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Al Namen naloge je bil preveriti protimikrobno delovanje ekstraktov Alpinia
katsumadai in Evodia rutaecarpa v kombinaciji z nizinom in epigalokatehin
galatom (EGKG) na posamezne bakterije vrst Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni in Escherichia coli. Dolo¢iti smo Zeleli ~ kombinacijo
izbranega ekstrakta in nizina ali EGKG, ki bi imela protimikrobno delovanje na
bakterijski koktajl sestavljen iz omenjenih vrst grampozitivnih in gramnegativnih
bakterij. Kot protimikrobno $e u¢inkovita kombinacija na izbrane vrste bakterij se
je izkazala kombinacija ekstrakta Alpinia katsumadai (1,026 mg/ml) in EGKG
(0,625 mg/ml). Protimikrobna aktivnost te kombinacije je bila ve¢ja na bakterijski
koktajl kot na posamezno vrsto bakterij (L. monocytogenes, E. coli in C. jejuni) v
20jis¢u Mueller Hinton bujon (MHB) pri 37 °C. Protimikrobni u¢inek kombinacije
ekstrakta 4. katsumadai in EGKG na bakterijski koktajl je bil pri 37 °C v
pis€anc¢jem soku podoben kot v gojis¢u MHB, medtem ko se je protimikrobna
aktivnost pri 8 °C zmanjSala v pis¢andjem soku in razdetem meSanem mesu v
primerjavi z aktivnostjo v gojis¢u MHB. Protimikrobno delovanje kombinacije
ekstrakta Alpinia katsumadai in EGKG na bakterijski koktajl smo dokazali tudi pri
8 °C v razdetem meSanem mesu z naravno prisotnimi bakterijami. Tu je bil
protimikrobni ucinek manjSi kot v sterilnem razdetem meSanem mesu in Vv
piscancjem soku, zato je omenjena kombinacija protimikrobnih snovi lahko le ena
od ovir, ki v skupnem delovanju lahko zagotovijo proizvodnjo varnih zivil kot je
razdeto mesSano meso.
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The objective of this research was to examine the antimicrobial activity of Alpinia
katsumadai and Evodia rutaecarpa extracts in combination with nisin and
epigallocatechin gallate (EGCG) against Listeria monocytogenes, Escherichia coli
and Campylobacter jejuni. We wanted to determine the combination of selected
extract and nisin or EGCG which shoved antimicrobial activity against bacterial
cocktail made of the mentioned Gram-positive and Gram-negative bacteria. The
combination of Alpinia katsumadai (1.026 mg/ml) extract and EGCG (0.625
mg/ml) proved to be still effective antimicrobial combination. The antibacterial
activity of this combination was greater against bacterial cocktail than against
individual bacterium (L. monocytogenes, E. coli in C. jejuni) in Mueller Hinton
broth (MHB) at 37 °C. The antibacterial effect of 4. katsumadai extract and EGCG
against bacterial coctail was at 37 °C in chicken juice similar it was effect in MHB,
while at 8 °C the antibacterial activity was reduced in chicken juice and in minced
mixed meat compared to activity in MHB. We proved the antimicrobial activity of
Alpinia katsumadai extract and EGCG against bacterial cocktail at 8 °C in minced
meat with naturally present bacteria. Here the antimicrobial effect was smaller than
in sterile minced mixed meat and in chicken juice. Therefore the abovementioned
combination of antimicrobial substances can only be one of the hurdles of which
activities may provide the production of safe food as it is minced mixed meat.
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1 UVOD

Varnost zivil je ob prehranski vrednosti in senzoricni kakovosti eden temeljnih
kakovostnih parametrov hrane. Varnost hrane mora biti zagotovljena in nedvomno ima pri
tem velik pomen mikrobiologija. Mikroorganizmi nas spremljajo skozi vse Zivljenje v
koristni in Skodljivi vlogi. Ko gre za proizvodnjo in porabo hrane, najprej pomislimo na
njihovo skodljivost, to je, da predstavljajo realno nevarnost za zdravje potrosnikov in
povzrocijo t.i. alimentarne toksikoinfekcije. Le-te so posledica napak v higiensko
neustrezni predelavi, tehnoloskem procesu predelave, konzerviranju, distribuciji in
skladis¢enju do porabe (Adamic in sod., 2003).

Zahteve potrosnikov stremijo k temu, da bi sinteticne aditive in sol zamenjali za naravne
konzervanse. Ena izmed moznosti je uporaba rastlinskih ekstraktov. Rastlinski ekstrakti so
pridobljeni iz rastlin ali njihovih delov (cvetov, plodov, lubja, korenin, semen). Vecina
rastlinskih ekstraktov ima status GRAS (angl. Generally Recognized As Safe), zaradi Cesar
je uporaba Se posebej zanimiva in omogoca bolj naraven nacin konzerviranja zivil (Burt,
2004).

Bakterije vrste Campylobacter jejuni so gramnegativne, spiralno zvite paliCice. So
mikroaerofilne. Za ¢loveka so patogene in povzroajo veliko &revesnih okuzb. Stevilo
primerov kampilobakterioz narasca in je v mnogih razvitih drzavah Ze preseglo pogostost
salmoneloz (FAO/WHO, 2009).

Bakterije vrste Escherichia coli so gramnegativne paliCice. Nekateri seroloski tipi (na
primer EHEC, EPEC, ETEC, EIEC) povzro¢ajo hude alimentarne toksikoinfekcije. Na
mesu, ribah, v mleku ipd. se hitro razmnozujejo in povzroc¢ajo zakisanje in kvar (WHO,
2010).

Bakterije vrste Listeria monocytogenes so grampozitivne kokoidne, gibljive paliice. So
patogene za Cloveka, najpogostejSi vir okuzbe pa je kontaminirana hrana. Listerioza je
oportunisticna okuzba, ki ogroza predvsem rizicne skupine, kamor pristevamo tudi
nosecnice. Smrtnost zaradi listerioze je najviSja med bakterijskimi okuzbami s
kontaminirano hrano, na sreco pa je incidenca zelo nizka (WHO, 2010; FAO/WHO, 2004).

Kontaminacija hrane z bakterijami je pomemben dejavnik, ki vpliva na kakovost in varnost
zivil, zato je prepreCevanje rasti mikroorganizmov klju¢nega pomena pri proizvodnji
varnih zivil. Ker so se rastlinski ekstrakti v mnogih dosedanjih raziskavah izkazali kot
snovi s protimikrobnim delovanjem na bakterije, ki so pogost vzrok kontaminacije zivil, so
nadaljnje raziskave na tem podrocju zelo smiselne in dobrodo$le za Sirjenje moznosti
uporabe v razli¢nih zivilskih izdelkih.
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1.1 NAMEN NALOGE

Namen naloge je bil prouciti protimikrobno delovanje ekstraktov Alpinia katsumadai in
Evodia rutaecarpa v kombinacijah z nizinom ali epigalokatehin galatom (EGKG). Dolo¢iti
smo zeleli kombinacijo izbranega ekstrakta in nizina, ali izbranega ekstrakta in EGKG, ki
bi imela v kombinaciji boljSi protimikrobni uc¢inek kot ga ima posamezna snov. Za
eksperimentalno delo smo izbrali bakterije vrst L. monocytogenes, E. coli in C. jejuni. Ker
je v zivilih lahko hkrati ve¢ razli¢nih bakterij smo proucevali protimikrobni ucinek izbrane
kombinacije tudi na bakterijski koktajl. Preveriti smo Zeleli tudi, ali ima izbrana
kombinacija ekstrakta in nizina ali EGKG enak protimikrobni uc¢inek pri nizji temperaturi
od 37 °C in kakSen je vpliv zivila.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Raztopine ekstraktov Alpinia katsumadai in Evodia rutaecarpa ter nizin in EGKG
imajo protimikrobni u¢inek na bakterije vrst L. monocytogenes, E. coli in C. jejuni.

e Ustrezna kombinacija dveh protimikrobnih snovi bo imela vecji protimikrobni
ucinek kot ena sama protimikrobna snov.

e Protimikrobni ucinek izbrane kombinacije bo ve¢ji na grampozitivne kot na
gramnegativne bakterije.

e Protimikrobni ucinek izbrane kombinacije na bakterijski koktajl bo manjsi kot
ucinek na posamezne bakterijske vrste.

e Protimikrobni ucinek izbrane kombinacije se bo zmanjsal v zivilu v primerjavi z
ucinkom v laboratorijskem gojiscu.

e Pri nizjih temperaturah bo uinkovitost izbrane kombinacije protimikrobnih snovi
proti bakterijskemu koktajlu manjSa kot pri optimalnih temperaturah za rast
bakterij.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZNACILNOSTI BAKTERIJ VRSTE Listeria monocytogenes

Bakterije vrste Listeria monocytogenes so grampozitivne, nesporogene, kokoidne palicice.
Lahko rastejo pri temperaturi od 1 °C do 45 °C z optimalno temperaturo razmnozevanja
60 °C za 30 minut. Zmrzovanje jih ne uni¢i. Lahko prezivijo v zivilih, ki imajo zmerno do
nizko kislost (pH 4,5-9,2) in raven soli do 10 %, optimalen pH pa je 7. Rastejo lahko pri
ay nizji od 0,93 (Rocourt in Buchrieser, 2007).

Bakterije vrste L. monocytogenes so bile kot humani patogen zabeleZene leta 1929.
Listerioza, ki se prenasa s hrano je relativno redka a resna bolezen in v primerjavi z
drugimi boleznimi, ki se prenaSajo s hrano (npr. salmoneloza), z visokim odstotkom
smrtnih primerov (20-30%). Bolezen v veliki meri prizadene posebne skupine ljudi, ki
imajo vecjo dovzetnost za okuzbo. Bakterije vrste L. monocytogenes so oportunisti¢ni
patogeni, ki najpogosteje prizadenejo tiste, ki imajo hude osnovne bolezni ali bolezenska
stanja (npr. zmanjSano imunsko odpornostjo, HIV/AIDS, kroni¢ne bolezni, kot so ciroza,
bolezni ki vplivajo na imunski sistem), noseCnice, nerojene otroke in starejSe osebe
(Painter in Skutsker, 2007).

Bakterije vrste L. monocytogenes so pogosto prisotne v surovi hrani tako rastlinskega kot
zivalskega izvora. Vecinoma se listerioza povezuje z okuZzbami s kontaminirano
predpripravljeno hrano (Hitching in Whiting, 2001). Prav tako so lahko v kuhani hrani
zaradi onesnazenja v postopku predelave ali nezadostne toplotne obdelave. Izolirane so
bile iz mleka, sira (predvsem mehkih sirov), sladoleda, surove zelenjave, fermentiranega
surovega mesa, in kuhanih klobas, surove in kuhane perutnine, surovih in prekajenih
morskih sadezev (Sauders in Wiedemann, 2007).

Bakterije vrste L. monocytogenes so $iroko razsirjene v okolju in hrani. Izolirane so bile iz
razli¢nih virov iz tal, fekalnega materiala, kanalizacije in vode. Temu, da so Zivila primarni
na¢in prenosa bakterij vrste L. monocytogenes na ljudi, ni bilo posveCene posebne
pozornosti, dokler ni pri§lo do nekaj izbruhov bolezni v Severni Ameriki in Evropi.
Pomembni dejavnik pri prenosu s hrano je lastnost listerij, da se lahko razmnozujejo pri
temperaturi hladilnika, ¢e imajo dovolj ¢asa. Kljub dejstvu, da so z bakterijami vrste L.
monocytogenes lahko kontaminirane razlicne vrste hrane, so izbruhi in posamezni primeri
povezani pretezno s predpripravljeno hrano. Ceprav je listerioza relativno redka bolezen,
resnost in zelo pogost pojav v industrijsko pridelani hrani, zlasti med izbruhi, pomeni da so
hrano. Listeriozo je ve¢inoma opaziti v industrializiranih drzavah. Listeriozo je mogoce
razdeliti v dve kategoriji: invazivno in neinvazivno. O invazivni listeriozi govorimo, ko
zacetna stopnja okuzbe Crevesnega tkiva z bakterijami vrste L. monocytogenes vodi do
vdora v ostale dele telesa (npr. maternice nose€nic, centralni Zivéni sistem ali kri).
Inkubacijska doba je lahko dolga, ponavadi 2-3 tedne, vCasih tudi do 3 mesece. Za
invazivno listeriozo je znacilna visoka umrljivost (20-30 %). Neinvazivno listeriozo so
opazili med Stevilnimi izbruhi, kjer so se v vecini primerov pojavili znaki gastroenteritisa,
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kot so driska, vrocina, glavobol in boleCine v miSicah. Tu je obdobje inkubacije kratko. Do
teh izbruhov pride, ko sicer zdrav posameznik zauzije velike koli¢ine bakterij vrste L.
monocytogenes. V Evropi je na leto zabelezenih 0,3 do 7,5 primerov okuzb z listeriozo na
milijon ljudi (FAO/WHO, 2004).

2.2 ZNACILNOSTI BAKTERIJ VRSTE Escherichia coli

Bakterije vrste Escherichia coli so gramnegativni fakultativno anaerobni bacili.
Nevirulentni sevi so del normalne ¢revesne flore, virulentni sevi pa povzro¢ajo okuzbe v
prebavilih in zunajcrevesne okuzbe pri Cloveku in zivalih. Ve€ina sevov E. coli je
neskodljivih. Okuzbe prebavil povzrocajo enterohemoragi¢na £E. coli (EHEC),
enteropatogena E. coli (EPEC), enterotoksigena E. coli (ETEC), enteroinvazivna E. coli
(EIEC) in enteroagregativna E. coli (EAEC). Te se na ljudi prenasajo predvsem z
uzivanjem kontaminirane hrane, kot so surovi ali manj kuhani mesni izdelki in surovo
mleko ali voda (Andlovic, 2002a).

Bakterije vrste E. coli, so bile kot zdravstven problem javno priznane leta 1982 po izbruhu
bolezni v ZDA (WHO, 2010).

EHEC proizvajajo toksine, znane kot verotoksini ali Sigovi toksini, zaradi podobnosti s
toksini, ki jih proizvajajo bakterije vrste Shigella dysenteriae, ki povzrocajo grizo. EHEC
lahko rastejo pri temperaturi od 7 °C do 50 °C, z optimalno temperaturo 37 °C. Nekateri
sevi EHEC lahko rastejo v kislih zivilih do pH 4,4 in v Zivilih z minimalno a,, 0,95. Unici
jih kuhanje zivil pri 70 °C in ve¢ (Bell in Kyriakides, 1998).

Diarejo povpreénega odraslega &loveka povzro&i od 10° do 10" celic EPEC, 10° do 10"
ETEC in 10® celic EIEC (Susman, 1997).

Bakterije seva E. coli O157:H7 so EHEC, ki se najpogosteje omenjajo kot sev v povezavi z
javnim zdravjem. Najve¢ okuzb z EHEC se pojavlja pri otrocih, mlajsih od 15 let. 85 %
primerov je posledica okuzbe s hrano. Pogostejsi so posamezni primeri, izbruhi so redkejsi.
Leta 1996 je prislo do izbruha na Japonskem, ko so bili v Solskem kosilu kontaminirani
kalcki redkve (WHO, 2010).

Znaki bolezni, ki jih povzroca EHEC vkljucujejo krée v trebuhu in drisko, ki je lahko v
nekaterih primerih tudi krvava. Lahko se pojavi tudi povecana telesna temperatura in
bruhanje. Inkubacijska doba lahko traja 3-8 dni, najpogosteje 3-4 dni. Vecina bolnikov si
opomore v 10 dneh, vendar lahko v redkejsih primerih (predvsem pri majhnih otrocih in
starejSih osebah) okuzba povzroci zZivljenjsko nevarne bolezni, kot je hemoliticno uremic¢ni
sindrom (HUS), do katere lahko pride pri do 10 % bolnikih. Smrtnost je v razponu med 3-
5 %. HUS je najpogostejsi vzrok akutne ledvi¢ne odpovedi pri majhnih otrocih (Griffin,
1995).

Podatki o razmerah v drzavah v razvoju so omejeni, saj nadzora za bakterije vrste E. coli
ne opravljajo rutinsko. Vecina razpolozljivih podatkov se nanaSa na serotip E. coli
O157:H7. V razvitih drzavah pa se nadzor opravlja rutinsko. Rezervoar za ta patogeni sev
je predvsem govedo in drugi prezvekovalci. Na ljudi se prenaSa predvsem z uZzivanjem
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kontaminirane hrane. Z izbruhom bolezni, ki je vzrok okuzbe z bakterijami seva E. coli
O157:H7 so povezani predvsem hamburgerji, suhe salame, nepasteriziran sveze iztisnjen
jabol¢nik, jogurti in mleko. Vecje Stevilo izbruhov je povezanih z uZzivanjem sadja in
zelenjave (ohrovta, zelene solate, zeljnate solate), kjer lahko pride do kontaminacije zaradi
stika s fekalijami domacih in divjih zivali pri sami pridelavi zelenjave. EHEC je bila prav
tako izolirana iz ribnikov, potokov in vodnih korit, bazenov in pitne vode. Ugotovili so, da
lahko v gnoju in usedlinah v vodi E. coli prezivi tudi ve¢ mesecev (WHO, 2010).

