vrednosti dveh
paralelk.
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Slika 7: Vrednosti MIK (mg GAE/mL gojis¢a) izvlecka fenolov tropin sorte zelen v odvisnosti od izbranega
ekstrakcijskega topila in testne bakterije (povpre¢na vrednost, n = 2). Legenda: met = metanol; et = etanol; ac
= aceton

Figure 7: MICs (mg GAE/mL of media) of "Zelen' variety seeds and skins phenol extract of different

extraction media and tested bacteria (everage value, n = 2). Legend: met = methanol; et = ethanol; ac =
acetone

Iz slike 7 je razvidno, da so imeli izvlecki fenolov grozdnih tropin sorte zelen na listerijo in
salmonelo podoben protimikroben u¢inek. Vrednosti MIK so 0,38 mg GAE/mL gojisca pri
vseh ekstrakcijski medijih. Tekom testiranja protimikrobnih aktivnosti nam je zmanjkalo
raztopline izvlecka fenolov tropin sorte zelen, ki je bil pripravljen z ekstrakcijskimi topili
voda : metanol =75 : 25 (v : v) in voda : metanol =25 : 75 (v : v) (Z22 in Z41), zato te
MIK pri bakterijah L. monocytogenes in S. Enteritidis manjkajo.

Pri ostalih G+ bakterijah ima izvlecek fenolov tropin sorte zelen zelo dober protimikrobni
ucinek, vrednosti MIK se pri S. aureus gibljejo od 0,19-0,33 mg GAE/mL gojisca, pri B.
cereus pa od 0,1095-0,1575 mg GAE/mL gojis¢a. Presenetljivo dober protimikroben
ucinek ima izvlecek fenolov tropin te sorte tudi na E. coli, kajti izmed vseh preizkusenih
tropin ravno fenoli tropin sorte zelen najbolj inhibirajo to, po Gramu negativno bakterijo
(metanol, MIC 0,1575 mg GAE/mL gojisca).

4.1.2 Protimikrobna udinkovitost izvle¢kov fenolnih spojin grozdnih tropin sorte
sauvignon

Izvlecki fenolov topin sorte sauvignon so imeli podoben protimikrobni u¢inek na bakterije
kot tisti sorte zelen. Meritve so bile opravljene v dveh paralelnih ponovitvah, tako da
podatki na sliki 8 predstavljajo povpre¢ne vrednosti. Pri bakteriji S. aureus smo pri vseh
ekstrakcijskih topilih dolo¢ili MIK 0,19 mg GAE/mL gojis¢a. Podobno kot pri sorti zelen
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tudi izvlecek fenolov tropin sorte sauvignon dosega najboljSo protimikrobno uc¢inkovitost
proti G+ bakteriji B. cereus. Vrednosti MIK so $e nizje in sicer 0,094 mg GAE/mL gojisca.
Iz slike 8 je razvidno, da so najboljso protimikrobno u¢inkovitost omogocala ekstrakcijska
topila voda : metanol v volumskem razmerju 75 : 25, 50 : 50 in 25 : 75 ter voda : etanol =
50:50 (v:v).

Izvlecek fenolov tropin sorte sauvignon ima presenetljivo dober protimikrobni u¢inek tudi
na G— bakterije E. coli in S. Enteritidis. Najboljse ekstrakcijsko topilo je bil metanol, saj je
bila tukaj MIK najniZja in sicer 0,1875 mg GAE/mL gojisca, pri salmoneli pa so se kot
najboljse topilo izkazali voda : metanol = 75 : 25 in 25 : 75, etanol in metanol : aceton = 50
50 (v : v). V primerjavi s sorto zelen delujejo izvlecki fenolov tropin sorte sauvignon bolj
inhibitorno na salmonelo in listerijo.
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Slika 8: MIK (mg GAE/mL gojisc¢a) izvlecka fenolov tropin sorte sauvignon v odvisnosti od izbranega
ekstrakcijskega topila in testne bakterije (povpre¢na vrednost, n = 2). Legenda: met = metanol; et = etanol; ac
= aceton
Figure 8: MICs (mg GAE/mL of media) of "Sauvignon' variety seeds and skins phenol extract of different
extraction media and tested bacteria (everage value, n = 2). Legend: met = methanol; et = ethanol; ac =
acetone
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4.1.3 Protimikrobna ucinkovitost izvleckov fenolnih spojin grozdnih tropin sorte
rebula
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Slika 9: Vrednosti MIK (mg GAE/mL gojis¢a) izvle¢ka fenolov tropin sorte rebula v odvisnosti od izbranega
ekstrakcijskega topila in testne bakterije (povpre¢na vrednost, n = 2). Legenda: met = metanol; et = etanol; ac
= aceton

Figure 9: MICs (mg GAE/mL of media) of 'Rebula’ variety seeds and skins phenol extract of different
extraction media and tested bacteria (everage value, n = 2). Legend: met = methanol; et = ethanol; ac =
acetone

MIK smo doloc¢ili tudi pri beli sorti rebula (slika 9). Pri bakteriji S. aureus je MIK pri vseh
ekstrakcijskih topilih 0,38 mg GAE/mL gojisca, kar je malenkost ve¢ kot pri ostalih belih
sortah. Najboljse ekstrakcijsko topilo proti bakteriji B. cereus je bilo topilo voda : etanol =
50 : 50 (v : v), MIK je bil 0,094 mg GAE/mL gojis¢a. V primerjavi z ostalima G+
bakterijama listerija ni bila tako obcutljiva na fenolne izvleCke sorte rebula, saj smo
dokazali bistveno visje MIK, celo 0,75 mg GAE/mL gojis¢a. Najnizje MIK smo dobili pri
ekstrakcijskih topilih voda : metanol = 50 : 50 in 25 : 75 ter pri topilu voda : etanol =50 :
50 (v : V).

V nasprotju s sortama zelen in sauvignon pri izvleckih fenolnih spojin tropin sorte rebula
nismo dokazali protimikrobne uéinkovitosti proti po Gramu negativnim bakterijam E. coli
in S. Enteritidis oz. je MIK > 1,5 mg GAE/mL gojisca.
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4.1.4 Protimikrobna ucinkovitost izvleckov fenolnih spojin grozdnih tropin sorte
cabernet sauvignon

Izvle€ek tropin sorte cabernet sauvignon je imel vecji protimikrobni uc¢inek na po Gramu
pozitivne bakterije (slika 10). Najboljse ekstrakcijsko topilo pri bakteriji S. aureus je bilo
voda : etanol v volumskem razmerju 50 : 50, MIK izvleckov fenolov tropin je bil 0,19 mg
GAE/mL gojisca. Ostale vrednosti so se gibale med 0,38-0,75 mg GAE/mL gojis¢a. Vedji
protimikrobni u¢inek so imeli izvlecki fenolov tropin te sorte na B. cereus, kot najboljsa
ekstrakcijska topila pa so se pokazala voda : metanol v volumskem razmerju 75 : 25in 25:
75 ter voda : etanol in metanol : aceton v volumskem razmerju 50 : 50. Vrednost MIK je
znasala 0,19 mg GAE/mL gojisca.

Na sliki 10 lahko vidimo, da je tudi izvlecek fenolov tropin te sorte imel izmed G+ bakterij
najmanj$i protimikrobni ucinek na L. monocytogenes. MIK je bil 0,38 mg GAE/mL
gojisca, pri ekstrakcijskih topilih voda : metanol = 75 : 25, voda : metanol = 25 : 75 ter
voda : etanol =50 : 50 (v : v).

Med analizo pri postopku doloc¢itve MIK z izvlecki, ki so bili pripravljeni z ekstrakcijskim
topilom voda : metanol = 50 : 50 (v : V) je prislo do napake pri pripravi zalozne raztopine,
zato nekaterih podatkov nimamo.
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Slika 10: Vrednosti MIK (mg GAE/mL gojis¢a) izvlecka fenolov tropin sorte cabernet sauvignon v
odvisnosti od izbranega ekstrakcijskega topila in testne bakterije (povpre¢na vrednost, n = 2). Legenda: met =
metanol; et = etanol; ac = aceton

Figure 10: MICs (mg GAE/mL of media) of "Cabernet sauvignon' variety seeds and skins phenol extract of
different extraction media and tested bacteria (everage value, n = 2). Legend: met = methanol; et = ethanol;
ac = acetone
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Pri po Gramu negativnih bakterijah smo uporabili vecje zacetne koncentracije zalozne
raztopine in ujeli meritev MIK, ki je znasala 1 mg GAE/mL gojisca. Pri izvle¢ku fenolov
tropin sorte modri pinot smo namre¢ uporabili niZje zacetne koncentracije in bili izven
obmocja MIK. Najboljse ekstrakcijsko topilo pri bakteriji E. coli je bil 100 % metanol
(MIK 0,5 mg GAE/mL gojis¢a). Isti MIK je bil dokazan pri drugi G— bakteriji salmoneli,
vendar z drugim ekstrakcijskim topilom metanol : aceton =50 : 50 (v : v).

4.1.5 Protimikrobna udinkovitost izvle¢kov fenolnih spojin grozdnih tropin sorte
merlot

Pri teh tropinah smo dokazali protimikrobno ucinkovitost tudi pri po Gramu negativnih
bakterijah. Podobno kot pri sorti cabernet sauvignon smo uporabili veje zacetne
koncentracije. MIK pri vseh analiziranih fenolnih izvleckih pri E. coli je znasala 1 mg
GAE/mL gojis¢a. Bakterija S. Enteritidis je bila manj obcutljiva, saj smo MIK (I mg
GAE/mL gojisca) uspeli dokazali pri treh ekstrakcijskih topilih in sicer pri voda : metanol
=50 : 50, metanol in mesanici metanol : aceton = 50 : 50 (v : v).

Na sliki 11 vidimo, da so bile G+ bakterije bolj obcutljive na fenolne izvlecke tropin. Pri
bakteriji S. aureus smo dolo¢ili MIK pri 0,19 mg GAE/mL gojisca, kar je podobno kot pri
tropinah sorte cabernet sauvignon, to vrednost pa smo dobili pri kar petih ekstrakcijskih
topilih, kar lahko vidimo na sliki 10. Najbolj obcutljiva bakterija je bila ponovno B. cereus,
MIK smo dolo¢ili pri 0,094 mg GAE/mL gojis¢a pri dveh fenolnih izvleckih z
ekstrakcijskima topiloma voda : etanol v volumske razmerju 50 : 50 in 100 % etanolu. Pri
listeriji je bila ugotovljena enaka aktivnost izvleckov, saj so bile vrednosti MIK pri vseh
ekstrakcijskih topilih 0,38 mg GAE/mL gojisca.
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Slika 11: Vrednosti MIK (mg GAE/mL gojis¢a) izvle¢ka fenolov tropin sorte merlot v odvisnosti od
izbranega ekstrakcijskega topila in testne bakterije (povpreéna vrednost, n = 2). Legenda: met = metanol; et =
etanol; ac = aceton

Figure 11: MICs (mg GAE/mL of media) of "Merlot™ variety seeds and skins phenol extract of different
extraction media and tested bacteria (everage value, n = 2). Legend: met = methanol; et = ethanol; ac =
acetone

4.1.6 Protimikrobna udinkovitost izvleckov fenolnih spojin grozdnih tropin sorte
modri pinot

Vrednosti MIK za bakterijo S. aureus so 0,19 mg GAE/mL gojisca (ekstrakcijski meSanici
voda : metanol = 25 : 75 in voda : etanol = 50: 50 (v : v)) (slika 12). Izvlecki so bili
ponovno najbolj ucéinkoviti proti bakteriji B. cereus, MIK vrednosti so do 0,094 mg
GAE/mL gojisca, pri istih ekstrakcijskih meSanicah kot pri bakteriji S. aureus (voda :
metanol = 25 : 75 in voda : etanol = 50 : 50 (v : v)). Pri L. monocytogenes je bila
ugotovljena zelo podobna aktivnost fenolnih izvleckov, saj so bile vrednosti MIK pri vseh
ekstrakcijskih topilih 0,38 mg GAE/mL gojis¢a, podobno kot pri sorti merlot.
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Slika 12: Vrednosti MIK (mg GAE/mL gojis¢a) izvlecka fenolov tropin sorte zelen v odvisnosti od izbranega
ekstrakcijskega topila in testne bakterije (povprecna vrednost, n = 2). Legenda: met = metanol; et = etanol; ac
= aceton

Figure 12: MICs (mg GAE/mL of media) of "Pinot noir* variety seeds and skins phenol extract of different
extraction media and tested bacteria (everage value, n = 2). Legend: met = methanol; et = ethanol; ac =
acetone

Pri analizi protimikrobne uc¢inkovitosti pri po Gramu negativnih bakterijah z obstojecimi
koncentracijami zaloZne raztopine nismo uspeli dokazati MIK. Manjkajoci rezultati so bili
visji od 1 mg GAE/mL gojiséa in izven obmocja meritve MIK.

Na podlagi rezultatov protimikrobne ucinkovitosti pridobljenih fenolnih izvleckov
grozdnih tropin lahko trdimo, da so najvi§jo protimikrobno aktivnost pokazali izvlecki
tropin sorte sauvignon in zelen, pri rdecih sortah je zelo dobro protimikrobno aktivnost
pokazal izvlec¢ek tropin sorte modri pinot. Te tri sorte smo vklju¢ili tudi v nadaljne analize
kinetike protimikrobnega delovanja.

4.2 VPLIV EKSTRAKCIJSKEGA TOPILA NA PROTIMIKROBNO UCINKOVITOST
IZVLECKOV FENOLNIH SPOJIN GROZDNIH TROPIN

MIK fenolnih izvleckov tropin izraZzeno kot mg GAE/mL gojis¢a smo preracunali (enacba
3) tudi na grame liofiliziranih tropin na L gojisc¢a (g FDSS/L gojisc¢a). Primer izracuna je
predstavljen v preglednici 7. Podatki nam podajo boljso predstavo koliko liofiliziranih
tropin na L gojis€a deluje inhibitorno. Namen nase naloge je bil izbrati tudi
najoptimalnejSo ekstrakcijsko topilo.

Za izratun MIK izrazenega v g FDSS/L gojis¢a smo uporabili enacbo 3. Vrednosti MIK
(mg GAE/mL gojis¢a) so predstavljene na slikah 7-12, vrednosti za skupne fenole (SF) pa
v preglednici 5.
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MIK (mg GAE mL™1)
SF (mg GAE g~ FDSS)

MIK (g FDSS L™1) = x 1000 ...(3)

Preglednica 7: Primer izra¢una na osnovi ena¢be 3 za MIK (g FDSS/L gojis¢a) za sorto zelen pri topilu voda
: metanol = 75 : 25 (v : v) za bakterijo S. aureus

Table 7: Example of calculation on a basis of equation (3) of MIC (g FDSS/L medium) of ‘Zelen" variety at
extraction media water : methanol = 75 : 25 (v : v) against bakteria S. aureus

Izradun MIK (g FDSS/L gojisca)

MIK (mg GAE/mL gojisca) SF (mg GAE/g FDSS) MIK (g FDSS/L gojisca)

0,19 17,89 10,6

4.2.1 Protimikrobna ucinkovitost izvleckov fenolnih spojin grozdnih tropin glede na
topilo pri bakteriji S. aureus

V preglednici 8 so prikazane MIK za bakterijo S. aureus v odvisnosti od izbrane sorte in
izbranega ekstrakcijskega topila. Podane so povpreéne vrednosti dveh eksperimentov.

Preglednica 8: Protimikrobna ucinkovitost izvleckov fenolnih spojin iz tropin Sestih sort grozdja,
pripravljenih s sedmimi ekstrakcijskimi topili proti bakteriji S. aureus (MIK v g FDSS/L gojis¢a) (povpreéna
vrednost, n = 2). Koncentracije ekstrakcijskih topil so podane v volumskem razmerju (v : v)

Table 8: Antimicrobial activity of pf phenol extracts from six Vitis vinifera L. cultivars skins and seeds
prepared with seven extraction media against S. aureus (MICs in g FDSS/L medium) (everage value, n = 2).
Concentration of the extraction media are given in the volume ratio (v: v)

MIK (g FDSS/L gojisca)

voda : voda : voda : metanol | voda: etanol metanol :

metanol = metanol = metanol = etanol = aceton = 50

75:25 50:50 25:50 50:50 150
zelen 10,6 7,9 9,8 7,5 11,4 11,3 6,3
sauvignon 7,1 53 5,9 6,2 4,2 8,2 57
rebula 25,7 13,3 15,3 18,2 11,2 17,5 18,3
cabernet 251 131 13,7 17,9 57 41,6 18,6
sauvignon
merlot 18,9 54 10,8 6,0 4,4 6,4 5,8
modri pinot 11,2 53 3,6 5,6 3,2 4,0 3,9

Iz preglednice 8 je razvidno, da ekstrakcijsko topilo voda : etanol = 50 : 50 (v : v) daje v
koncentracijah. Najbolje se je odrezal izvlecek tropin sorte modri pinot, samo 3,2 g FDSS
tropin te sorte na L gojisca preprecuje rast bakterije S. aureus. Zelo dobri rezultati so se
pokazali tudi pri tropinah sorte sauvignon (4,2 g FDSS/L gojis¢a) in sorti merlot (4,4 g
FDSS/L gojis¢a). V povprecju imajo izvlecki fenolnih spojin tropin rdecih sort nizji MIK
kot bele sorte.
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4.2.2 Protimikrobna ucinkovitost izvle¢ckov fenolnih spojin grozdnih tropin glede na
topilo pri bakteriji L. monocytogenes

Nadalje smo iskali optimalno ekstrakcijsko topilo v povezavi s protimikrobno
ucinkovitostjo proti bakteriji L. monocytogenes (preglednica 9). Podoben trend se nadaljuje
tudi pri tej, po Gramu pozitivni bakteriji. Najbolj optimalno ekstrakcijsko topilo je bilo v
vedini primerov voda : etanol =50 : 50 (v : v). Vidimo tudi, da imajo v povpre¢ju izvlecki
fenolnih spojin tropin rdec¢ih sorte nizji MIK (6,4-11,4 g FDSS/L gojis¢a) kot bele sorte
(8,6-13,1 g FDSS/L gojisca).

Preglednica 9: Protimikrobna ucinkovitost izvle¢kov fenolnih spojin iz tropin Sestih sort grozdja,
pripravljenih s sedmimi ekstrakcijskimi topili proti bakteriji L. monocytogenes (MIK v g FDSS/L gojis¢a)
(povpre¢na vrednost, n = 2). Koncentracije ekstrakcijskih topil so podane v volumskem razmerju (v : v)
Table 9: Antimicrobial activity of FDSS extracts from six Vitis vinifera L. cultivars prepared with seven
extraction media against L. monocytogenes (MICs in g FDSS/L media) (everage value, n = 2). Concentration
of the extraction media are given in the volume ratio (v : v)

MIK (g FDSS/L gojisca)

voda : voda : voda : metanol voda : etanol metanol :

metanol = metanol = metanol = etanol = aceton =50 :

75:25 50:50 25:50 50:50 50
zelen ND 158 ND 15,0 13,1 15,1 127
sauvignon 71 10,6 11,9 12,3 8,6 16,4 113
rebula 50,8 13,3 15,3 36,0 11,2 34,6 36,0
cabernet
sauvignon 251 ND 13,7 354 11,4 416 36,7
merlot 18,9 10,7 10,8 119 8,9 12,8 11,6
modri pinot 11,2 7.0 7.2 7,6 6,4 8,1 7,8

Legenda: ND: ni dolo¢eno

4.2.3 Protimikrobna u¢inkovitost izvleckov fenolnih spojin grozdnih tropin glede na
topilo pri bakteriji B. cereus

Izvlecki so pokazali zelo veliko protimikrobno uc¢inkovitost proti tej sporogeni G+ bakteriji
(preglednica 10). Izvlecki fenolnih spojin so bili bolj uéinkoviti proti B. cereus v
primerjavi z bakterijama S. aureus in L. monocytogenes. Najboljse topilo je ponovno voda
> etanol =50 : 50 (v : v). MIK se gibljejo od 1,6-5,7 g FDSS/L gojisc¢a. Najnizje vrednosti
MIK so bile v vseh treh primerih ugotovljene pri tropinah sorte modri pinot (1,6-5,6 g
FDSS/L gojisca).
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Preglednica 10: Protimikrobna udinkovitost izvle¢kov fenolnih spojin iz tropin Sestih sort grozdja,
pripravljenih s sedmimi ekstrakcijskimi topili proti bakteriji B. cereus (MIK v g FDSS/L gojis¢a) (povpreéna
vrednost, n = 2). Koncentracije ekstrakcijskih topil so podane v volumskem razmerju (v : v)

Table 10: Antimicrobial activity of FDSS extracts from six Vitis vinifera L. cultivars prepared with seven
extraction media against B. cereus (MICs in g FDSS/L media) (everage value, n = 2). Concentration of the
extraction media are given in the volume ratio (v : v)

MIK (g FDSS/L gojisca)
voda : voda : voda : metanol | voda : etanol etanol metanol :
metanol = | metanol = | metanol = =50:50 aceton =50 :
75: 25 50 : 50 25:50 50

zelen 8,8 6,5 3,7 6,2 45 6,2 5,2

sauvignon 35 2,6 2,9 6,2 2,1 8,2 5,7

rebula 12,9 9,7 7,7 9,1 2,8 8,8 9.1

cabernet

sauvignon 125 26,4 6,8 9,0 5,7 211 9,3

merlot 14,1 54 10,8 4.4 2,2 32 43

modri pinot 5,6 35 18 2,9 16 4,0 3,9

4.2.4 Protimikrobna u¢inkovitost izvle¢kov fenolnih spojin grozdnih tropin glede na
topilo pri bakteriji S. Enteritidis

Rezultati so glede na vrsto bakterije pricakovani, ¢eprav so pri fenolnih izvleckih tropin
belih sort (zelen in sauvignon) presenetljivi. Izvlecki tropin belih sort so pokazali
ucéinkovitost proti tej G— bakteriji pri vseh ekstrakcijskih topilih (pri obeh manjkajocih
podatkih je pri pripravi izvlecka pri sorti zelen prislo do napake) (preglednica 11).
Salmonela je bila na fenolne izvlecke tropin sorte rebula slabse obcutljiva (podobno
vidimo v preglednici 12 pri E. coli). V primerjavi z ostalima belima sortama se je izvlecek
tropin te sorte slabSe odrezal tudi pri G+ bakterijah, kar lahko vidimo na slikah 6, 7 in 8.
Na podlagi danih eksperimentalnih podatkov je tezko izbrati najbolj ucinkovito
ekstrakcijsko topilo, saj imamo npr. za topilo voda : etanol samo dva podatka.
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Preglednica 11: Protimikrobna udéinkovitost izvle¢kov fenolov tropin Sestih sort grozdja, pripravljenih s
sedmimi ekstrakcijskimi topili proti bakteriji S. Enteritidis (MIK v g FDSS/L goji$¢a) (povpre¢na vrednost,
n = 2). Koncentracije ekstrakcijskih topil so podane v volumskem razmerju (v : v)

Table 11: Antimicrobial activity of FDSS extracts from six Vitis vinifera L. cultivars prepared with seven
extraction media against S. Enteritidis (MICs in g FDSS/L media) (everage value, n = 2). Concentration of
the extraction media are given in the volume ratio (v: v)

MIK (g FDSS/L gojiica)
voda : voda : voda : metanol voda : etanol metanol :
metanol = metanol = metanol = etanol = aceton =50 :
75:25 50:50 25:50 50:50 50
zelen
ND 15,8 ND 15,0 12,8 15,1 12,7
sauvignon 12,2 7,5
9,3 14,0 7.8 11,4 10,8
rebula
>101,5 >525 > 60,4 >71,9 > 443 > 69,2 >72,1
cabernet
sauvignon 65,9 35,2 ND 472 ND 55,5 245
merlot 496 >56,4 >56,9 31,3 >471 >67.4 30,5
modri pinot >443 >277 > 28,2 >298 > 253 >31,8 > 30,6