2.3 ZNACILNOSTI BAKTERIJ VRSTE Campylobacter jejuni

Bakterije, ki pripadajo rodu Campylobacter so nesporogene, gramnegativne pali¢ice. So na
kisik obcutljive mikroaerofilne bakterije. Optimalno rastejo v atmosferi, ki vsebuje 5-10 %
kisika in 1-10 % CO,. Bakterije rodu Campylobacter rastejo pri temperaturi 37 °C, vendar
ne pod 32 °C, zato je smiselno domnevati, da se med predelavo, po predelavi, prevozom s
hladilnikom in zmrzovanjem ne razmnozujejo. Vendar pa organizmi lahko prezivijo te
korake Se posebej Ce so temperature nizke. Na ohlajenem, surovem piS¢ancu in svinjski
kozi so bakterije vrste Campylobacter jejuni prezivele tudi ve¢ tednov (Lee in sod., 1998).

Bakterije rodu Campylobacter so Se posebej obcutljive na susenje in znizan pH. Minimalni
pH za rast je 4,9, optimalen pa pH 6,5-7,5. Obcutljive so tudi na sol nad 1,5 %. Bakterije
vrste C. jejuni ne prezivijo kuhanja ali pasterizacije (Park, 2002). V vodi in drugih okoljih
z neoptimalnimi razmerami rasti se bakterije rodu Campylobacter lahko spremenijo v
stanje VBNC (zivo, vendar nekultivabilno stanje). To stanje poda veliko vprasanj, ali so
bakterije rodu Campylobacter v tem stanju virulentne za ljudi in ¢e se lahko po prehodu
skozi gostitelja vrnejo v kultivabilno stanje. Nekatere Studije so pokazale, da po prehodu
skozi piScanca, miSi, podgane in oplojena jajca zopet dobijo kultivabilnost (Parkhill in
sod., 2000; Moore in sod., 2001; FAO/WHO, 2009).

Bakterije vrst C. jejuni in C. coli se od ostalih bakterij, ki pripadajo rodu Campylobacter
razlikujejo po optimalni temperaturi rasti, ki je 42 °C. Bakterije vrste C. jejuni so povezane
pretezno s perutnino, vendar so bile izolirane tudi iz goveda, ove, koz, psov in mack
(Skirrow, 1994).

Bakterije vrste C. jejuni so bile izolirane tudi iz jedi z gobami, sveze zelenjave (Spinace,
zelene solate, redkve, peterSilja, krompirja, ¢ebule) in iz meSane solate pakirane v
modificirani atmosferi (Philips, 1998).

Jacobs-Reitsma (2000) navaja visoko incidenco tudi pri svezem mleku. Tu gre verjetno za
kontaminacijo s fekalijami. Blaser in sodelavci (1980) so belezili, da so bakterije vrste C.
Jejuni v mleku prezivele 24 ur na sobni temperaturi in nekaj tednov v mleku ohlajenem na
4 °C. 500 celic bakterije vrste C. jejuni v mleku pa je bila zabelezena kot doza, ki povzroca
gastroenteritis (Robinson, 1981).

Bakterije rodu Campylobacter se na ljudi prenaSajo z neposrednim stikom okuZzenih zivali
ali zivalskih trupel in neposredno z uzivanjem kontaminirane hrane in vode (FAO/WHO,
2009).
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Bakterije, ki pripadajo rodu Campylobacter so najbolj pogost povzrocitelj crevesnih okuzb
v razvitih drzavah in v drzavah v razvoju (WHO, 2000). V Sloveniji je kampilobakter na
drugem mestu med bakterijskimi povzrocitelji driske (Andlovic, 2002b). Zabelezeni pojavi
okuzb z bakterijami rodu Campylobacter so izrazito narasli v mnogih razvitih drzavah v
zadnjih 20 letih. Nezadostno porocanje o okuzbah z bakterijami rodu Campylobacter je
velik problem v mnogih drzavah. Incidenco odraza le Stevilo potrjenih primerov, zato je
pravo Stevilo okuzb mnogo visje od Stevila zabelezenih primerov. Te primere navadno
povzroCijo bakterije vrste C. jejuni in v manjSem obsegu bakterije vrste C. coli
(FAO/WHO, 2009; EFSA, 2009).

Vecina okuzb z bakterijami rodu Campylobacter se pojavi kot posamezni primer ali kot
druzinsko povezan izbruh. OkuZbe so resne, vendar je stopnja smrtnosti nizka. Okuzbe
prebavil potekajo kot vodena driska, v hujsi obliki kot krvava driska. Bolnik ima bole¢ine
v trebuhu in ima lahko vroc¢ino (Andlovic, 2002b).

V drzavah v razvoju so otroci nenehno izpostavljeni bakterijam rodu Campylobacter in kot
posledico tega razvijejo serumska protitelesa Ze zgodaj v Zivljenju. Raven protiteles pri teh
otrocih je vi§ja v primerjavi z ravnjo protiteles otrok v razvitih drzavah. Poleg tega se
raven protiteles povecuje s starostjo (FAO/WHO, 2009).

2.4 PROTIMIKROBNE SNOVI RASTLINSKEGA IZVORA

2.4.1 Zgodovina

Hipokrat je v 5. stoletju pred nasim Stetjem v zapisih omenjal 300-400 zdravilnih rastlin.
Tudi v Bibliji se omenja okoli 30 zdravilnih rastlin. Po propadu zahodnih civilizacij se je
unicilo in izgubilo veliko dokumentov iz tega podrocja. Arabska in Azijska civilizacija pa
sta znanje o zdravilnih rastlinah nadgrajevali. V obdobju renesanse, pa se je v zanimanje za
zdravilne rastline obudilo tudi na vzhodu (Cowan, 1999).

Moderna medicina je vse bolj odprta do protimikrobnih u¢inkovin pridobljenih iz rastlin.
Vzrok za to je predvsem v odpornosti vse veC vrst bakterij na tradicionalne antibiotike.
Zanimanje se je v zadnjih dvajsetih letih Se povecalo, saj je izumrlo veliko Stevilo
rastlinskih vrst, s tem pa so se zmanjSale moznosti za odkrivanje novih naravnih
protimikrobnih in drugih biolosko pomembnih snovi (Cowan, 1999).

2.4.2 Znaéilnosti

Danes potrosniki stremijo k zdravim zivilskim proizvodom, ki bi imeli ¢im daljSo
obstojnost in bi bili ¢im bolj kakovostni. Zato se vse ve¢ kemijskih konzervansov in
aditivov (sol, nitriti in sulfati) zamenjuje z naravnimi dodatki. Izboljsave se delajo tudi na
podro¢ju pakiranja in same predelave zivil (Davidson in sod., 2002).

Rastline, zeliS¢a in za¢imbe, njihova eteri¢na olja in izolirane komponente vsebujejo veliko
Stevilo substanc, ki so znane kot protimikrobna sredstva, ki zavirajo rast bakterij, kvasovk
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in plesni. Za ve¢ kot 1340 rastlin je znano, da so vir protimikrobnih komponent. Vecina teh
komponent je zbranih v eteriénih oljih iz listov (rozmarin, Zajbelj), cvetov in brstov
(nageljnova zbica), gomoljev (Cesen, Cebula), korenik (asafoedita), plodov (poper,
kardamom) ali iz ostalih delov rastlin (Lopez-Malo Vigil in sod., 2005a).

Rastline imajo skoraj neomejene moznosti za sintetiziranje aromatskih snovi, ki so v vecini
fenolne spojine ali njihovi oksigenirani derivati. Vecina teh snovi je sekundarnih
metabolitov. Do sedaj so jih izolirali ze ve¢ kot 12.000, kar naj bi bilo le okrog 10 % vseh
rastlinskih snovi. Vecina teh snovi sluzi kot obramba proti mikroorganizmom, insektom in
rastlinojedim Zivalim. Cowan (1999) jih deli na:

e fenole in polifenole (enostavni fenoli, fenolne kisline, kinoni, flavonoidi, flavoni,

flavonoli, tanini in kumarini)

e terpene in eteri¢na olja

e alkaloide

e lektine in polipeptide in

e poliacetilene

Tudi poliamini, tiosulfinati in glikozidi rastlinskega izvora imajo protimikrobne lastnosti
(Cowan, 1999).

2.4.3 Rastlina Alpinia katsumadai

Alpinia katsumadai se je Siroko uporabljala v tradicionalni kitajski medicini za zdravljenje
razlicnih bolezenskih stanj, kot so bruhanje in Zelod¢ne teZzave. Vendar je zelo malo
znanega o celicnih aktivnostih s katerimi ta rastlina ucinkuje in zaradi katerih ima
terapevtske ucinke (Lee in sod., 2003).

Rastline rodu Alpinia s priblizno 250 vrstami v druzini ingverjev Zingiberaceae so
razsirjene vefinoma na Kitajskem, v Indiji in Polineziji. Te rastline imajo debele lepo
diSece korenike, z vonjem po ingverju iz katerih spomladi pozenejo novi poganjki, listi pa
imajo suli¢asto obliko z resicami. Zrastejo lahko do 10 metrov visoko. Stevilne vrste
rastlin rodu Alpinia so cenjene zaradi zdravilnih lastnosti in imajo dolgo zgodovino
uporabe v tradicionalni kitajski in indijski medicini kot zdravilo proti kréem, hipertenziji,
kot antioksidanti, delujejo protivnetno, bakteriostati¢no in fungistaticno. Najvec teh rastlin
je na kitajskem otoku Hainan (okrog 80 %). Nan in sodelavci (2004) so kemi¢no sestavo
ekstraktov rastline Alpinia katsumadai analizirali z GC-MS (plinska kromatografija z
masnim spektrofotometrom). Ekstrakte so pripravili iz cvetov in listov rastline Alpinia
katsumadai (preglednica 1).

Hua in sodelavei (2009) so iz semen rastline Alpinia katsumadai izolirali tri
monoterpenske konjugate kalkona: rubrain, izorubrain in sumandain C.
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Preglednica 1: Kemijske sestavine eteri¢nih olj listov in cvetov iz rastline 4. katsumadai iz kitajskega otoka
Hainan (Nan in sod., 2004)

Sestavina eteri¢nega olja List (%) Cvet (%)
2-heptanol 0,7 0,2
kamfen 1,2 0,7
felandren 0,7 7,0
S-pinen 2,7 5,2
2-metil-6-metilen-1,7-oktadien 1,3 1,3
4-karen 9,1 6,4
limonen 2,0 1,8
1,8-cineol 8,3 20,2
terpinen 19,0 12,6
terpineol 2,7 1,1
p-menta-1,4-dien 4.2 3,4
1-metil-4-izoproil-2-cikloheksenol 1,2 1,8
kamfor 5,6 3,5
trimetil norbornanol 0,1 0,1
borneol 0,2 0,2
p-ment-1-en-ol 22,0 21,3
benzilaceton 0,7 <0,1
2-izopropil-5-metil-3-cikloheksenon 0,4 0,1
nonenal 0,2 <0,1
santalen 0,1 0,9
kariofilen 2.3 1,7
metilpentenil-2-norpinen 1,1 0,5
(Z)-f-farnesen 0,3 0,2
p-kariofilen 0,6 0,6
tetrametil heksahidrobezociklohepten 0,2 0,1
germakren D 1,5 1,8
eudesma-4,11-dien 0,7 0,1
kamgren 0,8 0,2
longipinen 0,8 0,6
ledol 0,7
n-trans-nerolidol 1,5 1,1
denderalasin 0,1 <0,1
spatulenol 0,1 <0,1
kariofilen oksid 0,2 0,1
dodekadienol acetat 0,1 <0,1
bisabolol 0,2 0,1
sinensal 0,5
trans-bergamotol 0,1 <0,1
palmitinska kislina 0,4 1,0
fitol 0,5 0,1
heksadekanamid 0,5 0,3
9-oktadecenamid 1,1 2,2
n-pentakosan 2,1 0,1
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Od glavnih sestavin eteri¢nih olj v 4. katsumadai imajo tri sestavine, f-pinen, 1,8-cineol,
p-ment-1-en-ol mo¢no protimikrobno aktivnost (Juliani in sod., 2002; Faleiro in sod.,
2003; Kim in sod., 2003).

2.4.4 Vrednotenje protimikrobnega delovanja

Pri raziskavah, pri katerih se doloca protimikrobno delovanje snovi, se najpogosteje kot
merilo u¢inkovitosti uporablja minimalna inhibitorna koncentracija (MIC). Problem se
pojavi, ker razlicni avtorji razlicno definirajo MIC, zaradi Cesar je rezultate med seboj
tezko primerjati. Poleg MIC pa se uporabljata tudi izraza minimalna baktericidna
koncentracija (MBC) in bakteriostaticna koncentracija, ki sta po vrednosti blizu MIC.
Nekatere definicije so navedene v preglednici 2 (Burt, 2004).

Preglednica 2: Razlaga pojmov pri vrednotenju protimikrobnega delovanja (Burt, 2004)

POJEM RAZLAGA

MIC 1. najmanjSa koncentracija snovi, ki preprecuje razmnoZevanje ali
zniZa Zivost inokuluma

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

3. najmanjsSa koncentracija, ki prepreci vidno rast izbranega
mikroorganizma

4. najmanjSa koncentracija, ki povzroc€i znac¢ilno zmanjSanje zivosti
izbranega mikroorganizma (> 90 %)

MBC 1. koncentracija izbrane snovi, ki ubije 99,9 % ali ve¢ zacetnega
Stevila inokuluma

2. najmanjsa koncentracija, pri kateri po precepljanju na sveze gojisce
ne opazimo rasti

Bakteriostati¢na | NajmanjSa koncentracija snovi, pri kateri ni rasti mikroorganizmov,

koncentracija se pa razmnozujejo po precepljanju na sveze gojisce
Baktericidna NajmanjSa koncentracija snovi, pri kateri ni rasti mikroorganizmov in

koncentracija ti ne rastejo niti po precepljanju na sveze gojisce
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2.5 NIZIN

Nizin so odkrili leta 1920. V zivilski industriji se kot konzervans uporablja ze vec¢ kot 50
let (McClintock in sod., 1952). Je molekula polipeptida, sestavljena iz 34 aminokislin in
spada v skupino bakteriocinov (Mulders in sod., 1991).

Proizvajajo ga bakterije vrste Lactococcus lactis subspecies lactis. Ima Sirok protimikrobni
spekter delovanja proti grampozitivnim bakterijam. Ni ucinkovit proti gramnegativnim
bakterijam, kvasovkam in plesnim. Gramnegativne bakterije so proti nizinu odporne zaradi
njihove kompleksno zgrajene celi¢ne stene, ki onemogoca prehod nizina v celico. Prav
tako ne more preko celicne stene kvasovk. Ker v skupino grampozitivnih bakterij spadajo
tudi toplotno odporne bakterije, je nizin postal zelo pomemben pri konzerviranju toplotno
obdelanih zivil, saj se s toplotno obdelavo njegova protimikrobna ucinkovitost ne unici.
Uporablja se predvsem v mle¢nih izdelkih, predelani hrani in v fermentacijski industriji.
Druga pomembna skupina bakterij, ki so obcutljive na nizin, so mle¢no kislinske bakterije,
ki se lahko razmnozujejo v zivilih z nizkim pH (npr: solatni prelivi, omake, pivo in vino).
Nizin je ucinkovit tudi proti bakterijam vrste L. monocytogenes (Thomas in Delves-
Broughton, 2001).

Nizin deluje na aktivne vegetativne celice s prehodom skozi membrano, formiranjem por
in porazdelitvijo protonske gonilne sile oz. protonskega gradienta. Torej nizin vstopa skozi
membrano tako, da formira pore, prenos pa omogoca protonski gradient. To zavira
prehajanje aminokislin in pospesi nenaden izliv manjsih molekul, ionov ali citoplazemskih
topljencev kot so aminokisline in nukleotidi. Poznamo $tiri naravne oblike nizina, in sicer
nizin A, Q, U in nizin Z (Mulders in sod., 1991; Zendo in sod., 2003; Brotz in Sahl, 2000).

V kombinaciji s kelatnimi spojinami (npr. EDTA) je lahko nizin ucinkovit tudi proti
gramnegativnim bakterijam kot so bakterije vrste E. coli in bakterije rodu Salmonella.
Kelatne spojine odstranijo dvovalentne katione iz celicne stene gramnegativnih bakterij,
sprostijo fosfolipide in lipoproteine in tako naredijo celicno steno prepustno za nizin.
Ucinkovitost nizina v zivilih je odvisna od ostalih nacinov, s katerimi je Zivilo Se
konzervirano, na primer od toplotne obdelave, modificirane atmosfere, nizke temperature
in pH. Nizin bolje deluje v tekocih in homogeniziranih zivilih kot v trdih in heterogenih,
ker se lazje porazdeli po matriksu Zivila. Tudi mas¢oba lahko ovira porazdelitev po zivilih
in s tem zmanjSa protimikrobno ucinkovitost nizina (Jung in sod., 1992). Prav tako
zmanjsanje protimikrobne ucinkovitosti nizina povzro¢i znizana temperatura (Abee in sod.,
1994).