Legenda: ND: ni dolo¢eno

4.2.5 Protimikrobna ucinkovitost izvle¢ckov fenolnih spojin grozdnih tropin glede na
topilo pri bakteriji Escherichia coli O157:H7

Podobno kot pri bakteriji S. Enteritidis tudi na to G— bakterijo najbolj u¢inkovito delujeta
izvlecka fenolov tropin sort zelen in sauvignon. MIK se pri sorti zelen gibljejo od 6,7-24,5
g FDSS/L gojis¢a (povpre¢en MIK je skoraj 10 g FDSS/L gojisca), najboljse ekstrakcijsko
topilo je voda : etanol v volumskem razmerju 50 : 50. Pri tropinah sorte sauvignon se MIK
gibljejo od 6-10,8 g FDSS/L gojis¢a. Najnizji MIK je dosegel vzorec pri topilu voda :
etanol =50 : 50 (v : v). Dokazali smo tudi protimikrobno ué¢inkovitost tropin sort cabernet
sauvignon in merlot. Najboljse rezultate smo dobili z metanolom, pri izvle¢ku fenolov
tropin sorte merlot pa s topilom voda : etanol =50 : 50 (v : v). Povpre¢ni MIK vrednosti so
v primerjavi s tropinami belih sort visje. Povprecen MIK pri tropinah sorte cabernet
sauvignon je 44,1 g FDSS/L gojisc¢a, pri sorti merlot pa celo 32,2 g FDSS/L gojisca.
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Preglednica 12: Protimikrobna uéinkovitost izvle¢kov fenolov tropin Sestih sort grozdja, pripravljenih s
sedmimi ekstrakcijskimi topili proti bakteriji E. coli (MIK v g FDSS/L goji$¢a) (povpreéna vrednost, n = 2).
Koncentracije ekstrakcijskih topil so podane v volumskem razmerju (v : v)

Table 12: Antimicrobial activity of FDSS extracts from six Vitis vinifera L. cultivars prepared with seven
extraction media against E. coli (MICs in g FDSS/L media) (everage value, n = 2). Concentration of the

extraction media are given in the volume ratio (v: v)

MIK (g FDSS/L gojisa)

voda : voda : voda : metanol voda : etanol metanol :

metanol = metanol = metanol = etanol = aceton =

75:25 50:50 25:50 50:50 50 :50
zelen 245 14,8 75 6.7 9.1 8,7 8,4
sauvignon 9,3 7.0 7.8 6,1 57 10,8 75
rebula > 1015 >525 > 60,4 >71,9 >443 | >692 >72,1
cabernet
sauvignon 65,9 35,2 35,9 23,6 ND 55,5 48,9
merlot 49,6 28,2 285 313 235 337 305
modri pinot >443 >27,7 > 28,2 >29,8 >253 >31,8 > 30,6

Legenda: ND: ni dolo¢eno

Na podlagi vseh rezultatov, predstavljenih v poglavju 4.2, smo kot najbolj optimalno
ekstrakcijsko topilo doloéili topilo voda : etanol v volumskem razmerju 50 : 50 in vse
rezultate zbrali v preglednici 13. Vsi rezultati so povprecje dveh eksperimentov.

Preglednica 13: Protimikrobna uéinkovitost izvleCkov fenolov tropin Sestih sort grozdja, pripravljenih z
ekstrakcijskim topilom voda : etanol = 50 : 50 (v : v) proti petim bakterijam (MIK v g FDSS/L gojis¢a)
(povpre¢na vrednost, n = 2)

Table 13: Antimicrobial activity of FDSS extracts of six Vitis vinifera L. cultivars prepared with water :
ethanol = 50 : 50 (v : v) extraction against five foodborne pathogens (MICs in g FDSS/L media) (everage
value, n = 2).

S. aureus B. cereus L. monocytogenes S. Enteritidis E. coli
zelen 114 4,5 131 12,8 9,1
sauvignon 4,2 2,1 8,6 11,4 57
rebula 11,2 2,8 11,2 > 44,3 > 44,3
cabernet 5,7 5,7 11,4 ND >29,9
sauvignon
merlot 4.4 2,2 8,9 > 47,1 >235
modri pinot 3,2 1,6 6,4 >25.3 >12,8
Legenda: ND: ni dolo¢eno
43 PROTIMIKROBNA UCINKOVITOST IZVLECKOV FENOLNIH SPOJIN

GROZDNIH TROPIN GLEDE NA BAKTERNE

V nasi raziskavi smo ugotovili, da je najbolj optimalno ekstrakcijsko topilo voda : etanol =
50 : 50 (v : v). Na sliki 13 smo predstavili rezultate protimikrobne uéinkovitosti izvleCkov
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fenolov pripravljenih s tem ekstrakcijskim topilom izrazene v g suhega izvlecka na L
gojisca.

MIK izvleckov fenolnih spojin izrazeno kot mg GAE/mL gojis¢a smo preracunali (enacba
4) tudi na g suhega izvlecka na L gojis¢a. Ti podatki nam podajo predstavo koliko izvlecka
na L gojisca deluje inhibitorno. Primer izracuna je predstavljen v preglednici 14.

Za izraCun MIK izrazenega v ¢ suhega izvlecka na L gojis¢a smo uporabili enacbo 4.
Vrednosti MIK (mg GAE/mL gojis¢a) so predstavljene na slikah 7-12, vrednosti za skupne
fenole (SF) pa v preglednici 4.

MIK (mg GAE mL™1)
SF (mg GAE g~ suhe snovi izvletka)

MIK (g izvletkaL™t) = X 1000 .(4)

Preglednica 14: Primer izraGuna na osnovi enacbe 4 za MIK (g suhega izvle¢ka/L gojis€a) za sorto zelen pri
topilu voda : metanol =75 : 25 (v : v) za bakterijo S. aureus

Table 14: Examle of calculation on a basis of equation of MIC (g extract/L medium) of "Zelen® variety at
extraction media water : methanol =75 : 25 (v : v) against bakteria S. aureus

Izracun MIK (g suhega izvlecka/L gojisca)

MIK (mg GAE/mL gojisca) SF (mg GAE/g suhe snovi izvlecka) MIK (g suhega izvlecka/L gojisca)

0,19 46,9 4,05

Na sliki 13 se zelo nazorno vidi, da so se fenolni izvlecki tropin rdecih sort bolje izkazali v
primerjavi z belimi, saj na primer ze 0,6 g suhega izvlecka fenolov tropin sorte modri pinot
na L gojiSca inhibira rast stafilokoka. Pri bacilusu so podatki Se bolj impresivni, saj le 0,3 g
suhega fenolnega izveCka na L gojiSca iste sorte inhibira rast te bakterije. Pri listeriji so
vrednosti vi§je, vendar Se vedno le 1,2 g suhega izvecka fenolov tropin sorte modri pinot
ali merlot na L goji$€a inhibira to patogeno bakterijo. Inhibicije rasti po Gramu negativnih
bakterijah nam s fenoli tropin uporabljenih rdecih sort ni uspelo dokazati, izjema so le
fenoli tropin sort cabernet sauvignon in merlot, ki z dobrimi 3 g izvlecka na L gojisca
inhibirata rast E. coli.



53
Jug Novsak K. Protimikrobna ucinkovitost izvleckov fenolnih spojin iz grozdnih tropin.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

M S. aureus

M B. cereus

M L. monocytogenes

M E. coli

MIK (g izvle¢ka/L gojisca)

M S. Enteritidis

Zelen Sauvignon Rebula Cabernet Merlot Modri pinot
sauvignon

Slika 13: Vrednosti MIK izvle¢kov fenolov tropin pri topilu voda : etanol = 50 : 50 (v : v) v odvisnosti od
sorte grozdja in testne bakterije (v g suhega fenolnega izvle¢ka/L gojisc¢a) (povpreéna vrednost, n = 2)
Figure 13: MICs of of 6 Vitis vinifera L. varietiy water: ethanol =50 : 50 (v : v) phenol extracts (from skins

and seeds) against five bacteria (in g of dry phenol extract /L media) (everage value, n = 2)

Najbolj inhibitorno delujeta na G- bakterije izvlecka fenolov tropin sort zelen in
sauvignon. Izvlecki fenolov tropin sorte sauvignon delujejo bolj inhibitorno na E. coli, saj
2,6 g suhega fenolnega izvlecka tropin sorte sauvignon na L gojis¢a inhibira rast te
bakterije. Fenoli tropin sorte zelen delujejo bolj inhibitorno na S. Enteritidis, 3,6 g suhega
fenolnega izvlecka na L gojis¢a preprecuje rast salmonele. Na G+ bakterije delujejo
izvlecki tropin sort zelen in sauvignon bistveno manj inhibitorno v primerjavi z izvlecki
rdecih sort, kot tudi v primerjavi s sorto rebula. Za inhibicijo stafilokoka potrebujemo
trikrat ve¢ suhega fenolnega izvecka sorte sauvignon (2 g izvleCka na L gojis€a) v
primerjavi s sorto modri pinot in ve¢ kot Sestkrat ve¢ izvlecka sorte zelen (6 g suhega
izvleCka na L gojis€a). Za inhibicijo rasti listerije potrebujemo kar 4,6 g suhega fenolnega
izvleCka tropin sorte zelen na L gojisca in le 1,3 g izvlecka tropin sorte rebula na L gojisca.

Torej vse bakterije najbolj inhibirata izvlecka tropin sort sauvignon in zelen, saj delujeta
najbolj Siroko, po koli¢ini izvlecka pa prednjacijo tropine rdecih sort modri pinot in merlot,
saj zelo mala koli¢ina suhega izvlecka fenolov inhibira G+ bakterije.

4.4 KINETIKA PROTIMIKROBNEGA DELOVANJA

V nadaljevanju naSega dela smo naredili analizo kinetike protimikrobnega delovanja. V
skladu z najniZjo minimalno inhibitorno koncentracijo, ki smo jo dolocili z metodo
mikrodilucije z indikatorjem INT, izvedene v mikrotitrski plos¢ici, smo vzorce tropin sort
zelen, sauvignon in modri pinot (rezulati so prikazani na slikah 7, 8 in 12) dolocili za
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nadaljnje analize kinetike protimikrobnega delovanja z makrodilucijsko metodo v bujonu.
Izmed sedmih ekstrakcijskih topil smo kot najbolj optimalno dolo¢ili topilo voda : etanol =
50 : 50 (v : v). Torej smo izmed 42 vzorcev kot optimalne izbrali tri izvlecke, pripravljene
iz grozdnih tropin sorte zelen, sauvignon in modri pinot, vse z uporabo ekstrakcijskega
topila voda : etanol =50 : 50 (v : v).

4.4.1 Krivulje odmiranja/rasti bakterije Staphylococcus aureus

Krivulje rasti, prezivetja in odmiranja za bakterijo S. aureus po izpostavitvi trem fenolnim
izvleCkom pri koncentracijah MIK, ki smo jih doloc¢ili z mikrodilucijsko metodo, so
prikazane na sliki 14.

Z dolocitvijo Stevila bakterij v gojis¢u z dodanim izvleckom grozdnih tropin smo po 24
urni inkubaciji od¢itali inhibicijo, ki smo jo dosegli s posameznim izvleckom.

Kot je bilo tudi pri¢akovano, je bila poleg inhibicije rasti v dveh primerih dosezena tudi
redukcija. Izvlecek tropin sorte zelen v koncentraciji 0,19 mg GAE/mL gojisca (to je MIK
izvlecka tropin sorte zelen za S. aureus) je znizal koncentracijo celic za priblizno 5 log
stopenj, torej je zmanjSal taréni organizem pod nivo detekcije Ze po 9 h inkubacije (slika
14).

Izvlecka fenolov tropin sort sauvignon in modri pinot nista tako ucinkovito inhibirala rasti
kot izvle¢ek fenolnih spojin tropin sorte zelen. Tekom poskusa sta obe sorti preprecili
razmnoZevanje bakterij in zniZali koncentracijo celic. MikrobioloSka inhibicija se je pri
fenolnem izvlecku tropin sorte sauvignon ustavila po 9 h do konéne koncentracije bakterije
10* CFU/mL. Pri tropinah sorte modri pinot se je tudi po 9 h nadaljevala redukcija in
fenolni izvlecek tropin sorte zelen v koncentraciji 0,19 mg GAE/mL je po 24h znizal
koncentracijo celic za priblizno 4 log stopnje, na kon¢no koncentracijo med 10-10?
CFU/mL.
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Slika 14: Krivulja rasti, prezivetja/odmiranja bakterije S. aureus po izpostavitvi izvle¢kom fenolnih spojin
grozdnih tropin treh sort pri koncentraciji 0,19 mg GAE/mL gojis¢a (povprecna vrednost in standardni
odklon, n = 2)

Figure 14: S. aureus growth and survival/death curves after exposure to phenolic extracts of three grape
varieties (skins and seeds) at concentrations 0,19 mg GAE/mL media (average value, error bars indicate
standard deviations of assays, n = 2)

4.4.2 Krivulje odmiranja/rasti bakterije Listeria monocytogenes

Krivulje rasti, prezivetja in odmiranja za bakterijo L. monocytogenes po izpostavitvi trem
izvleckom fenolnim spojin tropin pri koncentracijah MIK, ki smo jih dolo¢ili z
mikrodilucijsko metodo, so prikazane na sliki 15.

Podoben ucinek so imeli izvlecki tudi na rast bakterije L. monocytogenes. Izvlecek
fenolnih spojin tropin sorte zelen v koncentraciji 0,38 mg GAE/mL gojis¢a je znizal
koncentracijo celic za priblizno 5 log stopenj, torej je zmanjsal celice bakterije pod nivo
detekcije ze po 9 h inkubacije. V primerjavi z bakterijo S. aureus je izvlecek fenolnih
spojin tropin sorte sauvignon tudi po 9 h znizeval koncentracijo bakterij in znizal
koncentracijo celic za priblizno 4 log stopnje, na konc¢no koncentracijo med 10-10?
CFU/mL. Izvle¢ek fenolnih spojin tropin sorte modri pinot je dosegel podobno
mikrobiolo$ko redukcijo za priblizno 4 log stopnje.
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Slika 15: Krivulja rasti, prezivetja/odmiranja bakterije L. monocytogenes po izpostavitvi izvlekom fenolnih
spojin treh sort pri koncentraciji 0,38 mg GAE/mL gojis¢a (povpre¢na vrednost in standardni odklon, n = 2)
Figure 15: L. monocytogenes growth and survival/death curves after exposure to phenolic extracts of three

grape varieties (skins and seeds) at concentrations 0,38 mg GAE/mL media media (average value, error bars
indicate standard deviations of assays, n = 2)

4.4.3 Krivulje odmiranja/rasti bakterije Bacillus cereus

Kinetiko protimikrobnega delovanja smo preverili tudi pri vrsti B. cereus (slika 16).
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Slika 16: Krivulja rasti, prezivetja/odmiranja bakterije B. cereus po izpostavitvi izvle¢kom fenolnih spojin
tropin sorte zelen v koncentraciji 0,19 mg GAE/mL gojis¢a, tropin sorte sauvignon v koncentraciji 0,094 mg
GAE/mL gojis¢a in tropin sorte modri pinot pri koncentraciji 0,094 mg GAE/mL gojis¢a (povprecna
vrednost in standardni odklon, n = 2)

Figure 16: B. cereus growth and survival/death curves after exposure to phenolic extracts (skins and seeds)
grape variety “Zelen" at concentrations 0,19 mg GAE/mL media, variety “Sauvignon™ at concentrations 0,094
mg GAE/mL media and variety "Pinot Noir™ at concentrations 0,094 mg GAE/mL media media (average
value, error bars indicate standard deviations of assays, n = 2)
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Krivulje rasti, prezivetja in odmiranja za to bakterijo po izpostavitvi trem fenolnim
izvleckom tropin pri koncentracijah MIK, ki smo jih dolo¢ili z mikrodilucijsko metodo, so
prikazane na sliki 16. Izvle¢ek fenolnih spojin tropin sorte zelen v koncentraciji 0,19 mg
GAE/mL gojisca je dosegel mikrobiolosko redukcijo po 3 h za 2 log stopnji. Inhibicija se
je nadaljevala do 24 h, vendar je koncentracija po 24 h ostala v obmocju 102 CFU/mL.
TakSen rezultat je v skladu s pricakovanji, saj je bakterija B. cereus sporogena. Spore
bakterije prezivijo v okolju z izvleckom. Izvle¢ek fenolnih spojin tropin sorte sauvignon v
koncentraciji 0,094 mg GAE/mL gojisca je inhibiral rast bakterije prvih 9 h in znizal
koncentracijo celic za 2 log stopnji, kasneje pa je koncentracija bakterij zacela narascati do
10° CFU/mL. Izvletki fenolnih spojin tropin sorte modri pinot v koncentraciji 0,094 mg
GAE/mL gojis¢a so na zacetku inhibirali rast bakterije, vendar je Ze po 4 h zacela bakterija
zopet rasti in se je po 24 h skoraj priblizala koncentraciji celic kontrole (108 CFU/mL).

4.4.4 Krivulje odmiranja/rasti bakterije Escherichia coli O157:H7

Tekom eksperimenta smo se odlocili, da kinetiko protimikrobnega delovanja poskusimo
tudi pri po Gramu negativnih bakterijah. Najprej smo analizirali izvlecke tropin sorte zelen
pri koncentracijah MIK (0,38 mg GAE/mL gojisca) na bakteriji E. coli (slika 17). Izvlecki
fenolnih spojin tropin sorte zelen niso inhibirali rasti E. coli, SO pa znizali razmnoZevanje
bakterij v primerjavi s kontrolo do kon¢ne koncentracije do 108 CFU/mL. Izvletek
fenolnih spojin tropin sorte sauvignon v koncentraciji 0,25 mg GAE/mL gojis¢a ni omejil
razmnozevanja celic E. coli (slika 17).
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Slika 17: Krivulja rasti, preZivetja/odmiranja bakterije E. coli po izpostavitvi izvleCkom fenolnih spojin sorte
zelen v koncentraciji 0,38 mg GAE/mL gojisc¢a ter sorte sauvignon v koncentraciji 0,25 mg GAE/mL gojisca
(povprecna vrednost in standardni odklon, n = 2)

Figure 17: E.coli growth and survival/death curves after exposure to phenolic extracts grape variety “Zelen®
at concentrations 0,38 mg GAE/mL media and variety “Sauvignon™ at concentrations 0,25 mg GAE/mL
media media (average value, error bars indicate standard deviations of assays, n = 2)
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Pri tej analizi smo za sorto zelen uporabili MIK, ki smo ga dolo¢ili za novo serijo izvlecka
fenolnih spojin tropin sorte zelen. Povpre¢en MIK za izvlecek fenolnih spojin tropin sorte
zelen za bakterijo E. coli je sicer znaSal 0,26 mg GAE/mL gojis¢a (slika 7).

4.4.5 Krivulje odmiranja/rasti bakterije Salmonella Enteritidis

Kot naslednjo po Gramu negativno bakterijo smo analizirali S. Enteritidis. Izvlec¢ek
fenolnih spojin tropin sorte zelen v koncentraciji 0,38 mg GAE/mL je podobno kot pri
bakteriji E. coli na zacetku rahlo zaviral rast bakterije (slika 18) in malenkost upocasnil
razmnozevanje bakterij.

9,5

9 A

N 4 _—

wl/ _—

5,5

:

log10 CFU/mL

0 5 10 Cas (h) 15 20 25

==g===Salmonella Enteritidis - kontrola =l 7clen

Slika 18: Krivulja rasti, prezivetja/odmiranja bakterije S. Enteritidis po izpostavitvi izvleCku fenolnih spojin
sorte zelen v koncentraciji 0,38 mg GAE/mL gojis¢a (povpreéna vrednost in standardni odklon, n = 2)
Figure 18: S. Enteritidis growth and survival/death curves after exposure to FDSS phenolic extract grape

variety “Zelen™ at concentrations 0,38 mg GAE/mL (average value, error bars indicate standard deviations of
assays, n = 2)

4.5 VPLIV INKAPSULACIJE NA PROTIMIKROBNO UCINKOVITOST IZVLECKOV
FENOLNIH SPOJIN TROPIN

Pred izvedbo kinetike smo inkapsuliranemu izvlecku sorte zelen, ekstrahiranemu v 50 %
etanolu, dolo¢ili MIK. Pred izvedbo kinetike smo ponovno preverili MIK
neinkapsuliranemu izvlecku fenolnih spojin tropin sorte zelen, saj smo dobili nov vzorec
izvleCka. Ponekod smo dobili razlicne vrednosti, kot so predstavljene na sliki 7.
Protimikrobno ucinkovitost inkapsuliranega izvlecka sorte zelen smo testirali pri vseh petih
bakterijah. Rezultati so prikazani v preglednici 15.
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Preglednica 15: Protimikrobna u¢inkovitost inkapsuliranega in neinkapsuliranega izvlec¢ka sorte zelen proti
petim patogenim bakterijam (MIK v mg GAE/mL gojis¢a) (povpreéna vrednost, n = 2)

Table 15: Antimicrobial activity of encapsulated extract of variety “Zelen™ against five foodborne pathogens
(expresed as MICs in mg GAE/mL media) (average value, n = 2)

Bakterije MIK (mg GAE/mL gojisca) MIK (mg GAE/mL gojis¢a)
neinkapsuliranega izvlecka* inkapsuliranega izvlecka

S. aureus 0,19 0,19

B. cereus 0,19 0,19

L. monocytogenes 0,38 0,38

E. coli O157:H7 0,38 0,38

S. Enteritidis 0,38 0,38

* MIK je ponovno izmerjen na drugemu vzorcu izvlecka

4.5.1 Vpliv inkapsuliranega izvle¢ka fenolnih spojin tropin sorte zelen na krivuljo
odmiranja/rasti bakterije S. aureus

Inkapsuliranemu izvlec¢ku tropin sorte zelen smo doloc¢ili MIK, ki je znasal 0,19 mg
GAE/mL gojis¢a (preglednica 11). MIK neinkapsuliranega izvlecka sorte zelen na
novejSem vzorcu je prav tako znasSal 0,19 mg GAE/mL gojis¢a. Povprecen MIK izvlecka
sorte zelen na sliki 7 je 0,33 mg GAE/mL gojis¢a. Inkapsuliran izvlecek tropin sorte zelen
je bil v primerjavi z neinkapsuliranim manj ucinkovit (slika 19).
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Slika 19: Krivulja rasti, prezivetja/odmiranja bakterije S. aureus po izpostavitvi inkapsuliranemu in
neinkapsuliranemu izvle¢ku fenolnih spojin sorte zelen pri koncentraciji 0,19 mg GAE/mL gojisca
(povprecna vrednost in standardni odklon, n = 2)

Figure 19: S. aureus growth and survival/death curves after exposure to FDSS phenolic extracts and
encapsulated phenolic extracts of grape variety “Zelen™ at concentrations 0,19 mg GAE/mL media (average
value, error bars indicate standard deviations of assays, n = 2)
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4.5.2 Vpliv inkapsuliranega izvle¢ka fenolnih spojin tropin sorte zelen na krivuljo
odmiranja/rasti bakterije L. monocytogenes

Protimikrobno uc¢inkovitost inkapsuliranega izvlecka tropin sorte zelen smo testirali tudi na
bakteriji L. monocytogenes, minimalna inhibitorna koncentracija je znasala 0,38 mg
GAE/mL gojisca. MIK neinkapsuliranega izvlecka sorte zelen je prav tako znasala 0,38 mg
GAE/mL gojisca. Iz slike 20 lahko od¢itamo, da je imela koncentracija 0,38 mg GAE/mL
gojis¢a izvlecka fenolnih spojin sorte zelen bakteriociden ucinek ze po 9 wurah,
inkapsuliranemu fenolnemu izvlecku pa je v isti koncentraciji bakteriociden u¢inek uspelo
doseci Sele po 24 urah.
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Slika 20: Krivulja rasti, prezivetja/odmiranja bakterije L. monocytogenes po izpostavitvi inkapsuliranemu in
neinkapsuliranemu izvle¢ku fenolnih spojin sorte zelen pri koncentraciji 0,38 mg GAE/mL gojisca
(povprecna vrednost in standardni odklon, n = 2)