Nekatere komponente pa imajo z nizinom sinergisticen ucinek. To so eteri¢na olja
(karvakrol, timol in karvon), organske kisline, bakteriocini, ekstrakt iz Cesna, lizocim,
kelatne komponente in estri masc¢obnih kislin (Thomas in Delves-Broughton, 2005).
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2.6 EPIGALOKATEHIN GALAT

Fenolne spojine gradi aromatski obro¢ z eno ali ve¢ hidroksilnimi skupinami. Ve¢ tiso¢
fenolov lahko razdelimo na ve¢ nacinov, uveljavlja pa se klasifikacija po Stevilu C-atomov
(Abram in Sim¢ic¢, 1997).

Fenolne spojine v rastlinski celici nastajajo kot sekundarni metaboliti. Pomembni so pri
rasti in reprodukciji, akumulirajo se v epidermalnem tkivu rastline in sodelujejo pri zas€iti
pred zunanjimi stresi (UV, mikroorganizmi, insekti), ucinkujejo kot vizualni marker;ji
(cvetovi, sadezi) ter vplivajo na senzoricne lastnosti (barva, okus, aroma) Zzivilskih
izdelkov (Abramovi¢ in sod., 2008).

Flavonoidi so spojine, ki imajo 15 C-atomov in osnovno strukturo (C6-C3-C6), ki se
imenuje flavan oziroma 2-fenilbenzopiran. V tej skupini fenolnih spojin je najvec
antioksidantov, katehinov, procianidinov, flavonov in flavonolov. Te snovi se v rastlini
tvorijo kot odgovor na okuzbo z mikroorganizmi. V razmerah in vitro delujejo
protimikrobno na §irok spekter mikroorganizmov. Mehanizmi protimikrobne u¢inkovitosti
so razli¢ni. Lahko tvorijo kompleks z najrazli¢nejSimi proteini ter bakterijskimi celicnimi
stenami (Puupponen-Pimiae in sod., 2001), bolj lipofilni flavonoidi pa lahko porusijo
strukturo celi¢nih membran (Tsuchiya in sod., 1996). Katehini iz listov zelenega Caja
zavirajo rast patogenih mikroorganizmov in izni¢ijo sposobnost njihovih membran, da bi
jih ¢itila pred vdorom protimikrobnih snovi (Sakanaka in sod., 1989; Borris 1996).

S staliS¢a zagotavljanja varnosti zivil so poleg inhibicije zelo zanimivi podatki o inhibiciji
sinteze toksinov, tako bakterijskih kot glivnih, npr. inhibicija tvorbe aflatoksina (Molyneux
in sod., 2007). Slabse je raziskan vpliv rastlinskih fenolnih uc¢inkov na toplotno odporne
bakterijske spore, kar lahko vpliva na varnost in obstojnost z bakterijskimi sporami
kontaminiranih zivil (Klan¢nik in sod., 2009). Posebej zanimivo s staliS¢a varnosti zivil pa
je podrocje, ki se navezuje na sinergisticno delovanje rastlinskih u€inkovin z drugimi
protimikrobnimi snovmi (npr. antibiotiki in biocidi) (Threlfall in sod., 2000).

Epigalokatehin galat je najbolj ucinkovit in najbolj raziskan katehin v zelenem caju. Je
polifenolni bioflavonoid, topen je v organskih topilih (npr. etanol, DMSO, dimetil
formamid). Deluje na principu fenolnih antioksidantov in preprecuje oksidacijo proteinov
majhne gostote v telesu. Bioflavonoide imenujemo fitokemikalije, sem pa sodita tudi
vitamin P in vitamin C2. Obstaja okoli 2000 znanih bioflavonoidov, kamor spadajo
katehini, citrini, eriodictini, hesperetini, hesperidini, nobiletini, kvercetini, rutini,
sinensetini in tangeretini. Vitamin P nima bistvenega prehranskega pomena, vendar je
znano, da ima ucinek na kapilare in sicer tako, da ureja njihovo prepustnost. To lahko
prispeva k skupni aktivnost antioksidantov in razstrupljevalcev. To lahko poveca delovanje
vitamina C, kar vpliva na zniZevanje ravni holesterola v krvi. Prav tako je znano, da
bioflavonoidi delujejo tudi protivnetno in protivirusno, antialergijsko, antimutageno in
antikancerogeno. Epigalokatehin galat je sploSni inhibitor metaloproteaz in serinskih
proteaz, inhibira regulacijo celi¢nega cikla, nastanek tumorjev ter zmanjsa redukcijo
kisikovih prostih radikalov (Chemicalland21.com, 2010; Abbas in Wink, 2009).

EGKG najdemo v vseh vrstah ¢aja, vendar ga je v ¢rnem Caju za skoraj polovico manj kot
v zelenem Caju. EGKG je pridobljen iz nefermentiranih ali pol-fermentiranih ¢ajnih listov s
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postopkom obdelave s toplo vodo (80 - 100 °C), 40 — 75 % raztopine alkohola ali z 30 —
80 % raztopino acetona. Ekstrakt se splakne s kloroformom in prenese v organska topila,
kot so etil acetat, n-butanol, keton metil izobutil ali aceton. Organsko topilo se nato
odstrani z destilacijo, preostalo komponento pa se liofilizira ali posus$i z razprSevanjem.
Katehine iz cajev se locuje s HPLC z reverzno fazo. Izvlecek EGKG lahko nato
koncentriramo, posusimo, shranimo v obliki prahu ali precistimo z vodno rekristalizacijo
(Hara, 1986).

2.7 UCINEK KOMBINACIJ DVEH ALI VEC PROTIMIKROBNIH SNOVI

2.7.1 Kombinacije protimikrobnih sredstev

Kombinacije protimikrobnih sredstev, bodisi antibiotikov, razkuzil in konzervansov, ki
imajo sinergistiCen ucinek so zelo iskane. Na klinicnem podrocju se kombinacije
antibiotikov uporabljajo pri poizkusih, da bi se izognili pojavu odpornosti bakterij. To bi
lahko razsirili na protimikrobna sredstva, kjer bi z sinergisticnim u¢inkom lahko prisli do
izboljSanih rezultatov (Lambert in sod., 2003).

Raziskave na podroc¢ju protimikrobnih snovi v hrani se delijo na dve podrocji. Na prvem
podroCju gre za pridobivanje novih informacij o naravnih protimikrobnih snoveh. Z
raziskavami so dokazane primernost in koristna uporaba komponent protimikrobnih snovi
(npr. timol, karvakrol in alkil izotiocianat). Drugo podrocje pa vkljuCuje raziskave
kombinacij protimikrobnih u¢inkovin (Smid in Gorris, 2007).

Termini, ki se uporabljajo pri opisovanju odnosa med dvema ali veC snovmi s
protimikrobnim u¢inkom so aditiven, antagonisti¢en in sinergisti¢en ucinek. O aditivnosti
govorimo, ko je vsota uc¢inkovitosti posameznih protimikrobnih snovi enaka uc¢inkovitosti
obeh protimikrobnih snovi skupaj. Pri tem ne pride niti do povecanja niti do zmanjSanja
ucinka pri kombinaciji protimikrobnih snovi v primerjavi z ucinkom posamezne
protimikrobne snovi. Pri antagonizmu se ucinkovitost kombinacije zmanjSa glede na vsoto
ucinkovitosti posameznih protimikrobnih snovi. Sinergizem pa je ve¢ja protimikrobna
ucinkovitost kombinacije kot vsota ucinkovitosti posameznih protimikrobnih snovi
(preglednica 3).

Za izratun kombiniranega ucinka dveh protimikrobnih spojin se iz prakti¢no doloc¢enih
posameznih minimalnih inhibitornih koncentracij (MIC) izracuna t.i. frakcijsko inhibitorno
koncentracijo (enacbi 1 in 2) (Bharadway in sod., 2003).

MICa v kambinaciji
FiCa = MICa (1)
MICYL v kembinaciil
FICk = MICh .(2)
Legenda:

FICa, FICb...frakcijska inhibitorna koncentracija protimikrobnih snovi a in b
MICa in MICb...vrednosti MIC za snov a in snov b
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Preglednica 3: Definicije kombiniranih protimikrobnih u¢inkov (Lopez-Malo Vigil in sod., 2005b)

13

Kombiniran protimikrobni u¢inek Definicija

Aditivnost FICa+FICb=1,0
Antagonizem FICa + FICb > 1,0
Sinergizem FICa + FICb < 1,0

Legenda: FICa in FICb...frakcijska inhibitorna koncentracija protimikrobne komponente a in b.

2.7.2 Kombinacije protimikrobnih snovi in njihovo protimikrobno delovanje v
zivilih

Ceprav so protibakterijske lastnosti razli¢nih protimikrobnih snovi rastlinskega izvora Ze
dolgo znane, je nedavno zanimanje za alternativno naravno pridobljena protimikrobna
sredstva povzrocCilo ponovni znanstveni interes za te snovi. Mnoge Studije so pokazale
visoko uc¢inkovitost proti alimentarnim patogenom in bakterijskim kvarljivcem v razmerah
in vitro. Vendar pa so za doseganje enakega ucinka v zivilih potrebne visje koncentracije.
Protimikrobne snovi rastlinskega izvora lahko v vi§jih koncentracijah vplivajo na
organolepti¢ne lastnosti na primer tako, da se spremeni okus ali celo tako, da je zivilo
nesprejemljivega okusa. Pravilno izbrane kombinacije ekstraktov, ki imajo sinergisti¢no ali
aditivno protimikrobno delovanje, pomenijo zmanjSane koncentracije rastlinskih
ekstraktov v Zivilih in posledi¢cno zmanjSan vpliv na senzori¢ne lastnosti. Poleg tega
kombinacije protimikrobnih snovi lahko omogocijo boljsi nadzor nad bakterijami za katere
je znano da imajo visoko rezistenco. Nekateri eksperimenti so pokazali, da ima samo
etericno olje vecji protibakterijski uc¢inek kot meSanica glavnih komponent tega etericnega
olja. S kombinacijo teh glavnih komponent z drugimi komponentami, ki imajo Sibkejsi
ucinek, pa lahko doseZzemo sinergisti¢ni u¢inek (Gutierrez in sod., 2008; Lopez-Malo Vigil
in sod., 2005a).

Uporaba rastlinskih ekstraktov za nadzor alimentarnih patogenov in bakterij, ki kvarijo
zivila, zahteva, da se proucijo vplivi na organolepticne lastnosti, obseg delovanja proti
organizmu, ki se nanasa na doloCen izdelek in tudi vplivi sestavin zivila. Optimalna
uporaba je v Zivilih odvisna od teh dejavnikov, zato je potrebno k uporabi rastlinskih
ekstraktov vkljuciti tudi Studije za doloCitev sestavin zivila in kako koli¢ina teh sestavin
vpliva na protimikrobno aktivnost. Te Studije predstavljajo glavno povezavo med uporabo
v razmerah in vitro in prakticno uporabo v kompleksnih zivilih (Gutierrez in sod., 2008).

Ko je dokazan pozitiven ucinek kombinacij snovi s protimikrobnim delovanjem v
razmerah in vitro, je potrebno ta ucinek dokazati Se v zivilih. Pogosto se namre¢ zgodi, da
ima kombinacija, ki ima v razmerah in vitro dokazan pozitiven ucinek, v zivilih zmanj$an
ucinek ali pa ga sploh nima. Do tega pride zaradi delovanja mnogih dejavnikov v zivilih,
na primer zaradi proteinov, lipidov, kationov, pH in slabe topnosti snovi s protimikrobnim
uc¢inkom (Lopez-Malo Vigil in sod., 2005b).

Med etericnimi olji so se za dobre kombinacije s protimikrobnim delovanjem izkazale
kombinacije etericnega olja origana in timijana, origana in melise, origana in bazilike,
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origana in majarona, majarona in timijana, timijana in rozmarina ter timijana in Zajblja
(Gutierrez in sod., 2008).

Cui in sodelavci (2010) so dokazali da ima kombinacija NaNO, in ekstrakta iz rastline
koptis sinergisticen u¢inek na bakterije vrste Clostridium botulinum. Podobne rezultate sta
dobila Ismaiel in Pierson (1990), ki sta preuc¢evala kombinacijo NaNO, in eteri¢nega olja
origana v gojiS¢u in v mleti govedini.

Sinergizem je bil opazen med karvakrolom in njegovim prekurzuorjem p-cimenom in med
cinamaldehidom in evgenolom (Ultee in sod. 2000). Sinergisticni ucinek je bil opazen tudi
med komponentami etericnih olj in blagimi metodami konzerviranja (npr. poviSan tlak,
nizka vsebnost kisika, znizan pH in znizana a,,) (Burt, 2004).

Za karvakrol in timol sta Gill in Holley (2006) dokazala protimikrobno delovanje v
razmerah in vitro na §irok spekter grampozitivnih bakterij, vklju¢no z bakterijami vrste L.
monocytogenes.

Exarchou in sodelavci (2002) so dokazali protimikrobni u¢inek dveh komponent iz
eteriCnega olja origana, karvakrola in timola skupaj z rozmarinovim ekstraktom. Lin in
sodelavci (2004) so dokazali sinergisticen protimikrobni ucinek med ekstraktom origana in
brusnice proti bakterijam vrste L. monocytogenes v mesu in ribah.

Solomakos in sodelavci (2008a) so testirali kombinacije med nizinom in eteri¢nim oljem
timijana. Dokazali so dobro protimikrobno ucinkovitost proti bakterijam vrste L.
monocytogenes. To kombinacijo so nato prenesli na vzorec mesa, kjer so za enako
protimikrobno uc€inkovitost morali koncentracije protimikrobnih snovi povisati iz 0,3 %
eteri¢nega olja in 500 IU nizina na 0,6 % eteri¢nega olja in 1000 IU nizina.

Samelis in sodelavci (2005) so dokazali, da se protimikrobna u¢inkovitost poveca, ¢e nizin
kombinirajo z organskimi kislinami in njihovimi solmi, v primerjavi s protimikrobno
ucinkovitostjo samega nizina.

Protimkrobna ucinkovitost kombinacije nizina in etericnega olja timijana proti bakterijam
vrste E. coli, je bila boljsa pri temperaturi 10 °C, kot pri 4 °C (Solomakos in sod., 2008b).

Govaris in sodelavci (2010) so dokazali boljsi skupni ucinek nizina in etericnega olja
origana pri temperaturi 4 °C in 10 °C proti bakterijam vrste Salmonella enteritidis.

Na podrocju zivil s kombinacijami z EGKG ni bilo veliko raziskanega. Vecino raziskav se
dela na podrocju zdravljenja in prepre¢evanja bolezni. Upaganlawar in sodelavci (2009) so
delali raziskave s kombinacijo zelenega ¢aja in vitamina E, ki naj bi imela pozitivne u¢inke
pri zdravljenju infarkta. Raziskave so potekale na podganah in so dale pozitivne rezultate.
Povecali sta se teza srca in telesna teza podgane, znizal se je nivo serumskih encimov
(troponin), zviSal se je nivo kalcija in kalija.

Raziskave se delajo tudi na tem, da bi imele kombinacije zdravil z naravnimi agensi
pozitivne ucinke. Zato sta Stuart in Rosengren (2008) raziskovala vpliv kombinacije
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EGKG in 4-hidroksitamoksifena na MDA-MB-231 celice rakavih obolenj prsi pri Zenskah.
Kombinacija se je izkazala kot kombinacija s sinergisticnim ucinkom, ki je hitreje
zaviralno delovala na rakave celice, kot sam 4-hidroksitamoksifen.

Ohishi in sodelavci (2002), so raziskali kombinacijo EGKG in zdravila Sulindac na rakave
celice debelega Crevesa na podganah. Kombinacija je zavirala rast rakavih celic bolje, kot
samo zdravilo Sulindac.

2.7.3 Dejavniki, ki vplivajo na protimikrobno delovanje rastlinskih ekstraktov

Splosno velja, da naj bi lastnosti Zivil kot so vsebnost vode, mascob, proteinov,
antioksidantov, konzervansov, pH, sol in drugi dodatki, $citile bakterije pred delovanjem
protimikrobnih snovi (Munoz in sod., 2009).

2.7.3.1 Vpliv vrste bakterij

Za gramnegativne bakterije je na sploSno znano, da so manj obcutljive na biocide kot
grampozitivne bakterije (Russell in Gould, 1988).

Grampozitivne bakterije so se izkazale kot bolj obcutljive na etericna olja pridobljena iz
rastline Lonicera japonica, kot gramnegativne (Rahman in Kang, 2009). Bezic in sodelavci
(2003) prav tako navajajo, da so gramnegativne bakterije bolj odporne kot grampozitivne.
Tudi Ceylan in Fung (2004) sta ugotovila, da so bila eteri¢cna olja (origana, nageljnove
zbice, rozmarina, popra, sladkega korena, kurkume, janeza, ruja, kardamoma, angelike)
bolj u¢inkovita proti grampozitivnim kot gramnegativnim bakterijam, kar drzi tudi za
mnoge zaCimbe in rastline. Hidrofilna celi¢na stena gramnegativnih bakterij je sestavljena
predvsem iz lipopolisaharida, ki zavira prehajanje hidrofobnih eteri¢nih olj v celice. To pa
je glavni razlog, zakaj so grampozitivne bakterije bolj obcutljive na etericna olja od
gramnegativnih bakterij (Bezic in sod., 2003).

Grampozitivne bakterije imajo debelo togo celicno steno sestavljeno iz peptidoglikana (90
%), ki celini steni zagotavlja trdnost. Pri gramnegativnih bakterijah pa je
peptidoglikanskega sloja le 10 %. Bakterijska stena grampozitivnih bakterij vsebuje poleg
peptidoglikana Se znatne koli¢ine teihoi¢ne kisline, nekatere bakterijske vrste pa imajo v
njej tudi veliko polisaharidnih molekul. Teihoic¢ni kislini sta dve: lipoteihoi¢na kislina, ki je
kovalentno povezana z glikolipidi citoplazemske membrane in teihoi¢na kislina, ki ovija
peptidoglikan in tvori zunanjo plast bakterijske stene. Bakterijska stena gramnegativnih
bakterij vsebuje dve dodatni plasti, ki obe navzven obdajata peptidoglikan; ti sta zunanja
membrana in periplazemski prostor, ki je vmesni prostor med peptidoglikanom in zunanjo
membrano (Brock, 2006).

Kelatne komponente (npr. etilendiamintetraocetna kislina - EDTA) povecajo delovanje
protimikrobnih snovi (npr. nizin, lizocim) na gramnegativnih bakterijah, ki naceloma niso
inhibirane z eno samo protimikrobno snovjo. Grampozitivne bakterije so bolj obcutljive
na doloCene protimikrobne komponente v prisotnosti kelatnih komponent. Kelatne
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komponente naj bi destabilizirale lipopolisaharidni sloj celiéne membrane gramnegativnih
bakterij (Davidson in Branen, 2005).

Sharififar in sodelavci (2006) navajajo, da je imelo eteri¢no olje iz rastline Z. multiflora
boljsi protimikrobni u¢inek na gramnegativne kot na grampozitivne bakterije.

2.7.3.2 Vpliv vrste medija

Gill in sodelavei (2002) so predvideli, da lahko bakterije v zivilih zaradi ve¢je dostopnosti
tem niso pomembne samo lastnosti zivil ampak tudi zunanji dejavniki, kot so temperatura
ali lastnosti bakterij, ki lahko vplivajo na obcutljivost bakterij. Ker je vecina Zivil
sestavljenih iz vode, ogljikovih hidratov, mascob, beljakovin in NaCl je potrebno
analizirati vpliv teh komponent na protimikrobno delovanje spojin z protimikrobnim
ucinkom (Cui in sod., 2010).

Kombinacija eteri¢nih olj origana in muskatnega oreska je imela protimikrobni vpliv na
bakterije vrste E. coli, v bujonu, v predpripravljenem pis¢ancu pa ne (Gutierrez in sod.,
2008).

Dejstvo, da je inhibicija bakterij vrste L. monocytogenes v mesu manjsa kot v tekoCem
gojiscu lahko pojasnimo s konceptom »obnavljanja s prolinom« (Apostolidis in sod.,
2008). Prolin ali njegovi prekurzorji kot so glutamat in arginin v mesu, bi lahko tem
bakterijam pomagali, da si opomorejo pri protimikrobnih inhibitornih aktivnostih
rastlinskih fenolnih spojin.

Larson in sodelavci (1996) navajajo, da je imel ekstrakt hmelja manjSi protimikrobni
ucinek na bakterije vrste L. monocytogenes v mesu, kot v laboratorijskem gojiscu.

Nedavne raziskave (Mytle in sod., 2006; Ahn in sod., 2007) so pokazale, da so rastlinski
ekstrakti uporabni za zmanjSanje patogenov v pis¢ancjih hrenovkah in kuhani govedini.
Ravno nasprotno pa so Firouzi in sodelavci (2007) belezili nizko protimikrobno aktivnost
ali pa ucinka sploh niso belezili proti bakterijam vrste E. coli O157:H7 in salmonelam, ko
so etericna olja uporabili v mleti govedini in predpripravljenem piSc¢ancu za kuhanje.

2.7.3.3 Vpliv vsebnosti mascob, beljakovin in ogljikovih hidratov v zivilih

Kemicne reakcije med protimikrobnimi snovmi in komponentami zivil lahko pomembno
vplivajo na protimikrobno aktivnost snovi. Reakcije z lipidi, proteini, ogljikovimi hidrati in
ostalimi komponentami zivil lahko popolnoma zavrejo delovanje protimikrobnih snovi,
povzrocijo pa lahko tudi nezelene spremembe v okusu, barvi in aromi zivila. Vecina
protimikrobnih snovi je amfifilnih, kar pomeni, da imajo tako polarni kot nepolarni del. To
lahko pomaga pri prehodu v celice ali pa predstavlja oviro za lipide ali hidrofobne proteine
v zivilih, kar jih naredi manj dostopne za inhibicijo mikroorganizmov v Zzivilih (Davidson
in Branen, 2005).
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Na splosno se lahko ucinkovitost dodanih protimikrobnih sredstev zmanjSa zaradi
nekaterih sestavin hrane. Predvideva se, da visoka raven mascob in/ali beljakovin v zivilih
§Citi bakterije pred delovanjem eteri¢nih olj, ogljikovi hidrati pa te zascite niso pokazali
(Cui in sod., 2010).

Visoka koncentracija soncni¢nega olja je imela negativen vpliv na protimikrobno
delovanje etericnega olja origana in timijana. Singh in sodelavci (2003) navajajo, da je
etericno olje timijana zmanjSalo Stevilo bakterij v brez-masCobnih in manj mastnih
hrenovkah, v polnomastnih pa ne. Cava in sodelavci (2007) so odkrili, da se je
protimikrobno delovanje eteri¢nega olja cimeta in nageljnove Zbice zmanjSalo v vzorcih
mleka z ve¢ masCobe. Podobno so Smith-Palmer in sodelavci (1998) odkrili, da so bila
etericna olja manj ucinkovita v polnomastnih kot v manj mastnih mehkih sirih. ZmanjSana
aktivnost se je pokazala tudi pri visokih koncentracijah Skroba, Ceprav je znano, da
ogljikovi hidrati naj nebi §citili bakterij pred aktivnostjo eteri¢nih olj tako kot mascoba in
proteini.

Lipidi lahko zmanjSajo aktivnost hidrofilnih komponent v zivilu in ker je veliko
protimikrobnih snovi hidrofilnih, je aktivnost vedno nekoliko zmanjSana. Proteini lahko
povezejo nekatere komponente in s tem zmanjsajo protimikrobno aktivnost (Rico-Munoz
in Davidson, 1983). Protimikrobna ucinkovitost hmeljnega ekstrakta proti bakterijam vrste
L. monocytogenes je variirala glede na koli¢ino mascobe v mesu (Zhang in sod., 2009).
Cutter in Huska (2000) domnevata, da mascoba okoli bakterijske celice naredi za$citno
plast, ki jo §citi pred vplivi protimikrobne snovi.

2.7.3.4 Vpliv pH

pH zivila lahko prav tako povzroci spremembe v aktivnosti protimikrobne snovi. Za Zivila,
ki imajo pH 5,5 ali ve¢ je znanih zelo malo protimikrobnih snovi, ki delujejo v nizkih
koncentracijah (Davidson in Branen, 2005).

Del Campo in sodelavci (2000) in Hsieh in sodelavei (2001) so dokazali, da je inhibicija
bakterij z rastlinskimi ekstrakti vecja v kislem pH obmocju.

2.7.3.5 Vpliv temperature

Solomakos in sodelavci (2008) so ugotovili, da etericno olje timijana, ki so ga dodali na
goveje meso slabse ucinkuje pri temperaturi 4 °C, kot pri 10 °C. Tudi Thomas in Wimpeny
(1996) sta ugotovila, da se je protimikrobno delovanje nizina proti bakterijam vrste L.
monocytogenes drasticno zmanjsalo pri znizanju temperature, za kar vzrok je bil verjetno
zmanjSanje fluidnosti membran v celicah. Prav tako je imel sinergistiCen ucinek med
nizinom in eteri¢énim oljem timijana man;jsi u¢inek pri temperaturi 4 °C, kot pri 10 °C.

Pol in Smid (1999) sta odkrila sinergisticen uc¢inek med nizinom in karvakrolom, ki je
glavna komponenta etericnega olja origana. Ta sinergizem je deloval tudi pri nizjih
temperaturah. Podobne rezultate sta dobila s kombinacijo etericnega olja timola in
karvakrola.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 POTEK DELA

Glede na namen naloge smo eksperimentalni del izvedli tako, da smo pripravili raztopine
EGKG in nizina ter ekstraktov Alpinia katsumadai in Evodia rutaecarpa. Najprej smo
dolocili protimikrobno delovanje nastetih snovi z metodo razredCevanja v tekoCem gojiscu
v mikrotiterski plos¢ici z dodatkom barvila INT ter vizualnim odCitavanjem ter z
merjenjem luminiscence na Citalcu mikrotiterskih plos€ic (TECAN). Eksperiment smo
nadaljevali z izbranima protimikrobnima snovema (EGKG in ekstraktom A. katsumadai)
ter dolocili njuno optimalno kombinacijo. To je bila tista, ki je imela najboljsi
protimikrobni ucinek na vse tri vrste bakterij (L. monocytogenes, E. coli in C. jejuni) ter na
koktajl teh bakterij z metodo Stetja kolonij na trdnem gojiscu (SIST EN ISO 4833). To
kombinacijo smo nato testirali Se na koktajlu bakterij v pis¢an¢jem soku in v razdetem
meSanem mesu.

Priprava Priprava Priprava Priprava Priprava raztopin

raztopin inokuluma L. inokuluma inokuluma ekstraktov Alpinia

EGKG monocytogenes E. coli C. ]e]unl katsumadai in
Evodia rutaecarpa

v

Dolocitev protimikrobnega delovanja z metodo razredcevanja v tekoCem
gojiscu v mikrotiterski ploscici z barvilom INT (za L. monocytogenes in
E. coli) ter z merjenjem luminiscence (za C. jejuni)

|

Nadaljevanje eksperimentov z izbranim ekstraktom Alpinia katsumadai in z EGKG ter
dolocitev kombinacije, ki je imela najboljsi protimikrobni u¢inek na vse tri vrste bakterij
ter na koktajl teh treh bakterij z metodo Stetja kolonij na trdnem gojiscu

! |

in nizina

Testiranje izbrane kombinacije na Testiranje izbrane kombinacije na
koktajlu b'akterlj v plécj:anéj em soku koktajlu bakterij v razdetem
pri 37 °Cin pri 8 °C meSanem mesu pri 37 °C in pri 8 °C

Slika 1: Shema eksperimentalnega dela
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3.2 MATERIAL

3.2.1 Bakterije
Za izvedbo eksperimentalnega dela smo uporabili bakterije, ki so navedene v preglednici 4.

Preglednica 4: Bakterije uporabljene pri eksperimentalnem delu

OZNAKA BAKTERIJ VIR BAKTERIJ

Listeria monocytogenes ZM58 (IHM 4b) Nemski referencni sev, 4b
Escherichia coli ZM370 (ATTC 11229) Tipski sev, humani izvor
Campylobacter jejuni (NTCT 11168) Referencni sev, humani izvor

Vsi trije bakterijski sevi so iz zbirke laboratorija za Zivilsko mikrobiologijo Oddelka za
zivilstvo, Biotehniske fakultete.

3.2.2 Mikrobioloska gojisca

3.2.2.1 Selektivna gojisca

Gojis¢e EMB: (Biolife, 40145012, Milano, Italija)

Priprava: 21,25 g gojis¢a smo raztopili v 500 ml destilirane vode, vsebino smo dobro
premesali in 20 minut sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C. Na 45 °C ohlajeno gojis¢e smo
razlili po priblizno 15 ml v sterilne petrijevke.

Gojis¢e Palcam: (Merck, 1.11755.0500, Darmstadt, Nemcija) in selektivni dodatek
(Merck,1.10399)

Priprava: 35,9 g gojis€a smo raztopili v 500 ml destilirane vode, dobro premesali in
sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri temperaturi 121 °C. Po sterilizaciji smo gojisce
ohladili in dodali 1 steklenicko selektivnega dodatka, ki smo ga predhodno raztopili v 1 ml
sterilne destilirane vode. Na 45 °C ohlajeno gojis¢e smo razlili po priblizno 15 ml v
sterilne petrijevke.

Gojis¢e AHB z antibiotiki: osnovno gojis¢e Bacto TM Heart Infunsion Agar (Oxoid, CM
375, Hampshire, Anglija) in kvasni ekstrakt (Yeast Extract, Oxoid CM19), dodatek za rast
Campylobacter growth supplement (Oxoid, SR 232E), kromogeneno barvilo 2,3,5-trifenil
tetrazolijev klorid (TTC, 10 mg/ml) (Sigma-Aldrich T8877), antibiotika Na-cefaperazon (8
mg/ml) (Sigma, C4292, Steinheim, Nem¢ija) in rifampicin (2,5 mg/ml) (Sigma R3501).
Priprava: 2 g osnovnega gojisca in 1 g kvasnega ekstrakta smo raztopili v 500 ml
destilirane vode, dobro premesali in sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri temperaturi 121
°C. Po sterilizaciji smo gojiSce ohladili na 45 °C dodali 1 steklenicko dodatka za rast, 5 ml
kromogenega barvila TTC, 4 ml Na-cefaperazona, 4 ml rifampicina. Sestavine smo dobro
premesali in razlili po priblizno 15 ml v sterilne petrijevke.

Krvni agar Columbia: osnovno gojis¢e Columbia Agar Base (Oxoid, CM331), dodatek
za rast Campylobacter growth supplement (Oxoid, SR 232E) in dodatek za selektivnost
Campylobacter selective supplement (Oxoid, SR 069E)
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Priprava: 19,5 g osnovnega gojis¢a smo raztopili v 500 ml destilirane vode, dobro
premesali in sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri temperaturi 121 °C. Po sterilizaciji smo
gojis¢e ohladili na 45 °C dodali 25 ml sterilne defibrirane konjske krvi, 1 steklenicko
dodatka za rast in 1 steklenicko dodatka za selektivnost in ga razlili po priblizno 15 ml v
sterilne petrijevke.

3.2.2.2 Neselektivna gojisca

Gojis¢e AHB: osnovno gojis¢e Bacto TM Heart Infunsion Agar (Oxoid, CM 375) in
kvasni ekstrakt (Yeast Extract, Oxoid CM19), dodatek za rast Campylobacter growth
supplement (Oxoid, SR 232E) in kromogeno barvilo TTC (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich,
T8877)

Priprava: 2 g osnovnega gojisca in 1 g kvasnega ekstrakta smo raztopili v 500 ml
destilirane vode, dobro premesali in sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri temperaturi 121
°C. Po sterilizaciji smo gojisce ohladili na 45 °C, dodali 1 stekleni¢ko dodatka za rast in 5
ml kromogenega barvila. Sestavine smo dobro premesali in razlili po priblizno 15 ml v
sterilne petrijevke.

Gojis¢e TSA: osnovno gojis¢e Tripic¢ni soja agar (TSA) (Oxoid, CMO0131), di-kalijev-
hidrogenfosfat (K,HPO,4) (Kemika, 1116108, Zagreb, Hrvaska), D-(+)-glukoza (Kemika,
0705007) in kvasni ekstrakt (Biolife, 4122202)

Priprava: 20 g osnovnega gojis€a, 1,25 g di-kalij-hidrogenfosfata, 1,25 g D-(+)-glukoza in
3g kvasnega ekstrakta smo raztopili v 500 ml destilirane vode, dobro premesali in
sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri temperaturi 121 °C. Po sterilizaciji smo gojisce
ohladili na 45 °C in razlili po priblizno 15 ml v sterilne petrijevke.

Gojis¢e MHB: (Merck, 1.10293.0500)

Priprava: 21 g gojis€a smo raztopili v 500 ml destilirane vode, dobro premesali in
sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri temperaturi 121 °C. Po sterilizaciji smo gojiSce
ohladili na 45 °C in ga po priblizno 15 ml razlili v sterilne petrijevke.