Figure 20: L. monocytogenes growth and survival/death curves after exposure to FDSS phenolic extracts and
encapsulated phenolic extracts of grape variety “Zelen™ at concentrations 0,38 mg GAE/mL media (average
value, error bars indicate standard deviations of assays, n = 2)

4.5.3 Vpliv inkapsuliranega izvle¢ka fenolnih spojin tropin sorte zelen na krivuljo
odmiranja/rasti bakterije B. cereus

Ucinkovitost inkapsulacije smo preverili tudi pri sporogeni, po Gramu pozitivni bakteriji
B. cereus. MIK inkapsuliranega in neinkapsuliranega izvlecka fenolnih spojin tropin sorte
zelen je znasal 0,19 mg GAE/mL gojisca. Povpreéna vrednost MIK na sliki 7 je 0,13 mg
GAE/mL gojisca. Na sliki 21 vidimo, da sta oba pripravka enako reducirala Stevilo
bakterij. Ze po treh urah inkubacije sta dosegla mikrobiologko inhibicijo za 2 log stopnji.
Inhibicija se je nadaljevala do 24 h, vendar je koncentracija po 24 h ostala v obmoc¢ju 10
CFU/mL.
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Slika 21: Krivulja rasti, prezivetja/odmiranja bakterije B. cereus po izpostavitvi inkapsuliranemu in
neinkapsuliranemu izvleCku fenolnih spojin sorte zelen pri koncentraciji 0,19 mg GAE/mL gojis¢a
(povprecna vrednost in standardni odklon, n = 2)

Figure 21: B. cereus growth and survival/death curves after exposure to FDSS phenolic extracts and
encapsulated phenolic extracts of grape variety “Zelen™ at concentrations 0,19 mg GAE/mL media (average
value, error bars indicate standard deviations of assays, n = 2)

4.5.4 Vpliv inkapsuliranega izvlecka fenolnih spojin tropin sorte zelen na krivuljo
odmiranja/rasti bakterije E. coli

Protimikrobna ucinkovitost inkapsuliranega izvleCka tropin sorte zelen je bila podobna
neinkapsuliranemu, MIK je znasal 0,38 mg GAE/mL gojisc¢a. Na sliki 22 vidimo, da noben
pripravek ni popolnoma inhibiral rasti bakterij, je bil pa neinkapsuliran pripravek nekoliko
boljsi.
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Slika 22: Krivulja rasti, prezivetja/odmiranja bakterije E. coli po izpostavitvi inkapsuliranemu in
neinkapsuliranemu izvleCku fenolnih spojin sorte zelen pri koncentraciji 0,38 mg GAE/mL gojisca
(povprecna vrednost in standardni odklon, n = 2)

Figure 22: E. coli growth and survival/death curves after exposure to FDSS phenolic extracts and
encapsulated phenolic extracts of grape variety “Zelen™ at concentrations 0,38 mg GAE/mL (average value,
error bars indicate standard deviations of assays, n = 2)

4.5.5 Vpliv inkapsuliranega izvle¢ka fenolnih spojin tropin sorte zelen na krivuljo
odmiranja/rasti bakterije S. Enteritidis

Protimikrobno u¢inkovitost inkapsuliranega izvlecka tropin sorte zelen smo testirali tudi na
bakteriji S. Enteritidis (slika 23), MIK je znasal 0,38 mg GAE/mL gojisca, kakor tudi MIK
neinkapsuliranega izvlecka tropin sorte zelen. Pri vseh petih bakterijah je bil MIK
inkapsuliranega izvlecka tropin sorte zelen podoben kot pri neinkapsuliranem izvlecku.
Inkapsuliran izvleéek fenolnih spojin tropin sorte zelen ni imel nobenega vpliva na
odmiranje salmonele, krivulja rasti je bila zelo podobna rasti kontrole.
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Slika 23: Krivulja rasti, preZivetja/odmiranja bakterije S. Enteritidis po izpostavitvi inkapsuliranemu in
neinkapsuliranemu izvle¢ku fenolnih spojin sorte zelen pri koncentraciji 0,38 mg GAE/mL gojisca
(povprecna vrednost in standardni odklon, n = 2)

Figure 23: S. Enteritidis growth and survival/death curves after exposure to FDSS phenolic extracts and
encapsulated phenolic extracts of grape variety “Zelen™ at concentrations 0,38 mg GAE/mL (average value,
error bars indicate standard deviations of assays, n = 2)
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Vinarska industrija proizvede vsako leto ogromne koli¢ine stranskih proizvodov v obliki
grozdnih tropin, ki predstavljajo ekoloSki in ekonomski problem. Ponovna uporaba
industrijskih stranskih produktov ne le zmanjSa njihov vpliv na okolje, ampak lahko
prinasa tudi ekonomske prednosti (Zhu in sod., 2015a). Grozdne tropine vsebujejo veliko
polifenolov, porocajo namre¢, da okoli 70 % fenolnih spojin ostane v tropinah (Mazza,
1995). Dokazano je antioksidativno, antikancerogeno in antidiabeticno delovanje grozdnih
tropin (Ruberto in sod., 2007; Parry in sod., 2011). Zelo veliko $tudij pa je dokazalo tudi
protibakterijsko delovanje (Ozkan in sod., 2004; Kao in sod., 2010; Adamez in sod. 2012;
Xu in sod., 2016). Zato smo se v nasi Studiji osredoto¢ili na izvle¢ke fenolnih spojin iz
grozdnih tropin belih in rde¢ih sort, ki prevladujejo v Vipavski dolini in nastanejo kot
stranski proizvod tekom proizvodnje vina. Izmed belih sort smo izbrali sorte: zelen,
sauvignon in rebula. Med rde¢imi sortami smo izbrali sorte: cabernet sauvignon, merlot in
modri pinot.

Leta 2010 objavljena Studija, ki so jo izvedli Katalini¢ in sod.. na fenolnih izvleckih
grozdnih kozic sedmih Dalmatinskih rdecih in belih sort grozdja, je pokazala, da je
vsebnost polifenolov odvisna od sorte grozdja. Na vsebnost fenolov v grozdnih tropinah pa
pomembno vpliva tudi nepopolna ekstrakcija tekom maceracije, saj so relativno visoke
vrednosti polifenolov $e vedno prisotne v tropinah (Fontana in sod., 2013). V naSem
primeru je bilo grozdje obrano ob tehnoloski zrelosti za posamezno sorto in predelano po
tipicnih vinifikacijskih postopkih, ki so se glede na sorto razlikovali predvsem po dolzini
maceracije.

Zato smo skladno z delovnimi hipotezami najprej preverili, ali je protimikroben u¢inek
izvleckov fenolnih spojin grozdnih tropin odvisen od sorte grozdja in vinifikacijskega
postopka, nadalje smo preverili, ali je protimikrobna ucinkovitost odvisna od vrste
ekstrakcijskega topila.

5.1.1 Protimikrobna u¢inkovitost izvleckov fenolnih spojin iz grozdnih tropin glede
na sorto

Minimalno inhibitorno koncentracijo smo kot merilo protimikrobne u¢inkovitosti dolocili
42 izvleckom fenolnih spojin iz tropin grozdja 6 sort ekstrahiranih s 7 razli¢nimi topili.
Uporabili smo pet testnith mikroorganizmov, ki so vkljucevali po Gramu pozitivne (B.
cereus, S. aureus in L. monocytogenes) in po Gramu negativne bakterije (E. coli O157:H7
in S. Enteritidis), ki so najpogostejSe bakterijske povzroditeljice ¢revesnih okuzb,
prenosljivih s hrano.

Izbrali smo metodo mikrodilucije v tekocem gojiscu, za katero so Klan¢nik in sod. leta
2010 potrdili, da je primerljiva z ostalimi dilucijskimi metodami in obcutljivej$a v
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primerjavi s presejalnimi testi. Na slikah od 7 do12 so predstavljene vrednosti MIK, ki smo
jih dolocili za izvleCke iz tropin posameznih sort grozdja. Te vrednosti dosegajo
koncentracije do 0,094 mg GAE/mL gojisc¢a. Najvecja uéinkovitost izvleckov tropin je bila
opazna pri belih sortah zelen in sauvignon ter pri rdeci sorti modri pinot. Izvlecki so bili
najbolj ucinkoviti proti po Gramu pozitivnim bakterijam vrst Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus in Listeria monocytogenes. Proti po Gramu negativnim bakterijam
je bila ugotovljena nekoliko slabsa aktivnost, 0z. smo opazili vecje razlike v u¢inkovitosti
posameznih izvleckov. Presenetljivo je, da so bili izvlecki fenolnih spojin tropin sort zelen
in sauvignon zelo ucinkoviti proti obema po Gramu negativnima bakterijama. Nasi
rezultati se delno skladajo s predhodnimi Studijami s celim grozdjem oz. grozdnimi
tropinami, ki so dokazali protibakterijsko u¢inkovitost proti po Gramu pozitivnim kot po
Gramu negativnim bakterijam in tudi, da so bili izvlecki bolj u¢inkoviti proti po Gramu
pozitivnim bakterijam (Darra in sod., 2012; Oliveira in sod., 2013; Xu in sod., 2015).
Podobni rezultati so na splosno znani za izvlecke fenolnih spojin iz razli¢nih rastlinskih
materialov, ker je glavna ovira za boljSe delovanje slabsa prehodnost skozi vecplastno
celicno steno po Gramu negativnih bakterij (Katalini¢ in sod., 2010; Klan¢nik in sod.,
2010). Nasi rezultati se skladajo tudi s Studijo pri dalmatinskih belih sortah (Katalini¢ in
sod., 2010), kjer so ravno tako dokazali protimikrobno u¢inkovitost belih sort grozdja proti
po Gramu negativnim bakterijam. Izvlecki sort zelen in sauvignon so v primerjavi z
ostalimi sortami dosegali boljSo protimikrobno aktivnost za obe po Gramu negativni
bakteriji. Najnizja vrednost MIK je bila izmerjena pod 0,2 mg GAE/mL gojisca in sicer za
izvlecke fenolnih spojin tropin sorte zelen napram E. coli. Mulero in sod. (2010) razlagajo,
da je vzrok lahko v flavonolih v grozdju, ki so lokalizirani v trdnih delih grozdja.

Grozdje sort zelen in sauvignon je bilo predelano s postopkom kratke maceracije. Grozdje
sorte zelen je bilo pred stiskanjem v stiku s koZzico 2 uri, grozdje sorte sauvignon pa 4 ure,
zato je tudi vecja koli¢ina fenolnih spojin ostala v tropinah. Pri tretji beli sorti, pri sorti
rebula, je bilo grozdje obdelano po stari primorski tehnologiji s podaljsano maceracijo ob
fermentaciji, ki je trajala 14 dni. Protimikrobne ucinkovitosti nismo dokazali proti po
Gramu negativnim bakterijam, oz. je bil MIK>1,5 mg GAE/mL gojis¢a. Pri rdecih sortah
je bilo grozdje sorte modri pinot ob predhodni hladni maceraciji macerirano 10 dni, sorta
merlot 12 dni in cabernet sauvignon 14 dni.