3.2.3 Snovi s protimikrobnim delovanjem

3.2.3.1 Ekstrakt Alpinia katsumadai

Ekstrakt smo dobili od prof. dr. Franza Bucarja iz Instituta za Farmacevtske znanosti
Univerze v Gradcu.

Priprava: zalozno raztopino smo pripravili tako, da smo v epruveto natehtali priblizno 30
mg ekstrakta in nato po enacbi 3 izraCunali ustrezen volumen DMSO (dimetil sulfoksid) v
katerem smo ekstrakt raztopili. Zalozno raztopino smo uporabili za pripravo delovnih
raztopin.
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V(DMEQD) -% .. (3)

Legenda:

V (DMSO)...volumen DMSO (ml)

m...masa ekstrakta (mg)

v...zacetna koncentracija ekstrakta (16,384 mg/ml)

3.2.3.2 Ekstrakt Evodia rutaecarpa

Ekstrakt smo dobili od prof. dr. Franza Bucarja iz InStituta za Farmacevtske znanosti
Univerze v Gradcu.

Priprava: ZaloZzno raztopino smo pripravili tako, da smo v epruveto natehtali priblizno 30
mg ekstrakta in nato po enacbi 3 izraCunali ustrezen volumen DMSO v katerem smo
ekstrakt raztopili. ZaloZno raztopino smo uporabili za pripravo delovnih raztopin.

3.2.3.3 Nizin

Priprava: Pripravili smo 0,02 M HCI po naslednjem postopku: V 100 ml stekleno bucko
smo natocili priblizno 60 ml ddH»O in dodali 17,2 ul koncentrirane HCI (37 %), ter nato
dopolnili z vodo do oznake 100 ml.

V 100 ml stekleno steklenicko smo natehtali 2,5 g nizina (Sigma, N5764-25G) in dolili 100
ml predhodno pripravljene 0,2 M HCI. ZloZzno raztopino smo sterilizirali preko filtra z
velikostjo por 0,2 um. Filtrirali smo asepticno v 100 ml sterilno stekleno steklenicko.
Filtrat smo nato prenesli v 2 ml-epruvete in jih shranili pri -20 °C. Koncentracija tako
pripravljene zalozne raztopine nizina je znaSala 25 mg/ml = 25000 IU/ml. Zalozno
raztopino smo uporabili za pripravo delovnih raztopin.

3.2.3.4 Epigalokatehin galat

Priprava: Zalozno raztopino smo pripravili tako, da smo v sterilno 5 ml-epruveto natehtali
0,01 g EGKG (Sigma, E4143-50MG), dodali 0,5 ml absolutnega EtOH in mesali na
vrtinénem mesalu dokler se EGKG v etanolu ni popolnoma raztopil. Nato smo dodali Se
1,5 ml sterilnega gojis¢a MHB. Koncentracija tako pripravljene zalozne raztopine EGKG
je znaSala 5 mg/ml.

3.2.4 Druge kemikalije in dodatki

Fizioloska raztopina: (Merck, 1.04873.0250)

Priprava: v 1000 ml bucko smo k 1,25 ml KH,PO4 (3,4 g KH,PO, je bilo predhodno
raztopljenega v 100 ml destilirane vode, pH 7,2) dodali destilirano vodo do oznake.
Vsebino smo dobro premesali in sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri temperaturi 121 °C.
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Etanol 96% - EtOH (Merck, 1.00971.6025)

Absolutni etanol - EtOH (Merck, 1.00983.100)

DMSO - dimetilsulfoksid (Merck, 1.0295.1000)

Barvilo INT (2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-fentil tetrazolijev klorid), (Sigma-Aldrich,
18377-5G)

Barvilo TTC (2,3,5-trifenil tetrazolijev klorid), (Sigma, T8877-50G)

BacTiter-Glo™ (Promega, Madison, USA)

3.2.5 Pis¢andji sok

Priprava (Riedel in sod., 2009): Celega zmrznjenega piS¢anca smo shranili v ¢aso in ga ¢ez
no¢ pustili v hladilniku. Naslednji dan smo piscanca vzeli iz hladilnika in ga pustili na
sobni temperaturi e 3 ure. Tekocina, ki se je nabrala je bil pis¢ancji sok. Dobljeni sok smo
prelili v centrifugirke (50 ml) in 10 minut centrifugirali pri 10000 obr./min. Supernatant
smo filtrirali skozi filter s porami 0,2 pm. Sterilen piscancji sok smo po 5 ml odpipetirali v
sterilne epruvete (15 ml) in ga shranili na -20° C. Pred uporabo smo ga odtajali na sobni
temperaturi.

3.2.6 Razdeto me$Sano meso

Za eksperimente smo uporabili sveze razdeto meSano (1:1 goveje in svinjsko meso) meso
(Mercator, d.d., Brdo, Ljubljana).



Kin¢i¢ A. Protimikrobno delovanje kombinacije ekstrakta Alpinia katsumadai in epigalokatehin galata na bakterijski koktajl.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2010

3.2.7 Laboratorijska oprema
Oprema, ki smo jih uporabljali pri raziskovalnem delu je navedena v preglednici 5.

Preglednica 5: Laboratorijska oprema uporabljena pri eksperimentalnem delu

23

Oprema Oznaka Proizvajalec
Avtomatske pipete in 10 ul, 100 pl, 1000 pl, 10 | Eppendorf, Nemcija
nastavki ml Gilson, Francija
Mikrovalovna pecica Cook n’ grill 1300 Sanyo, Japonska
Jeklenka z meSanico plinov | 10 % CO,, 3 % O,, 87 % | Istragas, Slovenija
N,
Plinski gorilnik / /
Hladilnik / Zanussi, Japonska
Zracni susilnik SP190 Kambic, Slovenija
ZascCitna inkubacijska SCMB 122 AV Iskra, Slovenija
komora
Inkubator z magnetnimi [-45-4M Kambic, Slovenija
mesali
Inkubator [-115C Kambic¢, Slovenija
Gnetilnik Stomacher 400 Seward, Velika Britanija
Precizna avtomatska | SI 99-05-03 Melter toledo, Svica
tehtnica
Centrifuga Thermomixer comfort Eppendorf, Nemcija
Centrifuga Helltich Rotanta | Rotanta 460R Helltich Zentrifugen,
Nemcija
Omara za susenje steklovine | SO-250 Elektromedicina Ljubljana,
Slovenija
Avtoklav Tip 500x700 Sutjeska, Beograd
Avtoklav 1-61-137 Sutjeska, Beograd
Avtoklav A-21 Kambic, Slovenija
Pipetor Multipette steam Eppendorf, Nemcija
Vrtincno mesalo Yellowline Ika, Belgija
Digestorij Tip 382 Med-lab Rauh, Slovenija
Zamrzovalnik / LTH, Slovenija
Zamzovalna omara / Heto Ultra Freeze, Kanada
Stresalnik Vibriomix 314 EVT Tehtnica, Slovenija

Poleg opreme, ki je navedena v preglednici 5, smo uporabljali Se splosno laboratorijsko
opremo: Prozorne mikrotiterske plos¢ice (Nunc), 1,5- in 2,0-ml epruvete (Eppendorf),
krio-epruvete, cepilne zanke, centrifugirke, petrijeve plosce (Labortehnika Golias),
anaerobni lonec (Oxoid Ago), laboratorijske steklenice 100 ml, 250 ml, 500 ml (Duran),
merilne valje (Plastibrand), parafilm (PM 992, American National Can), pincete,
steklovino.
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3.3 METODE DELA
3.3.1 Revitalizacija bakterij

3.3.1.1 Bakterije vrst L. monocytogenes in E. coli

Posamezna vrsta bakterij je bila pred zacetkom eksperimentalnega dela shranjena na
trdnem gojis¢u TSA v hladilniku na temperaturi 8° C. Eno bakterijsko kolonijo smo s
cepilno zanko ob ognju prenesli v 4 ml sterilnega tekocega gojis¢a MHB. Vsebino smo
dobro premesali na vrtincnem mesalu. Sledila je 24-urna inkubacija na stresalniku (75
obratov/minuto) pri 37 °C.

3.3.1.2 Bakterije vrste C. jejuni

Izolat bakterij je bil pred zaCetkom eksperimentalnega dela shranjen v skrinji na
temperaturi -80 °C v krio-epruvetki. S cepilno zanko smo zajeli nekaj kulture in jo
razmazali po gojis¢u Columbia. Gojis€a smo nato postavili v anaerobni lonec kjer smo
mikroaerofilno atmosfero dosegli s prepihovanjem z meSanico plinov (10 % CO,, 3 % O,
87 % N,), nato smo anaerobni lonec zaprli in 24 ur inkubirali pri 42 °C. Nato smo eno
kolonijo precepili v 4 ml tekoCega gojis¢a MHB, ki smo mu pred precepljanjem dodali 0,2
ml konjske krvi. Suspenzijo smo v mikroaerofilni atmosferi 24 ur inkubirali pri 42 °C.

3.3.2 Priprava inokuluma

3.3.2.1 Priprava posameznih kultur

75 ul posamezne 24-urne bakterijske kulture L. monocytogenes, E. coli in C. jejuni smo
prenesli v tri epruvete s po 5 ml tekocega gojis¢a MHB.

3.3.2.2 Priprava bakterijskega koktajla

Po 150 pul 24-urnih bakterijskih kultur L. monocytogenes in C. jejuni smo prenesli v 10 ml
tekocega gojis¢a MHB. Bakterije vrste E. coli smo redCili tako, da smo 1 ml 24-urne
bakterijske kulture prenesli v 9 ml fizioloske raztopine, dobro premesali in od tu prenesli
150 pl v 10 ml tekocega gojis¢a MHB. Enako smo pripravili bakterijski koktajl, ko smo
tekoce gojis¢e MHB zamenjali za pis¢ancji sok.

3.3.3 Metoda razredcevanja v tekocem gojis¢éu MHB v mikrotiterski ploscici

Uporabljen material
e tekoce gojis¢e MHB,
e zalozna raztopina ekstrakta Alpinia katsumadai ali Evodia rutaecarpa,
e zalozna raztopina nizina ali EGKG in
e inokulum bakterij vrst L. monocytogenes, E. coli in C. jejuni

Z metodo razredCevanja v tekoCem gojisS¢u v mikrotiterski plos¢i smo doloc¢ali minimalno
inhibitorno koncentracijo (MIC) ekstraktov Alpinia katsumadai in Evodia rutaecarpa
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oziroma nizina in EGKG pri bakterijah vrst L. monocytogenes, E. coli in C. jejuni. Shema
eksperimentalnega dela je prikazana na sliki 2.

Priprava ) Priprava delavnih Priprava

inokuluma ) Priprava Priprava raztopin ekstraktov zaloZnih
L. 1n0k.ul.um.a inokuluma Alpinia katsumadai raztopin nizina

monocytogen C. jejuni E. coli in Evodia rutaecarpa in EGKG

| l i

/Priprava testne suspenzije v mikrotiterski ploscici: 50 pl gojis¢a MHB + 50 pl \
delovne raztopine snovi s protimikrobnim delovanjem in 50 pl bakterijskega
inokuluma

-

Inkubacija 24 ur pri 42 °C v
mikroaerofilni atmosferi za C. jejuni

-
Inkubacija 24 h pri 37 °C za
L. monocytogenes in E. coli

I '

p '
Dodatek barvila INT za L.
monocytogenes in E. coli

Dodatek reagenta BacTiter-
Glo™ za C. jejuni

| v

[ Vizualna dolocitev MIC ] Merjenje luminiscence
na ¢italcu mikrotiterskih

ploscic (TECAN)
o J

v

Dolocitev MIC iz grafov

(. J

-

\

Slika 2: Shema dolocitve MIC protimikrobne snovi z metodo razred¢evanja v tekocem gojis¢u MHB v
mikrotiterski ploscici

V vse luknjice na mikrotiterski plos¢ici razen v prvi vrstici smo odpipetirali po 50 pl
gojis¢a MHB. V prvo luknjico smo nato odpipetirali 100 pl posamezne snovi s
protimikrobnim delovanjem. Nato smo iz prve luknjice prenasali v naslednje vrstice po 50
pl pri cemer smo v vsaki luknjici razpolovili koncentracijo protimikrobne snovi glede na
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koncentracijo v predhodni luknjici. Iz zadnje luknjice smo 50 pl zavrgli. Tako smo v
posamezni luknjici dobili koncentracije protimikrobne snovi, kot jih prikazuje preglednica
7. Pazili smo, da smo pred vsakim prenasanjem vsebine v naslednjo luknjico z nastavkom
za pipetiranje dobro premesali vsebino luknjice. Nato smo v vsako suspenzijo dodali po 50
ul pripravljenega inokuluma, vsebino smo 1 minuto stresali na stresalniku za mikrotiterske
ploscice in mikrotitersko ploscico inkubirali. Pri vsakem eksperimentu smo naredili Se
pozitivno kontrolo za posamezno vrsto bakterij, kjer smo v luknjico odpipetirali 50 pl
gojis¢a MHB in 50 ul pripravljenega inokuluma posameznih vrst bakterij in negativno
kontrolo za vsako snov s protimikrobnim delovanjem, kjer smo v luknjico odpipetirali 50
pl gojis¢éa MHB in 50 pl najvisje koncentracije pripravljene delavne raztopine snovi s
protimikrobnim delovanjem. Kontrolo za DMSO smo pripravili tako, da smo zmesali 375
ul gojis¢a MHB in 125 pl DMSO in od tu v prvo luknjico odpipetirali 100 pl. Nato smo iz
prve luknjice prenasali v naslednje vrstice po 50 pl pri ¢emer smo v vsaki luknjici
razpolovili koncentracijo iz prve luknjice. Iz zadnje luknjice smo 50 pl zavrgli. Pazili smo,
da smo pred vsakim prenasanjem v naslednjo luknjico z nastavkom za pipetiranje dobro
premesali vsebino luknjice. Po inkubaciji smo v vse testne suspenzije kjer so bile bakterije
vrst L. monocytogenes in E. coli dodali 10 pl barvila INT (s koncentracijo 2 mg/ml), ki
sprejema elektrone iz encima dehidrogenaze in jih reducira v rdece obarvan formazan
(INTF). Ponovno smo inkubirali $e 30 minut v temnem in vizualno glede na spremembo
barve dolocili MIC (Eloff, 1998).

Preglednica 6: Primer nacrta posameznega eksperimenta izvedenega v mikrotiterski ploscici za ekstrakt
A. katsumadai

S —
© $
= 5 ~
o g g o,
wn Ny Ny = |72
= ¥ ¥ e = 5
= A = = S A
3 = S 3 S < =
= = © e 5 5 g c 9
S S S E : : S
<3 <3 A M ~ ~ M M S
1 2 3 4 5 6 7 8
A 4,103 4,103 PK 125% | 4,103 4,103 PK 12,5 %
B 2,052 2,052 PK 6,25% {2,052 2,052 PK 6,25 %
C 1,026 1,026 NK 3,125 % | 1,026 1,026 NK 3,125 %
D 0,513 0,513 NK 1,563 % |0,513 0,513 NK 1,563 %
E 0,256 0,256 SV 0,781 % |0,256 0,256 SV 0,781 %
F 0,128 0,128 SV 0,391 % |0,128 0,128 SV 0,391 %
G 0,064 0,064 0,195 % |0,064 0,064 0,195 %
H 0,03205 |0,03205 0,098 % |0,03205 |0,03205 0,098 %
Legenda:

PK...pozitivna kontrola (50 pl pripravljenega inokuluma + 50 pl gojis¢a MHB)
NK...negativna kontrola (50 pl ekstrakta z najvisjo koncentracijo + 50 pl gojis¢a MHB)
SV...slepi vzorec (100 pl gojisca MHB)

1,2,5,6...koncentracija ekstrakta A. katsumadai (mg/ml)

4,8.. . koncentracija DMSO (%)
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Za dolocitev MIC pri bakterijah vrste C. jejuni smo po 24-urni inkubaciji v vsako testno
suspenzijo dodali po 100 pl reagenta BacTiter-Glo™, ki povzro¢i lizo celic in nastanek
luminiscence. Nastala luminiscenca je proporcionalna koli¢ini ATP, ta pa je
proporcionalna Stevilu metabolno aktivnih celic. Vsebino plosc€ice smo premesali na
stresalniku za ploS¢ice ter jo zavili v folijo. Luminiscenco smo izmerili na citalcu
mikrotiterskih plos¢ic TECAN po 5 minutni inkubaciji v temnem (integracijski ¢as 1000
ms). MIC smo dolo¢ili iz grafov odvisnostni relativne luminiscencne enote (RLU) od
koncentracije ekstrakta Alpinia katsumadai, Evodia rutaecarpa, nizina ali EGKG.