V rdeCem grozdju so flavonoli prisotni v manj$i meri kot antocianini, vendar so bili v
nasem primeru (priloga C in D) izmerjeni v relativno visokih koncentracijah, primerljivih s
sortama zelen in sauvignon in tudi v fenolnem izvlecku tropin sorte modri pinot. V prilogi
C in D vidimo tudi, da so bile vsebnosti flavonolov nizje v izvlec¢kih sorte merlot in
cabernet sauvignon, prav tako so bili nizji v sorti rebula. To dobro korelira z niZjo
protimikrobno ucinkovitostjo teh izvleckov.
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5.1.2 Vpliv ekstrakcijskega topila na protimikrobno ucinkovitost izvleckov fenolnih
spojin grozdnih tropin

V nasi raziskavi smo zeleli tudi preveriti, ali je protimikrobna ucinkovitost odvisna od
vrste ekstrakcijskega topila. Ekstrakcija je prvi korak pri pridobivanju fenolnih spojin iz
rastlinskega materiala. Veliko raziskovalcev uporablja zmes organskega topila oz. alkohola
in vode, ker prisotnost vode poveca prepustnost celi¢nega tkiva in tako z molekularno
difuzijo omogoci bolj$i masni transport, kot tudi ohrani v vodi topne bioaktivne spojine
(Cheng in sod., 2012). V literaturi navajajo, da so aceton, etanol (Libran in sod., 2013) in
metanol (Sulaiman in sod., 2011) najpogosteje uporabljena topila, ki dajejo pri ekstrakciji
polifenolov iz stranskih produktov grozdja najboljse rezultate (Yilmaz in sod., 2006). Zato
smo tudi mi v na$i raziskavi uporabili navedena topila. V tem poglavju smo minimalno
inhibitorno koncentracijo, izrazeno Vv ekvivalentih galne kisline kot mg GAE/mL gojisca,
preracunali na grame liofiliziranih tropin na L (g FDSS/L). Podatki nam dajo boljso
predstavo o uporabnosti izvleckov glede na suho snov tropin.

V preglednici 8 vidimo, da je bilo najoptimalnejse ekstrakcijsko topilo pri doloc¢anju MIK
pri bakteriji S. aureus topilo voda : etanol v volumskem razmerju 50 : 50. Najbolje se je
odrezala sorta modri pinot, samo 3,2 g FDSS na L gojis¢a preprecuje rast bakterije S.
aureus. Tudi pri ostalih dveh po Gramu pozitivnih bakterijah je bilo najoptimalnejse topilo
voda : etanol v volumskem razmerju 50 : 50. V primerjavi z belimi sortami (2,1 do 50,9 ¢
FDSS/L gojisca) se vrednosti MIK pri rde¢ih sortah gibljejo med 23,4 do 65,9 g FDSS/L
gojiS¢a. Nasi rezultati se skladajo z rezultati Studije, kjer so dokazali, da so vsi izvlecki
fenolov tropin (uporabili so topila etanol, metanol in aceton) imeli bolj inhibitoren ucinek
na S. aureus v primerjavi z E. coli (Cheng in sod., 2012). Kjub temu, da je pri bilo pri po
Gramu negativnih bakterijah tezko izbrati najboljSe ekstrakcijsko topilo, saj smo imeli
premalo podatkov in Se ti so bili razprSeni, smo kot najoptimalnejse topilo izbrali voda :
etanol v volumskem razmerju 50 : 50. Nasi rezultati potrjujejo predhodne raziskave, kjer se
je 50 % oz. 30 % etanol izkazal kot optimalno ekstrakcijsko topilo pri rastlinskih
polifenolih (Buci¢-Koji¢ in sod., 2009; Dent in sod., 2013).

5.1.3 Protimikrobna u¢inkovitost izvle¢kov fenolnih spojin grozdnih tropin glede na
bakterije

Na sliki 13 lahko vidimo, da je bila v nasi raziskavi izmed petih bakterij najbolj obcutljiva
bakterija B. cereus, sledi S. aureus in L. monocytogenes, najmanj pa E. coli in S.
Enteritidis. Vecja obcutljivost po Gramu pozitivnih bakterij je verjetno zaradi razlicne
zgradbe celi¢ne stene in zunanje membrane (Shan in sod., 2007). Nasi rezultati se delno
ujemajo z raziskavami, ki so jih opravili s celim grozdjem oz. grozdnimi tropinami in so
ugotovile protimikrobno ucinkovitost proti obema skupinama bakterij ter da so bili izvlecki
bolj uc¢inkoviti proti po Gramu pozitivnim bakterijam (Darra in sod., 2012; Olivera in sod.,
2013; Xu in sod., 2015). Verjetni vzrok za te razlike lezi v pomembnih razlikah v zgradbi
zunanje membrane bakterij. Po Gramu negativne bakterije imajo dvojno membrano in
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periplazmatski prostor. Njihova zunanja membrana je hidrofilna in bogata z
lipopolisaharidnimi molekulami, ki predstavljajo oviro pri penetraciji mnogih molekul,
njihova rezistenca pa je povezana tudi s prisotnostjo encimov v periplazmatskem prostoru,
Ki so sposobni razgradnje molekul, ki pridejo od zunaj (Shan in sod., 2007). Po Gramu
pozitivne bakterije nimajo takSne zunanje membrane in celi¢ne strukture, zato lahko
protimikrobne snovi lazje predrejo bakterijsko celi¢no steno in citoplazmatsko membrano
ter povzrocijo izloCanje citoplazme in njeno koagulacijo (Kalemba in Kunicka, 2003).

V poglavju 4.3 smo rezultate izrazili kot g suhega izvlecka/L gojisca. Do razlik prihaja
zaradi razlicnih vsebnosti fenolnih spojin in posledi¢no do razli¢nih vrednosti kot v
poglavju 4.2. Med po Gramu pozitivnimi bakterijami je bila najbolj obcutljiva B. cereus,
vendar je bila obcutljivost odvisna od sorte in topila. Samo 0,29 g suhega izvlecka
(oziroma 1,6 g liofiliziranih tropin/L gojis¢a) fenolnih spojin tropin sorte modri pinot na L
inhibira to bakterijo. Razlike znotraj sort so majhne, saj ze tudi izvlecek tropin sorte merlot
pri koncentraciji 0,31 g suhega izvlecka/L gojisc¢a ali 0,33 g suhega izvlecka/L gojisca
tropin sorte rebula inhibira to patogeno bakterijo. Zanimivo je, da ostali dve beli sorti
inhibirata B. cereus pri Sele 1 oz. 1,6 g suhega izvlecka/L gojis¢a. B. cereus se je izkazala
tudi za najbolj obcutljivo bakterijo na izvlecke grozdnih listov dalmatinskih sort grozdja
(Katalini¢ in sod., 2013). Podoben trend se nakazuje tudi pri dveh ostalih po Gramu
pozitivnih bakterijah, Ceprav je vrednost MIK bistveno vecja. Bakterijo S. aureus bolj
inhibirajo fenolni izvlec¢ki tropin rde¢ih sort (0,6-0,76 g suhega izvlecka/L gojisca). Tudi L.
monocytogenes bolj inhibirajo fenolni izvlecki tropin rdec¢ih sort. Vrednost MIK je od 1,2
do 1,5 g suhega izvlec¢ka/LL gojisca, pri belih sortah pa od 1,3 g suhega izvlecka/L gojisca
(rebula) do 4,6 g suhega izvlecka/L gojisca (zelen).

Po Gramu negativne bakterije najbolj inhibirajo izvlecki fenolnih spojin tropin belih sort
zelen in sauvignon. Slednja deluje bolj inhibitorno na E. coli, saj 2,6 g fenolnega izvlecka
tropin na L gojis¢a inhibira rast te bakterije. Zelen deluje bolj inhibitorno na S. Enteritidis,
3,6 g suhega izvlecka na L gojisca preprecuje rast salmonele.

Veliko Studij je Ze poroCalo o protimikrobni ucinkovitosti, vsebnosti fenolov in
antioksidativni aktivnosti grozdnih tropin. Dokazali so tudi korelacijo med vsebnostjo
fenolov in antioksidativno aktivnostjo (Adamez in sod., 2012). Direktna primerjava
rezultatov razliénih Studij je zaradi razli€nih uporabljenih metod in vrst bakterij tezje
izvedljiva. Fenolne spojine, ki jih najdemo v grozdju, so nosilke antioksidativne in
protimikrobne ucinkovitosti. Vsebnost fenolnih spojin je zato prvi pokazatelj potencialne
ucinkovitosti pripravljenih izvleckov. Vsebnost fenolnih spojin je odvisna predvsem od
sorte grozdja in ekstrakcijskega topila (preglednica 4 in 5). VV preglednici 4 so vidne
manjSe vsebnosti v vzorcih izvleckov tropin sort zelen in sauvignon, ki znaSajo med 50-
100 mg GAE/g suhe snovi izvleckov, medtem ko so izvlecki rdecih sort vsebovali tudi do
350 mg skupnih fenolnih spojin v gramu suhega izvlecka. Nesorazmerje oz. velike rezlike
v koncentracijah skupnih fenolov so potencialno pogojene z uporabljenim tehnoloskim
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postopkom in ¢asom maceracije. Zaradi kratkega ¢asa slednje je bila npr. onemogocena
popolna raztopitev sladkorjev iz grozdnih jagod, zato so jih izvlecki fenolnih spojin tropin
sorte zelen in sauvignon vsebujejo manjso kol¢ino glede na suhi izvleCek (Trost in sod.,
2011).

V preglednici 5 je vsebnost fenolnih spojin izrazena v mg GAE/g FDSS. Najboljsi izvlecek
glede na vsebnost skupnih fenolov je bil pridobljen z ekstrakcijskim topilom voda : etanol
=50 : 50 (v : v) za izvleCke fenolnih spojin tropin sort modri pinot, sauvignon, merlot,
rebula in cabernet sauvignon (59, 44, 42 in 33 mg GAE/g FDSS) (Trost in sod., 2015). V
preglednici 13 in v prilogi B vidimo, da je bila doloCena najniZja protimikrobna
ucinkovitost izvleckov proti Gram pozitivnim bakterijam sorte modri pinot (med 1,6 — 6,4
g FDSS/L gojisca), potem sorte sauvignon in merlot. S tem smo dokazali povezavo med
protimikrobno aktivnostjo in vsebnostjo skupnih fenolov (priloga C in D) (Trost in sod.,
2015).

V prilogi A so podane vrednosti za antioksidativno aktivnost izvleckov grozdnih tropin, Ki
jo je dolo¢il Kajetan Trost. V prilogi vidimo, da so najvi§jo antioksidativno vrednost
dolo¢ili za sorto modri pinot (0,46 — 0,55 mmol Trolox). Sledijo sorte sauvignon in merlot
(vrednosti od 0,1 — 0,4 mmol Trolox). Dokazali smo, da obstaja povezava med
protimikrobno ucinkovitostjo in antioksidativno aktivnostjo izvleckov (Priloga A in B)
(Trost in sod., 2015). V prilogi B vidimo podoben trend pri sortah modri pinot, sauvignon
in merlot, rezultati so podani v gramih liofiliziranih tropin na L gojis¢a. Izvlecki teh sort
dosegajo najnizje minimalne inhibitorne koncentracije.

Ce primerjamo prilogo B s sliko 13, vidimo razli¢ne trende. Na sliki 13 so namre¢ rezultati
podani v gramih izvlecka na L gojisca in slika kaze, da so se najbolje odrezale rdece sorte.
Iz priloge B lahko razberemo, da so se najbolje odrezale sorte sauvignon, merlot in modri
pinot. S tem primerom smo dokazali, da je izbira, v kak$nih enotah bomo podajali
rezultate, zelo pomembna in zaradi tega so rezultati razlicnih raziskav med seboj tezje
primerljivi.