3.3.4 Spremljanje protimikrobne aktivnosti v gojis¢u MHB in piS¢an¢jem soku z
rastnimi Krivuljami

V nadaljevanju smo testirali protimikrobno delovanje ekstrakta Alpinia katsumadai in
EGKG tako, da smo spremljali rast bakterij vrst L. monocytogenes, E. coli in C. jejuni v
gojis¢u MHB z dodanima protimikrobnima snovema in v gojis¢u MHB brez dodanih
protimikrobnih snovi (slika 3). Enake eksperimente smo nato izvedli namesto v gojisc¢u
MHB v pis¢ancjem soku.

[ L. monocytogenes ] [ E. coli ] Delovna raztopina Zalozna raztopina
Alpinia katsumadai EGKG R

[

Priprava testne suspenzije v mikrotiterski ploscici: 75 pl gojis¢a MHB ali pisc¢ancjega soka + 75 pl
EGKG + 75 ul ekstrakta Alpinia katsumadai + 75 pl posameznih bakterijskih inokulumov

l l

Inkubacija 24 h pri 37 °C za Inkubacija 24 ur pri 42 °C v
L. monocytogenes in E. coli mikroaerofilni atmosferi za C. jejuni

~__ _

[ Vzorcenje ob ¢asu 0, 4, 20, 24, 48 ur ]

'

[ Dolocitev Stevila bakterij ]

'

[ Rastne krivulje ]

Slika 3: Shema dolocanja protimikrobne aktivnosti ekstrakta A. katsumadai in EGKG v gojis¢u MHB in v
piSc¢ancjem soku z rastnimi krivuljami
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V vse luknjice na mikrotiterski plos¢ici razen v prvi vrstici smo odpipetirali po 75 pl
tekocega gojis¢a MHB ali pis¢ancjega soka. V prvo luknjico smo odpipetirali 150 pl
posamezne snovi s protimikrobnim delovanjem. Nato smo iz prve luknjice prenasali v
naslednje vrstice po 75 ul s ¢imer smo v vsaki luknjici razpolovili koncentracijo iz prve
luknjice. Tako smo ekstrakt Alpinia katsumadai testirali v rangu od 4,103 mg/ml do 0,032
mg/ml in EGKG v rangu od 2,5 mg/ml do 0,032 mg/ml). Iz zadnje luknjice smo 75 pl
zavrgli. Pazili smo da smo pred vsakim prenasanjem v naslednjo luknjico z nastavkom za
pipetiranje dobro premesali vsebino luknjice. Nato smo v vsako luknjico dodali po 75 pl
pripravljenega inokuluma in inkubirali 24 ur pri 37 °C za bakterije vrst L. monocytogenes
in E. coli in 24 ur pri 42 °C v mikroaerofilni atmosferi za bakterije vrste C. jejuni.
Pozitivne kontrole za posamezne bakterije smo pripravili tako, da smo v luknjico
odpipetirali 75 pl gojis¢a MHB in 75 pl pripravljenega inokuluma posameznih bakterij. 1z
vsake testne suspenzije smo ob ¢asu 0, 4, 20, 24, 48 ur dolocili Stevilo bakterij z metodo
Stetja kolonij na trdnem gojiscu (SIST EN ISO 4833, 2003). Kot trdno gojis¢e smo
uporabili gojis¢e TSA. Iz teh rezultatov smo nato narisali rastne krivulje kot odvisnost
logaritma Stevila prezivelih bakterij od ¢asa. Rezultati so izraCunane povprec¢ne vrednosti 2
paralelk.
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3.3.5 Spremljanje protimikrobne aktivnosti v gojiScu MHB in piS¢an¢jem soku z
rastnimi Kkrivuljami za bakterijski koktajl

Inokulum L. | Inokulum | Inokulum Raztopina ekstrakta
monocytogenes E. coli C. jejuni Alpinia katsumadai (20,1 0,005 g EGKG + 1
ul zalozne raztopine + 80 ml EtOH + 3 ml
¢ / ul.gojiéé.a MHB ali gojiséa MHB ali
piscancjega soka) pis¢ancjega soka

Bakterijski koktajl: 150 pl vsakega
inokuluma v 10 ml gojis¢a MHB ali
piscancjega soka

\ Testna suspenzija: 4 ml bakterijskega koktajla + 4 ml raztopine EGKG
+ 80 pl raztopine Alpinia katsumadai

/]

N

1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 500 pl 500 pl 500 pl 500 wl

suspenzije | suspenzije | suspenzije | suspenzije | suspenzije suspenzije | suspenzije | suspenzije
J

Inkubacija pri Inkubacija \4 Inkubacija pri

37°C pri 8 °C — 8 °C,
Inkubacija pri 37 °C, mikroaerofilno
\ l mikroaerofilno
[ Vzor&enje ob ¢asu 0, 4, 20, 24, 48 in 120 ur ] /
v
[ Dolocitev Stevila bakterij ]

v
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Slika 4: Shema dolocanja protimikrobne aktivnosti ekstrakta A. katsumadai in EGKG v gojis¢u MHB in v
pis¢ancjem soku pri 37 Cin 8 C z rastnimi krivuljami za bakterijski koktajl

Protimikrobno delovanje kombinacije ekstrakta 4. katsumadai in EGKG, ki se je izkazala
za najbolj ucinkovito pri zaviranju rasti vseh treh vrst bakterij (0,625 mg/ml EGKG in
1,026 mg/ml A. katsumadai ) smo testirali tudi na bakterijskem koktajlu, tako da smo
spremljali soCasno rast bakterij vrst L. monocytogenes, E. coli in C. jejuni v gojis¢u MHB z
dodanima protimikrobnima snovema in v gojis¢u MHB brez dodanih protimikrobnih snovi
ter enako v piS¢ancjem soku (slika 4).
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V tekocem gojis¢u MHB ali pis¢anc¢jem soku smo pripravili bakterijski koktajl tako, da
smo 150 pl 24-urnih bakterijskih kultur L. monocytogenes in C. jejuni sterilno prenesli v
10 ml tekocega gojis¢a MHB. Bakterije vrste E. coli smo red¢ili tako, da smo 1 ml 24-urne
bakterijske kulture prenesli v 9 ml fizioloske raztopine, dobro premesali in od tu prenesli
150 pl v 10 ml tekocega gojis¢a MHB. EGKG smo pripravili tako, da smo natehtali 0,005
g EGKG, ga raztopili v 1 ml EtOH in ga zmesali s 3 ml tekocega gojisca MHB ali
pis¢ancjega soka. Iz zalozne raztopine ekstrakta A. katsumadai smo odpipetirali 20,1 pl in
zmesali z 80 ul tekocega gojis¢a MHB ali piscancjega soka. Nato smo v centrifugirko
zmeSali 4 ml pripravljenega bakterijskega koktajla, 4 ml raztopine EGKG in 80 pl
raztopine ekstrakta. Z metodo Stetja kolonij na trdnem gojiscu (SIST EN ISO 4833) smo
dolocili zacetno Stevilo bakterij vrste E. coli na gojis¢u EMB, L. monocytogenes na gojiscu
inkubirali 24 ur pri 37 °C, gojis¢e AHB z dodanimi antibiotiki pa 48 ur pri 42 °C v
mikroaerofilni atmosferi. Nato smo v 4 1,5 ml-epruvete odpipetirali po 1 ml, v 4 pa po 500
ul testne suspenzije. Dve 1,5 ml-epruveti z 1 ml testne suspenzije smo inkubirali pri 37 °C,
2 pa pri 8 °C. Z 1,5 ml-epruvetami s po 500 pl testne suspenzije smo naredili enako, le da
smo jih inkubirali v anaerobnih loncih, ki smo jih prepihali z mesanico plinov (10 % CO,,
3 % 0O,, 87 % N,). Poleg zaCetnega Stevila bakterij smo Stevilo bakterij dolocili po 4, 20,
24, 48 in 120 urah. Povsem enako smo izvedli eksperiment za testno suspenzijo, kjer smo
spremljali rast bakterijskega koktajla brez dodanih protimikrobnih snovi. Iz dobljenih
rezultatov smo nato narisali rastne krivulje kot odvisnost logaritma Stevila prezivelih
bakterij od Casa. Rezultati so izracunane povprecne vrednosti 2 paralelk. 1z rastnih krivulj
smo lahko odcitali za koliko log cfu/ml sta A. katsumadai in EGKG inhibirala rast
posameznih bakterij.

3.3.6 Spremljanje protimikrobne aktivnosti v razdetem mesu z rastnimi krivuljami za
bakterijski koktajl

Najbolj uc¢inkovito kombinacijo ekstrakta in EGKG (0,625 mg/ml EGKG in 1,026 mg/ml
ekstrakta 4. katsumadai) smo testirali Se na sterilnem in nesterilnem razdetem mesu (slika
5).
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Slika 5: Shema dolo¢anja protimikrobne aktivnosti ekstrakta 4. katsumadai in EGKG v razdetem mesu pri 8
C z rastnimi krivuljami za bakterijski koktajl

Legenda:

SRM...sterilno razdeto meso

NSRM.. .nesterilno razdeto meso

SRMK...sterilno razdeto meso brez dodatka protimikrobnih snovi
NSRMAK... .nesterilno razdeto meso brez dodatka protimikrobnih snovi
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100 g razdetega mesa smo razdelili na polovico in 50 g sterilizirali v avtoklavu 10 minut
pri temperaturi 115 °C. Nato smo v vsak 50 g-vzorec (SRM (sterilno razdeto meso) in
NSRM (nesterilno razdeto meso)) dodali po 0,1 ml posameznega bakterijskega inokuluma
in ga nato homogenizirali v gnetilniku (1 min, srednja hitrost). 50 g sterilnega razdetega
mesa smo nato razdelili v 2 vrecki po 20 g mesa in vzorca oznacili SRM (sterilno razdeto
meso) in SRMK (sterilno razdeto meso brez dodatka protimikrobnih snovi). Enako smo
storili s 50 g nesterilnega razdetega mesa in vzorca oznacili NSRM (nesterilno razdeto
meso) in NSRMK (nesterilno razdeto meso brez dodatka protimikrobnih snovi). Vzorca
SRMK (sterilno razdeto meso brez dodatka protimikrobnih snovi) in NSRMK (nesterilno
razdeto meso brez dodatka protimikrobnih snovi) sta bila pozitivna kontrolna vzorca, kjer
smo spremljali rast bakterijskega koktajla brez dodanih protimikrobnih snovi. V vzorca
SRM (sterilno razdeto meso) in NSRM (nesterilno razdeto meso) pa smo dodali EGKG, ki
smo ga predhodno pripravili tako, da smo ga 6,25 mg raztopili v 1 ml EtOH, in 1 ml
ekstrakta 4. katsumadai, ki smo ga predhodno pripravili tako, da smo ga 10,26 mg
raztopili v 1 ml DMSO. Nato smo iz vsake vrecke vsebino razpolovili in jo prenesli v
steklenicke. Tako smo imeli 8 vzorcev s po 10 g mesa. Vse steklenicke smo inkubirali pri 8
°C in vzor¢ili ob casu 0, 4, 20, 24, 48, 72 in 144 ur ter dolocili Stevilo bakterij z metodo
Stetja kolonij na trdnem gojis¢u (SIST EN ISO 4833). Kot trdno gojisce smo za bakterije
vrste E. coli uporabili gojis¢e EMB, za bakterije vrste L. monocytogenes gojis¢e Palcam in
za bakterije vrste C. jejuni gojis¢e AHB z dodanimi antibiotiki. 1z teh rezultatov smo nato
narisali rastne krivulje kot odvisnost logaritma Stevila prezivelih bakterij od Casa. Rezultati
so0 izraCunane povprecne vrednosti 2 paralelk.
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4 REZULTATI

4.1 PROTIMIKROBNI UCINEK IZBRANIH SNOVI NA POSAMEZNE VRSTE
BAKTERIJ V GOJISCU MHB

Predpostavili smo, da bosta imela ekstrakta A. katsumadai in Evodia rutaecarpa ter nizin
in EGKG nekoliko boljsi protimikrobni ucinek na bakterije vrste L. monocytogenes kot na
bakterije vrst C. jejuni in E.coli. Da bi ugotovili koncentracije izbranih protimikrobnih
snovi, ki inhibirajo rast in razmnoZevanje teh bakterij smo uporabili metodo razredCevanja
v tekoCem gojis¢u v mikrotiterski plosci in dolocili minimalne inhibitorne koncentracije
(MIC). Nato smo vrednosti MIC posamezne protimikrobne snovi in izbranih kombinacij
protimikrobnih snovi preverili z rastnimi krivuljami.

4.1.1 Vrednosti MIC dolo¢ene za posamezno protimikrobno snov

V zacetni fazi eksperimentov smo dolocili, katera od izbranih snovi ima najvecjo
protimikrobno aktivnost. Uporabili smo metodo razred¢evanja v teko¢em gojis¢u MHB v
mikrotiterski ploscici in kot merilo za protimikrobno aktivnost dolocili vrednosti MIC za
posamezno protimikrobno snov in za posamezno vrsto bakterij. Vrednost MIC za bakterije
vrst L. monocytogenes in E. coli smo definirali kot najmanjSo koncentracijo protimikrobne
snovi, pri kateri ni bilo spremembe barve vzorca po dodatku barvila INT (Klan¢nik in
sod., 2010). Vrednosti MIC za bakterije vrste C. jejuni smo doloCili z merjenjem
luminiscence (BacTiter-Glo™) tako, da je bila vrednot MIC tista koncentracija pri kateri
se je luminiscenca vzorca povecala nad luminiscenco ozadja (Klan¢nik in sod., 2010).

Preglednica 7: Vrednosti MIC ekstraktov A. katsumadai in Evodia rutaecarpa ter EGKG in nizina dolocene z
metodo razred¢evanja v gojis¢éu MHB v mikrotiterski plos¢ici

L. monocytogenes

Snov s
Bakterija protimikrobnim MIC (mg/ml)
delovanjem
Alpinia katsumadai | 0,513
Evodia rutaecarpa >4,103

Nizin

0,25 (250 1U)

EGKG

0,313

Alpinia katsumadai | 0,513

C. ieiuni Evodia rutaecarpa 1,026

1) Nizin 2,0 (2000 1)
EGKG 0,313
Alpinia katsumadai | > 4,103
. Evodia rutaecarpa >4,103

E. coli — ’

Nizin > 4,0 (4000 1U)

EGKG

0,625
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V preglednici 7 vidimo, da je imel ekstrakt Evodia rutaecarpa na vse tri vrste bakterij
manjs$i protimikrobni ucinek kot ekstrakt A4. katsumadai. Zato smo v nadaljevanju
eksperimentalnega dela uporabljali ekstrakt A. katsumadai.

4.1.2 Protimikrobni u¢inek kombinacije ekstrakta A. katsumadai in nizina

V nadaljevanju smo preizkusili skupno protimikrobno delovanje ekstrakta 4. katsumadai
in nizina in rezultate izrazili kot inhibicijo (preglednica 8). Inhibicijo smo dolo¢ili glede na
Stevilo (N (log cfu/ml)) prezivelih bakterij v gojis¢u z dodano protimikrobno snovjo v
primerjavi z Stevilom, ki smo ga dolocili v gojiscu brez dodane protimikrobne snovi
(pozitivna kontrola). Dolocitev protimikrobnega ucinka pri kombinaciji 2000 UI nizina in
4,103 mg/ml ekstrakta A. katsumadai ni bila mozna, saj je pri tej koncentraciji rast bakterij
zaviral DMSO v katerem smo topili ekstrakt. Pri nizjih koncentracijah preizkuSenih
kombinacij nizina in ekstrakta A. katsumadai je bil ucinek na bakterije vrste L.
monocytogenes baktericidni, medtem ko je bila inhibicija rasti bakterij vrste E. coli za
manj kot 1 log cfu/ml. Zato eksperimentov s kombinacijami nizina in ekstrakta A.
katsumadai nismo nadaljevali.

Preglednica 8: Inhibicija rasti bakterij vrst E. coli in L. monocytogenes s kombinacijami ekstrakta A.
katsumadai in nizina v gojis¢u MHB

Kombinacija Inhibicija rasti bakterij po 24 urah (log cfu/ml)
A. katsumadai

(mg/ml) + nizin (UL) | E. coli L. monocytogenes
4,103 + 2000 * *

2,052 + 2000 0,6 > 5 (smrtnost)
1,026 + 2000 0,7 >5 (smrtnost)
4,103 + 1000 * *

2,052 + 1000 0,8 >5 (smrtnost)
1,026 + 1000 0,6 > 5 (smrtnost)
4,103 + 500 * *

2,052 + 500 0,9 > 5 (smrtnost)
1,026 + 500 0,2 >5 (smrtnost)

* zaviralno delovanje DMSO

4.1.3 Protimikrobni u¢inek kombinacije ekstrakta A. katsumadai in EGKG

Nato smo v gojiScu MHB dolocali protimikrobni ucinek kombinacij ekstrakta A.
katsumadai in EGKG na bakterije vrst L. monocytogenes, C. jejuni in E. coli z metodo
razredcevanja v mikrotiterski ploscici.