5.1.4 Kinetika protimikrobnega delovanja

V tem delu eksperimenta smo s Kkrivuljo rasti/odmiranja preverjali Kkinetiko
protimikrobnega delovanja izvleCkov na bakterije vrst Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Escherichia coli O157:H7 in Salmonella Enteritidis. Na
sauvignon in modri pinot, vsi pripravljeni z ekstrakcijskim topilom voda : etanol = 50 : 50
(v : v), izbrani za nadaljnje analize Kkinetike protimikrobnega delovanja z metodo
makrodilucije. Podatke smo podali v obliki krivulj in rezultati so prikazani na slikah od 14
do 18.
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Najprej smo spremljali kinetiko protimikrobnega delovanja na po Gramu pozitivnih
bakterijah. Kot je bilo pricakovano, je bila poleg inhibicije rasti dosezena tudi redukcija
Stevila bakterij. IzvleCek sorte zelen s koncentracijo 0,19 mg GAE/mL gojis¢a v primeru
bakterije Staphylococcus aureus in 0,38 mg GAE/mL gojis¢a v primeru bakterije Listeria
monocytogenes je dosegel redukcijo za ve¢ kot 5 log stopenj, torej je zmanjsal Stevilo celic
bakterije pod nivo detekcije Zze po 9 h inkubacije. Rezultati MIK so podani v mg GAE/mL
gojis¢a, kar nam omogoca direktno primerjavo ucinkovitosti fenolnih spojin v izvleckih z
ze omenjeno raziskavo, opravljeno na dalmatinskih belih in rdecih sortah grozdja, kjer so
dokazali MIK za bakterijo Staphylococcus aureus od 0,15-0,26 do 0,22-0,44 mg GAE/mL
gojisca (Katalini¢ in sod., 2010). Listeria monocytogenes je bila v primerjavi s S. aureus
manj obcutljiva vrsta. Podobno kot v raziskavi Klan¢nik in sod. (2010), smo v nasi
raziskavi dokazali vi§jo vrednost MIK. Pri testiranju izvleckov sort sauvignon in modri
pinot z metodo makrodilucije s koncentracijami MIK, kot smo jih dobili pri mikrodiluciji,
sta izvleCka zmanjSala $tevilo, ne pa tudi eliminirala bakterijskih celic.

Bakterije rodu Bacillus so sporogene, spor pa izvlecki ne uni¢ijo. Zato tudi nismo dokazali
baktericidnega ucinka. Izvlecek fenolnih spojin tropin sorte zelen je dosegel mikrobiolosko
inhibicijo za 2 log stopnji, medtem ko je pri izvleckih fenolnih spojin tropin sort sauvignon
in modri pinot kljub zacetni inhibiciji zafela koncentracija bakterijskih celic kasneje
narasScati.

Pri po Gramu negativnih bakterijah smo kinetiko protimikrobnega delovanja preizkusili
samo na belih sortah, saj pri sorti modri pinot nismo dolo¢ili ustrezne vrednosti MIK.
Izvlecek sorte zelen je pri koncentraciji 0,38 mg GAE/mL gojisca dosegel blago inhibicijo
na bakterijo E. coli in S. Enteritidis za priblizno 1 log stopnjo, medtem ko izvecki sorte
sauvignon na bakterijo E. coli niso imeli nobenega ucinka. V svoji raziskavi so Serra in
sod. (2008) dokazali, da izvleCek ostankov oliv ni imel inhibitornega u¢inka na E. coli,
rastna krivulja je bila podobna kontroli. V isti raziskavi so preucevali tudi izvlecke
grozdnih peck in ugotovili, da je bila protimikrobna uc¢inkovitost odvisna od koncentracije.

Podobno so ugotovili v raziskavi, ki so jo leta 2015 objavili Zhu in sod. (2015b) Ugotovili
so, da je inhibitorni u¢inek grozdnih peck odvisen od koncentracije izvlecka in zacetne
koncentracije bakterije Escherichia coli O157:H7. Pri visoki zagetni koncentraciji (1 x 10
CFU/mL) izvlecek grozdnih peck ni imel nobenega ucinka. Pri koncentraciji bakterij 5 x
10° CFU/mL je 2-4 mg/mL izvletka inhibiralo rast bakterije, medtem ko je bila
koncentracija 4 mg/mL celo baktericidna. Nizje koncentracije izvlecka (0,125-1 mg/mL)
so celo pospesile rast bakterij. MozZna razlaga je, da v nizjih koncentracijah izvlecek deluje
kot hranilo, vir ogljika, v vi§jih koncentracijah pa prevlada protimikrobni ucinek.

Zaklju¢imo lahko, da so bili izvlecki avtohtone sorte zelen pri minimalni inhibitorni
koncentraciji, doloceni z mikrodilucijo pri analizi kinetike protimikrobne ucinkovitosti
najbolj uéinkoviti. Kjub temu je bila ekstrakcija skupnih fenolov iz sorte zelen manj
ucinkovita v primerjavi z ostalimi sortami. Vendar ko, poleg vsebnosti skupnih fenolov v
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izvleckih Sestih razli¢nih gramih liofiliziranih tropin na L, upoStevamo S$e njihovo
antioksidativno in protimikrobno ucinkovitost, je jasno, da se sorta modri pinot po
ekstrakciji s 50 % etanolom izkaze kot najbolj optimalna.

5.1.5 Vpliv inkapsulacije na protimikrobno ucinkovitost izvleckov fenolnih spojin

Skladno z delovnimi hipotezami smo preverili, ali je protimikrobna uc¢inkovitost odvisna
od nacina aplikacije, zato Smo poleg neinkapsuliranega izvlecka testirali tudi u¢inkovitost
izvleckov fenolnih spojin, kapsuliranih v 3-ciklodekstrinsko ovojnico.

Po opravljeni inkapsulaciji smo dolocili vrednosti MIK inkapsuliranemu izvlecku sorte
zelen proti vsem patogenim bakterijam (preglednica 15). Zanimivo je, da so bili dolo¢ene
vrednosti MIK inkapsuliranega izvlecka sorte zelen pri vseh petih bakterijah enake kot za
neinkapsulirane izvleCke. Rezultati se delno ujemajo s Studijo, kjer so ugotovili, da
inkapsulacija eteri¢nega olja origana v B-ciklodekstrin ohrani protimikrobno u¢inkovitost
proti bakterijam E. coli, S. aureus in Pseudomonas aeruginosa (Arana-Sanchez in sod.,
2010). Opravili smo tudi kinetiko protimikrobnega delovanja. Mikrobiolosko redukcijo je
dosegel samo inkapsuliran izvletek sorte zelen proti bakteriji L. monocytogenes. Stevilo
celic je po 24 urah znizal pod mejo detekcije, to je nekoliko kasneje kot neikapsuliran
izvleCek sorte zelen. V primeru bakterije S. aureus in B. cereus je bila doseZena inhibicija
rasti za 1 oz. 2 log stopnji. Na po Gramu negativne bakterije inkapsuliran izvlecek sorte
zelen ni imel vpliva.

V primerjavi z rezultati, ki so jih objavili de Souza in sod. (2014), so nasi rezultati bolj
obetavni. Brazilci so doloc¢ili MIK inkapsuliranemu vzorcu grozdnih tropin sorte bordo
(Vitis labrusca). V primerjavi z inkapsuliranim izvleckom je bila protimikrobna
uéinkovitost neinkapsuliziranega izvlecka iz liofiliziranih tropin ve¢ja. Dokazali so
protimikrobno ucinkovitost proti bakterijam S. aureus in L. monocytogenes, ki je bila
odvisna od koncentracije izvlecka, medtem ko protimikrobne ucinkovitosti proti po Gramu
negativnimi bakterijam E. coli in Salmonella z inkapsuliranimi izvlecki niso dokazali.
Njihove rezultate potrjuje Studija protimikrobne ucinkovitosti inkapsuliranega eteri¢nega
olja timijana (Bilenler in sod., 2015). Protimikrobna ucinkovitost inkapsuliranega
eteri¢nega olja je bila nizja v primerjavi s protimikrobno u¢inkovitostjo neinkapsuliranega
olja po 24 urah.

Kljub temu, da inkapsulacija ni izboljsala protimikrobne ucinkovitosti, se inkapsulacija
izvleckov fenolnih spojin priporoca, saj po podatkih v raziskavah lahko izboljSa stabilnost
polifenolov in poveca antioksidativnost (Pinho in sod., 2014).
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5.2 SKLEPI

Z metodo mikrodilucije v tekofem gojis¢u smo proucili protimikrobno delovanje 42
izvleckov fenolnih spojin iz tropin treh belih sort grozdja (zelen, sauvignon, rebula) in treh
rdeCih sort grozdja (cabernet sauvignon, merlot, modri pinot) na treh po Gramu pozitivnih
bakterijah (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus) in na dveh po
Gramu negativnih bakterijah (Escherichia coli O157:H7, Salmonella Enteritidis). Izbrali
smo tri najbolj uéinkovite izvleCke za spremljanje kinetike protimikrobnega delovanja.
Izvlecek sorte zelen smo tudi inkapsulirali in preverili kinetiko njegovega protimikrobnega
delovanja. Glede na rezultate eksperimentalnega dela in zastavljene hipoteze naloge lahko
povzamemo sledece sklepe:

* Protimikrobna ucinkovitost izvleckov fenolnih spojih iz grozdnih tropin je odvisna od
sorte grozdja. Najbolj ucinkoviti so bili izvlecki belih sort zelen in sauvignon ter
izvlecek rdeCe sorte modri pinot. Zaradi razlik v vsebnosti fenolov v grozdju in
posledicno izvleckih belih in rdeCih sort je zelo pomemben nacin izrazanja
ucinkovitosti. Ce primerjamo vrednosti MIK, izrazene na celotne tropine, torej v mg
suhe snovi tropin, dobimo druga¢no razvrstitev, kot Ce rezultate izrazamo v mg
ekvivalentov fenolnih snovi v izvlecku. Protimikrobna ucinkovitost je odvisna tudi od
vinifikacijskega postopka. Sorti zelen in sauvignon sta bili predelani s postopki kratkih
maceracij, sorta modri pinot pa je bila med rde¢imi sortami podvzena najkrajsi
maceraciji.

= Protimikrobna ucinkovitost izvleckov fenolnih spojih iz grozdnih tropin je odvisna tudi
od vrste ekstrakcijskega topila. Kot najoptimalnejse topilo se je izkazal voda : etanol =
50:50 (v : V).

= Izvlecki so bili najbolj uéinkoviti proti po Gramu pozitivnim bakterijam vrst Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus in Listeria monocytogenes. Ugotovili smo pomembno
dejstvo, da so bili zelo uéinkoviti izvlecki belih sort zelen in sauvignon proti po Gramu
negativnim bakterijam Escherichia coli 0157:H7 in Salmonella Enteritidis.

= Nacin aplikacije vpliva na protimikrobno ucinkovitost, kar smo potrdili pri vecini
testiranj inkapsuliranega izvlecka grozdnih tropin sorte zelen, vendar se protimikrobna
aktivnost ni izboljSala, zato bi morali te pogoje optimizirati v nadaljnjih raziskavah.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Vinarska industrija proizvede vsako leto velike koli¢ine stranskih proizvodov v obliki
grozdnih tropin, ki predstavljajo ekoloSki in ekonomski problem. Ponovna uporaba
industrijskih stranskih produktov ne le zmanjSa njihov vpliv na okolje, ampak lahko
prinasa tudi ekonomske prednosti. Zaradi nepopolne ekstrakcije tekom maceracije grozdja
vsebujejo ti stranski proizvodi vinarstva (grozdne tropine) pomembne koli¢ine fenolnih
spojih. Fenolne spojine so naravno prisotne protimikrobne snovi, ki delujejo protimikrobno
proti §irokemu spektru mikroorganizmov (Calo in sod., 2015). Zivilska industrija i$ce
produkte z dodano vrednostjo, ki se lahko proizvedejo iz stranskih proizvodov v
kmetijstvu. Zato je bil namen magistrske naloge prouditi protimikrobno delovanje
izvleckov fenolnih spojin grozdnih tropin Sestih sort in potrditi, da je u€inkovitost odvisna
od sorte in vinifikacijskega postopka. Cilj naloge je bil tudi, da na osnovi protimikrobne
uéinkovitosti izberemo optimalno sorto in ekstrakcijsko topilo ter primerjamo
protimikrobno ucinkovitost inkapsuliranega in neinkapsuliranega izvlecka. Raziskave so
bile usmerjene v sorte, ki so najbolj zastopane na Vipavskem, to so tri bele sorte (zelen,
sauvignon, rebula) in tri rdece sorte (cabernet sauvignon, merlot, modri pinot).

Najpogosteje uporabljeno merilo v raziskavah za doloc¢anje protimikrobne u¢inkovitosti je
minimalna inhibitorna koncentracija (MIK). MIK smo dolo¢ili izvle¢kom fenolnim spojin
iz tropin Sestih sort grozdja in sedmih ekstrakcijskih topil, skupno torej 42 izvleCkom.
Uporabili smo pet testnih mikroorganizmov, ki so vkljucevali po Gramu pozitivne (B.
cereus, S. aureus, L. monocytogenes) in po Gramu negativne bakterijske vrste (E. coli
O157:H7 in S. Enteritidis). Izmed Sestih sort grozdja smo izbrali tiste, pri katerih smo
dolo¢ili najvisjo protimikrobno aktivnost. Nadalje smo izmed sedmih ekstrakcijskih topil
izbrali najoptimalnejSega. Z najboljsimi izvlecki smo analizirali kinetiko protimikrobnega
delovanja, kineti¢ne parametre smo raziskali tudi z izbranimi inkapsuliranimi izvlecki.

Rezultati so pokazali, da so najvisjo protimikrobno aktivnost pokazali izvlecki tropin sort
sauvignon in zelen, pri rdecih sortah je zelo dobro protimikrobno aktivnost pokazal modri
pinot. Izvlecki so bili najbolj ucinkoviti proti po Gramu pozitivnim bakterijam.
Presenetljivo je, da sta bili sorti zelen in sauvignon zelo ucinkoviti tudi proti obema po
Gramu negativnima bakterijama. Vrednosti MIK za izvlecke sorte zelen za G— bakterije so
dosegali 0,15-0,38 mg GAE/mL gojisca. Rezultati protimikrobne uc¢inkovitosti se ujemajo
z razlicnim vinifikacijskim postopkom, saj sta bili sorti zelen in sauvignon predelani s
postopkom kratkih maceracij, modri pinot pa je bil izmed rde¢ih sort maceriran najkrajsi
¢as. V tropinah je zato ostala vecja koli¢ina fenolnih spojin.

Doloc¢ili smo odvisnost protimikrobne uc¢inkovitosti od vrste ekstrakcijskega topila. Izmed
sedmih ekstrakcijskih topil se je kot najbolj optimalno izkazalo topilo voda : etanol = 50 :
50 (v : V). Ugotovili smo tudi pomen razli¢nega izrazanja u¢inkovitosti. Ce primerjamo
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vrednosti MIK na celotne tropine, torej na suho snov tropin, je druga¢na razvrstitev, kot ¢e
rezultate izrazamo v g izvleCka na L ali v ekvivalentih fenolnih spojin v izvle¢ku. Do
razhajanj prihaja zaradi razlik v vsebnosti in ucinkovitosti posameznih izvleckov oz.
fenolnih spojin v njih. Dokazali smo tudi, da nain aplikacije vpliva na protimikrobno
ucinkovitost.

Povzamemo lahko, da imajo izvleCki fenolnih spojin iz grozdnih tropin protimikrobno
ucinkovitost tako proti po Gramu pozitivnim kot po Gramu negativnim bakterijam.
Protimikrobna ucinkovitost je odvisna od sorte grozdja, na protimikrobno ucinkovitost pa
vpliva tudi ekstrakcijsko sredstvo.

6.2 SUMMARY

The wine-making industries produce large quantities of residues (grape pomace) after
fermentation, which represents a waste management problem both ecologically and
economically. The productive use of such by-products would not only reduce its ecological
footprint but also offer substantial economic benefits. Grape pomace, a remnant of the
winemaking process, contains significant quantities of phenol compounds. This is due to
the imperfect extraction during the vinification process when phenolic compounds move
from solid parts of the grape cluster into wine. Phenolic compounds are naturally occurring
antimicrobials shown to be effective at decreasing growth and survival of a wide variety of
microorganisms (Calo et al. 2015). The food industry is searching for ways to productively
utilize agricultural by-products. The focus of our work was to study antimicrobial activity
of phenol compounds extracted from grape pomace of six different varieties of grape. The
aim of this master thesis is to confirm that antimicrobial activity depends on the grape
variety as well as the vinification process. The goal of this project is to determine the
optimal grape variety on the basis of its antimicrobial activity, to optimize the extraction
method of phenol compounds from grape pomace, and to compare antimicrobial activity of
phenolic extracts to encapsulated phenolic extracts. Predominant grape varieties in the
Vipava Valley wine-producting region (Slovenia) were selected: "Rebula’, "Sauvignon®
and “Zelen™ as white and "Cabernet Sauvignon, "Merlot™ and "Pinot Noir™ as red varieties
(all Vitis vinifera L.).

Broth microdilution method was used to determine minimal inhibitory concentration
(MIC) for six cultivars and seven extraction solvents, total 42 extracts. We used five target
microorganisms,, which included Gram-positive (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes) and Gram-negative bacteria (Echerichia coli 0O157:H7,
Salmonella Enteritidis).

Out of six grape varieties tested we determined those with the highest antimicrobial
properties. Additionally, we determined the most optimal of seven extraction solvents
based on MIC results. We chose the most effective extracts, as well as the corresponding
encapsulated extracts, to analyse antimicrobial kinetics.
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Our results show that extracts from white grape varieties "Sauvignon™ and "Zelen™ had the
highest antimicrobial activity. "Pinot Noir’, showed the highest antimicrobial activity
among the red grape varieties tested. Extracts were most effective against Gram-positive
bacteria. Surprisingly, white grape varieties "Zelen™ and “Sauvignon™ were highly effective
against both Gram-negative bacteria. MIC values of "Zelen™ extracts reached as low as
0.15-0.38 mg GAE/mL. MIC results are consistent with different duration of the
vinification processes used, the shorter the vinification process the more phenol
compounds are left in grape pomace. Extracts of grape varieties showing highest
antimicrobial activities ("Zelen” and “Sauvignon’) were processed using a short
vinification, similarly "Pinot Noir" undergoes the shortest vinification process among the
red grape varieties.

We determined the correlation between antibacterial properties of the extract and the type
of solvent used in the extraction process. Out of 7 different solvents tested, we determined
that 50 % ethanol is the most efficient. We also determined the importance of the units
used to describe antimicrobial efficacy. If we compare MIC values of total grape pomace
(dry value) we get a different hierarchy of extract activity then when comparing MIC
values in g of extract/L. The differences arise due to the different concentrations of phenol
compounds. We also showed that the method of application affects antimicrobial
efficiency.

In summary, our work shows that phenol extracts of grape pomace have antimicrobial
activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria. Antimicrobial activity depends
on grape variety as well as the solvent used to extract the phenol compounds.
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PRILOGE
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Priloga A: Antioksidativna aktivnost izvleckov grozdnih tropin, merjena po metodi DPPH, v odvisnosti od
sorte grozdja in ekstrakcijskega topila (Trost in sod., 2011) Legenda: met = metanol; et = etanol; ac = aceton
Appendix A: Antioxidant activity of FDSS extracts of three white and three red Vitis vinifera L. varieties,
extracted with seven extraction media (Trost et al., 2011) Legend: met = methanol; et = ethanol; ac = acetone
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Priloga B: Minimalne inhibitorne koncentracije izvle¢kov, ki so pripravljeni z ekstrakcijskim topilom voda :
etanol = 50 : 50 (v : v) v odvisnosti od sorte in testne bakterije, rezultati so podani v gramih liofiliziranih
tropin na L gojisca

Appendix B: Minimal inhibitory concentration of FDSS extracts prepared with with water : ethanol = 50 : 50
(v : v) extraction
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Priloga C: Vsebnost fenolnih spojin v mg fenolnih spojin na kg liofiliziranih izvle¢kov v treh belih sortah z ekstrakcijo z razliénimi topili (Trost in sod., 2015)
Appendix C: Contents of phenolic compounds in FDSS extracts from the three white grape varieties upon extraction with the different mixtures (Trost et al., 2015)

Ekstrakcijsko topilo Konc. Vsebnost fenolnih spojin (mg/kg FDSS)
(%) Zelen Sauvignon Rebula
TFLA TCAT HCA TFLA TCAT HCA TFLA TCAT HCA
Voda : metanol 25 151,3 1969,0 24,6 179,0 4085,9 23,4 19,1 847,6 2,8
+1.2 +569,8 +0,9 +12,1 +360,6 +2,3 +0,3 +58,5 +0,2
50 274,6 3310,0 68,4 431,6 4735,4 34,9 56,8 1592,6 6,0
+5,1 +292,9 +1,8 +2,0 +323,4 +1,1 +0,3 +139,8 +0,2
75 394,4 3912,2 92,3 581,4 5777,0 76,4 60,7 1738,5 55
+0,9 +257,8 +2.9 +4,9 +80,4 +0,4 +6,0 +107,4 +0,1
Metanol 100 3419 3829,3 64,2 439,6 4218,3 67,0 52,5 800,6 <nd
+2.4 +66,8 +1,4 49,3 +242.7 +3.4 +1,8 +7,4
Voda : etanol 50 343,8 34323 33,4 548,4 5749,1 42,8 77,2 24395 8,0
+0,3 +70,1 +0,4 +4,2 +28 +0,3 +0,8 +58,9 +0,2
Etanol 100 3117 2902,6 40,6 246,6 1837,2 19,8 15,7 454,6 <nd
+0,0 +300,6 +0,6 +5,5 +5,1 +0,8 +13,5 +113,8
Metanol : aceton 50 407,2 4279,6 68,9 431,1 4007,7 52,4 441 908,8 <nd
+0,7 +170,3 +1,0 +1,1 +17,7 +0,6 +0,3 +17,0

Povpreéna vrednost = standardna deviacija. *, P < 0,001

TFLA, skupni flavonoli (izrazeno kot mg/kg FDSS); TCAT, skupni katehini (izrazeno kot mg/kg FDSS); HCA, skupne hidroksicimetne kisline; nd, premalo
podatkov
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Priloga D: Vsebnost fenolnih spojin v mg fenolnih spojin na kg liofiliziranih izvle¢kov v treh rdeéih sortah z ekstrakcijo z razli¢nimi topili (Trost in sod., 2015)
Appendix D: Contents of phenolic compounds in FDSS extracts from the three red grape varieties upon extraction with the different mixtures (Trost et al., 2015)

Ekstrakcijsko topilo Konc. Fenolna spojina (mg/kg FDSS)

(%) Cabernet sauvignon Merlot Modri pinot

TFLA TCAT HCA TFLA TCAT TANT HCA TFLA TCAT TANT HCA

Voda : metanol 25 86,7 858,1 4472 56,8 4044,9 94,3 42,6 100,7 6940 597,2 24,6
+2,0 +57,2 +1,5 +6,0 +27,3 +1,4 +0,8 +8,5 +32,7 +1,1 +0,3

50 37,4 251,3 214.8 146,3 6980,7 2214 39,0 211,6 9590,3 984,9 30,1

+2.,4 +2,2 +9,8 +1,3 +198,8 +6,5 +1,0 +4,1 +1076,9 +5,8 +1,1

75 275,4 1915,1 1580,4 138,0 6063,3 158,0 31,3 318,2 12495,0 972,8 33,9

+10,2 +136,1 +6,9 +3,3 +322.7 +2.1 +0,6 +3,0 +465,9 +6,7 +0,8

Metanol 100 220,5 1052,6 <nd 140,9 5303,9 82,5 22,9 3125 11338,2 570,9 21,8
+19,5 +1,3 +1,3 +112,8 +2.4 +1,4 +0,7 +564,7 +13,5 +1,9

Voda :etanol 50 273,4 24725 21410 118,5 6578,6 217,7 36,4 356,2 12437,3 1272,7 38,0

+64,6 +128,2 4285  £133  +601,9 50 42,1 +6,0 +1069 46,2 425

Etanol 100 83,7 1346,1 292,6 101,4 4419,6 26,2 20,3 138,5 4775,8 62,0 11,2
+60,8 +54,6 +3,0 +0,5 +101,8 +0,3 +0,5 +4.5 +114,5 +2.0 +0,5
Metanol : aceton 50 212,7 1215,9 <nd 144,6 5790,5 75,4 24,0 2418 8077,3 251,0 22,8
+5,3 +70,9 +2.0 +1,9 +2.4 +2.4 +1,2 +392.0 +2.5 +0,2

Povpreéna vrednost = standardna deviacija. *, P < 0.001

TFLA, skupni flavonoli; TCAT, skupni katehini; TANT, skupni antocianini; HCA, skupne hidroksicimetne kisline; nd, premalo podatkov