Pri od¢itavanju vrednosti MIC z metodo razred¢evanja v tekoCem gojiscu v mikrotiterski
ploscici ni bilo moZno tocno dolociti vrednosti MIC, ker je bila med doloCenimi
koncentracijami premajhna razlika, zato so v preglednici 9 navedeni po 3 - 4 rezultati.
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Ker smo pri nekaterih kombinacijah ekstrakta A. katsumadai in EGKG lahko opazili, da
gre za protimikrobno delovanje tudi na gramnegativne bakterije vrste E. coli (preglednica
9), smo nadaljevali poizkuse s tema dvema protimikrobnima snovema. Poskusali smo najti

ev e

protimikrobni u¢inek na vse tri vrste bakterij.

Preglednica 9: Vrednosti MIC kombinacij ekstrakta 4. katsumadai in EGKG v gojis¢u MHB dolocene z
metodo razred¢evanja v mikrotiterski plos€ici za bakterije vrst L. monocytogenes, C. jejuni in E. coli

MIC (mg/ml) kombinacije A. katsumadai
Bakterije in EGKG
Alpinia katsumadai EGKG
0,513 0,078
L. monocytogenes 0,256 0,313
0,256 0,156
0,128 0,313
L 0,513 0,078
C. Jejuni 0313 0,019
0,313 0,039
2,052 0,625
E. coli 1,026 0,625
1,026 0,156
0,513 0,313

4.1.4 Posamezen protimikrobni u¢inek ekstrakta A. katsumadai in EGKG

Z dolocitvijo Stevila bakterij v gojiséu MHB z dodano protimikrobno snovjo smo po 24
urni inkubaciji iz rastnih krivulj od¢itali inhibicijo kot kolonijsko enoto v mililitru vzorca,
ki smo jo dosegli s posamezno protimikrobno snovjo. Tako smo Zeleli dobiti natan¢nejse
rezultate o tem, katere koncentracije ekstrakta 4. katsumadai in EGKG imajo najboljsi
protimikrobni u¢inek in kolikSen je ta u¢inek na bakterije vrst L. monocytogenes, C. jejuni
in E. coli. Rezultati so prikazani na slikah 6-8 in v prilogi A.
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Slika 6: Rast bakterij vrste L. monocytogenes v gojis¢u MHB z 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,156
mg/ml EGKG

Na sliki 6 in prilogi A vidimo, da je 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai po 24 urah
inhibiral rast bakterij vrste L. monocytogenes za 1,6 log cfu/ml, 0,156 mg/ml EGKG pa za
1 log cfu/ml.
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Slika 7: Rast bakterij vrste C. jejuni v gojis¢u MHB z 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in z razli¢nimi
koncentracijami EGKG
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0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai je imel na bakterije vrste C. jejuni baktericidni
ucinek po 4 urah, 0,313 mg/ml, 0,156 mg/ml ter 0,078 mg/ml EGKG pa so imeli
baktericidni u¢inek po 24 urah (slika 7).
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Slika 8: Rast bakterij vrste E. coli v gojis¢u MHB z 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in z 0,156 mg/ml
EGKG

Tako koncentracija 0,513 mg/ml ekstrakta A. katsumadai, kot tudi 0,156 mg/ml EGKG sta
inhibirala rast bakterij vrste E. coli za manj kot eno logaritemsko enoto (0,7 log cfu/ml)
(slika 8, priloga A).

4.1.5 Spremljanje rasti bakterij v prisotnosti kombinacije ekstrakta A. katsumadai in
EGKG

V nadaljevanju eksperimentalnega dela smo s spremljanjem bakterijske rasti poizkusali
najti kombinacijo ekstrakta 4. katsumadai in EGKG, ki bi Se imela inhibitorni u¢inek na
bakterije vrst L. monocytogenes, C. jejuni in E. coli v gojis¢cu MHB. Rezultati so zbrani v
slikah 9-13 in v prilogah B-D.
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Slika 9: Rast bakterij vrste L. monocytogenes v gojis¢u MHB z razli¢nimi koncentracijami ekstrakta 4.
katsumadai in EGKG

Rast bakterij vrste L. monocytogenes je najbolje inhibirala kombinacija 1,026 mg/ml
ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG, ki je imela po 20 urah baktericidni ucinek,
najslabse pa kombinacija 0,256 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,156 mg/ml EGKG, ki
je rast bakterij inhibirala za 0,3 log cfu/ml. V prilogi B vidimo, da je kombinacija 0,513
mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,156 mg/ml EGKG inhibirala rast bakterije za 1,4 log
cfu/ml, kombinacija 0,256 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,313 mg/ml EGKG za 1,1
log cfu/ml in da je kombinacija 0,128 mg/ml ekstrakta 4. katsumadai in 0,313 mg/ml
EGKG inhibirala za 0,8 log cfu/ml (slika 9, priloga B).
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Slika 10: Rast bakterij vrste C. jejuni v gojis¢éu MHB razli¢nimi koncentracijami ekstrakta 4. katsumadai in
EGKG
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Kombinacija 1,026 mg/ml ekstrakta 4. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG je imela na
bakterije vrste C. jejuni po 4 urah baktericidni u¢inek. Med kombinacijami z niZjimi
koncentracijami protimikrobnih snovi pa ni bilo velikih razlik in so imele prav tako po 24
urah baktericidni ucinek (slika 10, priloga C).
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Slika 11: Rast bakterij vrste E. coli v gojis§¢u MHB z razli¢nimi koncentracijami ekstrakta 4. katsumadai in
EGKG

Na sliki 11 in v prilogi D je razvidno da je kombinacija 2,052 mg/ml ekstrakta A.
katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG najbolje inhibirala rast bakterij vrste E. coli (0,9 log
cfu/ml) in da je kombinacija 0,513 mg/ml ekstrakta 4. katsumadai in 0,156 mg/ml EGKG
najslabse inhibirala rast, le za 0,3 log cfu/ml, kar je v skladu s pri¢akovanji.

4.2 PROTIMIKROBNI UCINEK IZBRANIH SNOVI NA POSAMEZNE VRSTE
BAKTERIJ V PISCANCJEM SOKU

Kot vmesno stopnjo preizkuSanja protimikrobnega ucinka ekstrakta 4. katsumadai in
EGKG med laboratorijskim gojis¢em in zivilom smo uporabili sterilen piscancji sok. Vanj
smo inokulirali posamezne vrste bakterij ter dodajali razlicne koncentracije ekstrakta A.
katsumadai in EGKG. Protimikrobni u¢inek smo spremljali z rastnimi krivuljami.

4.2.1 Spremljanje rasti bakterij v prisotnosti ekstrakta A. katsumadai in EGKG

Rast bakterij v pisc¢an¢jem soku z dodano posamezno protimikrobno snovjo (ekstrakt A.
katsumadai ali EGKG) smo spremljali 24 ur. Rezultati so prikazani v slikah 12-15 in v
prilogi E.
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Slika 12: Rast bakterij vrste L. monocytogenes v piséan¢jem soku z razlinimi koncentracijami ekstrakta A.
katsumadai
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Slika 13: Rast bakterij vrste L. monocytogenes v pis¢ancjem soku z razli¢nimi koncentracijami EGKG

Iz slike 12 in priloge E lahko razberemo, da so izbrane koncentracije ekstrakta A.
katsumadai inhibirale rast bakterij vrste L. monocytogenes med 0,6 in 0,7 log cfu/ml. Iz
slike 13 in priloge E pa, da je imela najvi§ja koncentracija (2,5 mg/ml) EGKG baktericidni
ucinek, koncentraciji 0,625 mg/ml in 0,313 mg/ml EGKG pa skoraj nista imeli
inhibitornega uc¢inka na rast bakterij vrste L. monocytogenes.
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Slika 14: Rast bakterij vrste E. coli v pis¢anéjem soku z 2,052 mg/ml ekstrakta A. katsumadai
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Slika 15: Rast bakterij vrste E. coli v pis¢an¢jem soku z razli¢nimi koncentracijami EGKG

Koncentracija 2,052 mg/ml ekstrakta A. katsumadai je imela na rast bakterij vrste E. coli
slab inhibitorni ucinek (slika 14). Iz slike 15 pa lahko odcitamo, da je imela najvisja
koncentracija (5 mg/ml) EGKG baktericidni ucinek, pri koncentraciji 2,5 mg/ml, 1,25
mg/ml ter pri 0,625 mg/ml EGKG pa je bil inhibitorni u¢inek na rast bakterij vrste E. coli
zelo slab.
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Vrednosti MIC, ki smo jih z metodo razred¢evanja v gojis¢u MHB v mikrotiterski plos¢ici
dolocili v zacetnem eksperimentalnem delu (preglednica 1), se ujemajo z rezultati, ki smo
jih dobili z rastnimi krivuljami za posamezno vrsto bakterij (slike 6,7 in 8). Pri bakterijah
vrste L. monocytogenes smo kot MIC dolocili koncentracijo 0,513 mg/ml ekstrakta A.
katsumadai, z rastnimi krivuljami pa smo pri tej koncentraciji ekstrakta dolocili inhibicijo
1,6 log cfu/ml. Za EGKG je bila MIC 0,313 mg/ml, z rastnimi krivuljami pa smo dosegli
inhibicijo 1 log cfu/ml. Pri bakterijah vrste C. jejuni smo dolo¢ili, da je MIC 0,513 mg/ml
ekstrakta 4. katsumadai in 0,313 mg/ml EGKG, ki sta se z rastnimi krivuljami izkazali za
baktericidne (slika 7). Za bakterije vrste E. coli pa smo dobili nekoliko razli¢ne a Se vedno
primerljive rezultate.

Iz dobljenih rezultatov smo za nadaljnje eksperimente izbrali kombinacijo 1,026 mg/ml A.
katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG. Za ti koncentraciji smo se odlocili, ker je bil u€inek
baktericidni na grampozitibne bakterije vrste L. monocytogenes po 20 urah (slika 9), in na
gramnegativne bakterije vrste C. jejuni po 4 urah (slika 10). Za gramnegativne bakterije
vrste E. coli baktericidnega ucinka nismo dosegli z nobeno od preizkusenih kombinacij.
Najboljsa inhibicija je bila pri kombinaciji 2,025 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625
mg/ml EGKG, takoj za to kombinacijo pa je bila po protimikrobem ucinku kombinacija
1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG. Zato smo se odlo¢ili, da to
kombinacijo v nadaljnjih eksperimentih uporabimo za dolo¢anje protimikrobnega ucinka
na bakterijskem koktajlu.

4.3 PROTIMIKROBNI UCINEK IZBRANE KOMBINACIJE EKSTRAKTA A.
katsumadai IN EGKG NA BAKTERIJSKI KOKTAJL

Iz bakterij vrst L. monocytogenes, C. jejuni in E. coli smo naredili bakterijski koktajl.
Protimikrobno aktivnost izbrane kombinacije 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in
0,625 mg/ml EGKG na bakterijski koktajl smo dolo¢ili v gojis¢u MHB, v piscan¢jem soku
in v razdetem meSanem mesu. Eksperiment smo naredili pri temperaturi 37 °C in 8 °C. Pri
8 °C zato, ker je to povprecna temperatura hladilnika, kjer naj bi se hranil pis¢anec in
razdeto meSano meso. 37 °C pa smo vzeli kot primerjavo, da bi ugotovili ali znizana
temperatura vpliva na protimikrobno delovanje kombinacije ekstrakta A. katsumadai in
EGKG. Za bakterije vrste C. jejuni smo preizkusili Se, ali ima spremenjena atmosfera (10
% COa, 3 % Oy, 87 % N,) vpliv na protimikrobno delovanje kombinacije ekstrakta A.
katsumadai in EGKG glede na normalno atmosfero.

4.3.1 U¢inek v gojis¢u MHB pri 37 °C in 8 °C

Izbrano kombinacijo 1,026 mg/ml ekstrakta 4. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG, smo
testirali na bakterijskem koktajlu v gojis¢u MHB pri temperaturi 37 °C in 8 °C. Rezultati
so prikazani na slikah 17-20 in v prilogi 6. Razdeljeni so za bakterije vrste L.
monocytogenes, C. jejuni in E. coli. Pri bakterijah vrste C. jejuni so prikazani rezultati tudi
za poizkuse v mikroaerofilni atmosferi.
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Slika 16: Rast bakterij vrste L. monocytogenes v gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta 4. katsumadai in
0,625 mg/ml EGKG pri 37 °C in 8 °C

Kombinacija 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG je bakterije
vrste L. monocytogenes v gojis¢u MHB pri 8 °C v 120 urah inhibirala za 3,1 log cfu/ml, pri
37 °C pa za vec€ kot 6 log cfu/ml (slika 16, priloga F).
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Slika 17: Rast bakterij vrste C. jejuni v gojis¢éu MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml
EGKG pri 37 °C v normalni in mikroaerofilni (mikro: 10 % CO,, 3 % O,, 87 % N,) atmosferi

Po 120 urah je kombinacija 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG
bakterije vrste C. jejuni v gojis¢éu MHB pri 37 °C inhibirala za ve¢ kot 4 log cfu/ml. V
vzorcu, ki smo ga inkubirali v spremenjeni atmosferi pa za vec kot 5 log cfu/ml (slika 17,
priloga F).
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Slika 18: Rast bakterij vrste C. jejuni v gojiséu MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml
EGKG pri 8 °C v normalni in mikroaerofilni (mikro: 10 % CO,, 3 % O,, 87 % N,) atmosferi

Na sliki 18 in v prilogi F je razvidno, da je bila pri kombinaciji 1,026 mg/ml A. katsumadai
in 0,625 mg/ml EGKG, inhibicija bakterij vrste C. jejuni v gojis¢u MHB pri 8 °C v 120
urah ve¢ kot 2 log cfu/ml in enako tudi v vzorcu, ki smo ga inkubirali v spremenjeni
atmosferi.

10,0 -
9,0
80 {9~
7.0 1
6,0 1
5,0 7
a0 -
3,0
2,0

-
- \._----,.__.._-_.-____..---..

N (log efu/mD

1,0 .\._.._._.._.._.._.._.._..

0,0 . . . . .

0 20 40 60 80 100 120 %as(

—8- + Alpinia 1,026 mgiml + EGKG 0,625 mgfml 37°C <« «-B+++ Alpinial, 026 mg/ml + EGKG 0,625 mgfml 8°C

- 4 = Imaoiml 37°C —— 0 mafl 800

Slika 19: Rast bakterij vrste E. coli v gojis¢u MHB z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml
EGKG pri 37 °Cin 8 °C

Pri kombinaciji 1,026 mg/ml 4. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG je bila inhibicija
bakterij vrste E. coli v gojis¢u MHB pri 8 °C za 2,2 log cfu/ml, pri 37°C pa je imela ta
kombinacija po 20 urah baktericidni ucinek (inhibicija ve¢ kot 7 log cfu/ml) (slika 19,
priloga F).
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4.3.2 Ucinek v pi§¢an¢jem soku pri 37 °C in 8 °C

V nadaljevanju smo protimikrobni u¢inek izbrane kombinacije, 1,026 mg/ml ekstrakta A.
katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG, dolocili v pis¢an¢jem soku pri temperaturi 37 °C in 8
°C. Rastne krivulje so prikazane na slikah 20, 21 in 22, v prilogi F pa so izracunane
inhibicije rasti posameznih bakterij.
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Slika 20: Rast bakterij vrste L. monocytogenes v pis¢ancjem soku z 1,026 mg/ml ekstrakta 4. katsumadai in
0,625 mg/ml EGKG pri 37 °Cin 8 °C

V pisc¢ancjem soku pri 8 °C je kombinacija 1,026 mg/ml ekstrakta 4. katsumadai in 0,625
mg/ml EGKG inhibirala bakterije vrste L. monocytogenes za 1,4 log cfu/ml, pri 37 °C pa
za ve¢ kot 6 log cfu/ml oziroma je imela po 20 urah na bakterije vrste L. monocytogenes
baktericidni u¢inek (slika 20, priloga F).
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Slika 21: Rast bakterij vrste C. jejuni v piS€ancjem soku z 1,026 mg/ml ekstrakta 4. katsumadai in 0,625
mg/ml EGKG pri 37 °Cin 8 °C
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Za kombinacijo 1,026 mg/ml ekstrakta 4. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG je iz slike 21
in priloge F razvidno, da je bakterije vrste C. jejuni v pis¢ancjem soku pri 37 °C v 120
urah inhibirala za ve¢ kot 3 log cfu/ml, pri 8 °C pa za vec kot 6 log cfu/ml oziroma je imela
kombinacija pri 37 °C in 8 °C po 4 urah za bakterije vrste C. jejuni baktericidni ucinek.
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Slika 22: Rast bakterij vrste E. coli v pis¢an¢jem soku z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml
EGKG pri 37 °Cin 8 °C

Bakterije vrste E. coli v piS¢anc¢jem soku pri 8 °C v 120 urah je kombinacija 1,026 mg/ml
ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG inhibirala za 1,3 log cfu/ml, pri 37 °C pa
za ve¢ kot 7 log cfu/ml oziroma je imela po 20 urah za bakterije vrste E. coli baktericidni
ucinek (slika 22, priloga F).

Protimikrobna ucinkovitost kombinacije A. katsumadai in EGKG pri 37 °C je bila v
pis¢anCjem soku in MHB zelo podobna, saj je bil ucinek na vse tri vrste bakterij
baktericidni (priloga F). Z znizanjem temperature iz 37 °C na 8 °C je bil baktericidni
ucinek le na bakterije vrste C. jejumni. Spremenjena atmosfera, ki smo jo uporabili pri
eksperimentih z mikroaerofilnimi bakterijami vrste C. jejuni, ni imela posebnega vpliva pri
protimikrobnem delovanju kombinacije 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625
mg/ml EGKG na bakterije vrste C. jejuni, zato je v pis¢an¢jem soku nismo testirali ve¢. Pri
bakterijah vrste L. monocytogenes je bila inhibicija v gojis¢u MHB vecja za 1,7 log cfu/ml
kot inhibicija v pis¢an¢jem soku pri 8 °C. Pri bakterijah vrste E. coli pa je bila ta razlika
manjsa, saj je bil protimikrobni u¢inek v pis¢ancjem soku glede na gojis¢e MHB za 0,9 log
cfu/ml manjsi.

4.3.3 U¢inek v razdetem mesu pri 8 °C

Na koncu smo protimikrobno delovanje izbrane kombinacije 1,026 mg/ml ekstrakta 4.
katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG, dolocili Se na razdetem meSanem mesu pri 8 °C.
Testirati smo Zzeleli tudi razliko v protimikrobnem delovanju kombinacije ekstrakta in
EGKG na sterilno razdeto meso in meso z naravno prisotno mikrofloro. Rezultati so
prikazani na slikah 23, 24 in 25 ter v prilogi F.
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Slika 23: Rast bakterij vrste L. monocytogenes v razdetem mesu z 1,026 mg/ml ekstrakta 4. katsumadai in
0,625 mg/ml EGKG pri 8 °C

Iz slike 23 in priloge F lahko razberemo, da je bila pri kombinaciji 1,026 mg/ml ekstrakta
A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG na bakterije vrste L. monocytogenes v sterilnem
razdetem mesu pri temperaturi 8 °C v 144 urah inhibicija za 4,1 log cfu/ml, v nesterilnem
razdetem mesu pa za 2,9 log cfu/ml.
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Slika 24: Rast bakterij vrste C. jejuni v razdetem mesu z 1,026 mg/ml ekstrakta 4. katsumadai in 0,625
mg/ml EGKG pri 8 °C

Na sliki 24 in v prilogi F je razvidno, da je kombinacija 1,026 mg/ml ekstrakta A.
katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG bakterije vrste C. jejuni v sterilnem razdetem mesu pri
temperaturi 8 °C v 144 urah inhibirala za 0,5 log cfu/ml v nesterilnem razdetem mesu pa za
0,7 log cfu/ml.
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Slika 25: Rast bakterij vrste E. coli v razdetem mesu z 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml
EGKG pri 8 °C

Pri kombinaciji 1,026 mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG je bila na
bakterije vrste E. coli v razdetem sterilnem mesu pri temperaturi 8 °C v 144 urah inhibicija
3.9 log cfu/ml, v razdetem nesterilnem mesu pa 1,3 log cfu/ml (slika 25, priloga F).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V preglednici 10 so prikazani glavni rezultati protimikrobnega delovanja ekstrakta
A. katsumadai in EGKG na posamezne bakterije vrst L. monocytogenes, C. jejuni in E. coli
ter na koktajl omenjenih bakterij pri razli¢nih razmerah.

Preglednica 10: Povzetek glavnih rezultatov protimikrobnega delovanja ekstrakta A4. katsumadai in EGKG

Gojisce in dodana Inhibicija (log cfu/ml) posamezne vrste bakterij (24 ur)
Temperatura .. T -
protimikrobna snov (mg/ml) | L. monocytogenes | C. jejuni E. coli
MHB
37°C A. katsumadai 4,103 mg/ml / / *
A. katsumadai 0,513 mg/ml 1,6 >4 (smrtnost) |0,9
EGKG 0,313 mg/ml / >4 (smrtnost) /
EGKG 0,156 mg/ml 1 >4 (Smrtnost) 0,7
EGKG 0,078 mg/ml / >4 (smrtnost) |/
Piscancji sok
37 °C A. katsumadai 2,052 mg/ml 0,5 / 0,2
A. katsumadai 1,026 mg/ml 0,6 / /
A. katsumadai 0,513 mg/ml 0,7 / /
EGKG 5 mg/ml / / > 8 (smrtnost)
EGKG 2,5 mg/ml > 7 (smrtnost) / 0,02
EGKG 1,25 mg/ml / 0,02
EGKG 0,625 mg/ml 0,6 / 0,01
EGKG 0,313 mg/ml 0,3 / /
MHB (kombinacija A.
37 °C katsumadai in EGKG)
4,103 in 0,313 / / *
4,103 in 0,156 / / *
2,052 in 0,625 / / 0,9
2,052 in 0,313 / / 0,9
1,026 in 0,625 3,3 > 4,5 (smrtnost) | 0,8
1,026 in 0,313 / / 0,6
1,026 in 0,156 / / 0,4
0,513in 0,313 / >4,5 (smrtnost) | 0,4
0,513 in 0,156 1,4 > 4,5 (Smrtnost) 0,3
0,513 in 0,078 0,9 > 4,5 (smrtnost) |/
0,256 in 0,313 1,1 / /
0,256 in 0,156 0,3 / /
0,256 in 0,078 0,8 / /
0,128 in 0,313 0,8 / /
Inhibicija (log cfu/ml) bakterijskega koktajla (24 ur ter 120 — 144 ur) pri izbrani kombinaciji 1,026
mg/ml ekstrakta A. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG
370C MHB > 6 (smrtnost) i g E:Eﬁﬁg:g - > 7,6 (smrtnost)
Piscancji sok > 6 (smrtnost) > 3,9 (smrtnost) > 7 (smrtnost)
3,1 > 2.4 (smrtnost)
MHB 22,1 (smrtnost) - |22
8°C Pis¢ancji sok 1,4 > 6,3 (smrtnost) 1,3
Sterilno razdeto meso 4,1 0,5%** 3,9
Nesterilno razdeto meso 2,9 0,7%** 1,3
Legenda:

/ nismo testirali

* inhibicija DMSO
** spremenjena atmosfera (10 % CO,, 3 % O,, 87 % N)

*** glaba rast
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Protimikrobna ucinkovitost dolocene snovi je odvisna od mnogih dejavnikov kot so vrsta
bakterij, vrsta gojis¢a, temperatura, pH, vsebnost mascob, beljakovin in ogljikovih hidratov
v zivilu. Protimikrobni u¢inek izbranih snovi, ekstrakta Alpinia katsumadai in EGKG, smo
dolocali z dvema metodama, kot ucinek posamezne snovi in kot ucinek kombinacije dveh
snovi na posamezno vrsto bakterij (L. monocytogenes, C. jejuni in E. coli) in na bakterijski
koktajl v gojis¢u MHB, v modelnem zivilu (pis¢ancji sok) in v razdetem meSanem mesu.

5.1.1 Protimikrobno delovanje ekstrakta Alpinia katsumadai in EGKG na
grampozitivne in gramnegativne bakterije

Na podlagi eksperimentov smo spoznali, da obstajajo razlike v protimikrobnem delovanju
ekstrakta A. katsumadai na grampozitivne in gramnegativne bakterije. Preden smo zaceli z
eksperimentalnim delom z izbranimi vrstami bakterij smo predvidevali, da so razli¢no
obcutljive na snovi s protimikrobnim delovanjem. Predvidevali smo, da naj bi bile
grampozitivne bakterije bolj obcutljive od gramnegativnih. Z nasim eksperimentom smo to
hipotezo deloma potrdili, saj so se bakterije vrste L. monocytogenes, ki so grampozitivne
bakterije, in bakterije vrste C. jejuni, ki so gramnegativne izkazale za bolj obcutljive od
bakterij vrste E. coli, ki so gramnegativne bakterije. Kot merilo za obcutljivost smo izbrali
minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC). Vrednost MIC za bakterije vrst E. coli in L.
monocytogenes smo definirali kot najmanjSo koncentracijo protimikrobne snovi, pri kateri
ni bilo spremembe barve vzorca po dodatku barvila INT (Klan¢nik in sod., 2010).
Vrednosti MIC za bakterije vrste C. jejuni smo doloc¢ili z merjenjem luminiscence
(BacTiter-Glo™) tako, da je bila vrednot MIC tista koncentracija, pri kateri se je
luminiscenca vzorca povecala nad luminiscenco ozadja (Klan¢nik in sod., 2010).

V preglednicah 7 in 8 so podani rezultati za ekstrakta A. katsumadai in Evodia rutaecarpa
ter za nizin in EGKG. Ekstrakt Evodia rutaecarpa je imel na bakterije vrst L.
monocytogenes in E. coli vpliv Sele pri koncentraciji 4,103 mg/ml, kjer smo dokazali, da
protimikrobno deluje ze sam DMSO v katerem smo topili ekstrakt, na bakterije vrste C.
Jjejuni pa je imel ucinek pri 1,026 mg/ml. Kombinacija nizina in ekstrakta 4. katsumadai je
imela na bakterije vrste E. coli zelo slab inhibitorni u€inek in zato nizina nismo uporabili v
nadaljnjih eksperimentih. VecCino eksperimentalnega dela smo uporabljali ekstrakt A.
katsumadai in EGKG. V preglednici 9 so zbrane vrednosti MIC za kombinacije ekstrakta
A. katsumadai in EGKG. Tu so se kot bolj obcutljive izkazale grampozitivne bakterije
vrste L. monocytogenes in gramnegativne bakterije vrste C. jejuni, bolj odporne pa so bile
gramnegativne bakterije vrste E. coli. Na slikah 6-11 in prilogah A-D, so prikazane
krivulje rasti v gojis¢u MHB, iz katerih je razvidna inhibicija rasti vseh treh vrst bakterij ob
dodatku ekstrakta A. katsumadai in EGKG. Na slikah 12-15 in v prilogi E pa so
predstavljeni rezultati inhibicije v sterilnem pis¢anc¢jem soku za vse tri vrste bakterij. Tudi
tukaj smo dobili povsem enake rezultate in sicer, da so bakterije vrst C. jejuni in L.
monocytogenes bolj obcutljive na protimikrobno delovanje ekstrakta Alpinia katsumadai
in EGKG kot bakterije vrste E. coli. Rezultati so bili ponovno enaki, ko smo iz teh treh vrst
bakterij naredili bakterijski koktajl in ga preizkusil v gojis¢u MHB, v sterilnem pi§¢ancjem
soku in v razdetem meSanem mletem mesu.

Bezic in sodelavcei (2003), kot vzrok da so gramnegativne bakterije manj obcutljive na
protimikrobno delovanje etericnih olj navajajo razlog, da je hidrofilna celicna stena
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gramnegativnih bakterij sestavljena predvsem iz lipopolisaharida, ki zavira prehajanje
hidrofilnih eteri¢nih olj v celice.

Yoda in sodelavci (2004) so ugotovili, da se na grampozitivne bakterije veze ve¢ EGKG
kot na gramnegativne bakterije. EGKG se veze na peptidoglikan, ki je pri gramnegativnih
bakterijah prekrit z zunanjo membrano in se posledi¢no nanj veze manj EGKG, kot se ga
veze na grampozitivne bakterije, ki zunanje membrane nimajo. Ko se EGKG veze na
bakterijsko steno, celica izgubi sposobnost delitve, postane bolj obc¢utljiva na spremembe
osmoznega tlaka, upoCasni pa se tudi sinteza celiCne stene. Zaradi nastetih razlik so
gramnegativne bakterije bolj odporne na delovanje protimikrobnih snovi.

Za Dbakterije rodu Campylobacter je znano, da so netipicne v njihovih ekoloskih
znacilnostih, da so obcutljive na razline okoljske razmere, in da imajo neznane in
drugacne mehanizme in regulacijske poti. Domnevno so zaradi teh znacilnosti bakterije
rodu Campylobacter bolj obcutljive od drugih gramnegativnih bakterij (npr Salmonella
Infantis in E. coli O157:H7) (Klan¢nik, 2010).

5.1.2 Vpliv medija na protimikrobno delovanje ekstrakta Alpinia katsumadai in
EGKG

Eden izmed ciljev raziskovalnega dela je bil prouciti razlike v protimikrobnem delovanju
ekstrakta A. katsumadai in EGKG, ¢e jih uporabimo v laboratorijskem gojiscu in zivilih.
Kot laboratorijsko gojis¢e smo uporabili tekoCe gojis¢e MHB, kot modelno Zivilo smo
uporabili pis€ancji sok, in kot Zzivilo predhodno sterilizirano razdeto me$ano meso in
naravno kontaminirano razdeto meSano meso. Izkazalo se je, da se protimikrobna
ucinkovitost ekstrakta 4. katsumadai in EGKG ni dosti zmanjsa v pis¢anc¢jem soku, do
vecjih razlik pa je prisSlo v razdetem meSanem mesu glede na delovanje v gojis¢u MHB.
Razlike so se pokazale tudi med sterilnim razdetim meSanim mesom in naravno
kontaminiranim razdetim meSanim mesom, kjer je bila protimikrobna ucinkovitost
ekstrakta in EGKG nekoliko boljsa v sterilnem razdetem mesanem mesu pri bakterijah vrst
L. monocytogenes in E. coli, medtem ko pri bakterijah vrste C. jejuni te razlike ni bilo.
Ucinkovitost se je zmanjSala ne glede na to ali je bila bakterija grampozitivna ali
gramnegativna. Prav tako se je uc¢inkovitost zmanjsala, ko smo testirali bakterijski koktajl z
izbrano kombinacijo 1,026 mg/ml ekstrakta Alpinia katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG.
Tako smo potrdili naso domnevo, da se bo protimikrobna ucinkovitost snovi s
protimikrobnim delovanjem zmanjsala po prenosu iz laboratorijskega gojisca v zivilo. To
so ugotovili tudi mnogi raziskovalci. Na primer, Gutirezz in sodelavci (2008) so ugotovili,
da kombinacija eteri¢nega olja origana in muskatnega oresc¢ka ni imela protimikrobnega
vpliva na bakterije vrste E. coli v predpripravljenem piS€ancu, medtem ko je imela
protimikrobni vpliv v tekoCem gojiscu (Gutirezz in sod., 2008). Nekateri avtorji navajajo,
da lahko dejstvo, da je ucinek snovi s protimikrobnim delovanjem manjSi v mesu,
pojasnimo s konceptom obnavljanja s prolinom in njegovimi prekurzorji. Ti naj bi
bakterijam pomagali pri obnavljanju in zasciti pred snovmi s protimikrobnim delovanjem
(Apostolidis, 2008).

Burt (2004) kot razlog za vecjo odpornost bakterij v zivilih navaja dejavnike, kot je vecja
dostopnost raznolikih hranil, fizi¢no strukturo Zivila, ter vsebnost mascob in beljakovin.
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.....

2- do 100-krat vegje, odvisno od zivila (Burt, 2004). Ce primerjamo nase rezultate
opazimo, da se inhibicija pri 37 °C v piScan¢jem soku v primerjavi z gojisS¢em MHB ni
prav dosti zmanjSala pri nobeni od bakterij. Pri 8 °C pa so razlike vecje. Pri bakterijah vrste
L. monocytogenes se je inhibicija v piscan¢jem soku glede na inhibicijo v gojis¢u MHB
zmanjSala za 1,7 log cfu/ml, v sterilnem razdetem mesu se je povecala za 1 log cfu/ml v
nesterilnem razdetem mesu pa se je zmanjSala za 0,2 log cfu/ml. Pri bakterijah vrste C.
jejuni smo v gojis¢u MHB in piS¢an¢jem soku dosegli baktericidni ucinek, v sterilnem
razdetem mesu se je inhibicija zmanjSala za 1,9 log cfu/ml, v nesterilnem razdetem mesu
pa se je zmanjsala za 1,7 log cfu/ml. Pri bakterijah vrste E. coli pa se je inhibicija glede na
gojis¢e MHB v pis¢ancjem soku zmanjSala za 0,9 log cfu/ml, v sterilnem razdetem mesu se
je povecala, v nesterilnem pa je bila enaka kot v piscanCjem soku. Iz tega lahko
zaklju¢imo,da bi za enak protimikrobni u¢inek ekstrakta 4. katsumadai in EGKG kot smo
ga dosegli v gojis¢cu MHB morali povecati koncentracije uporabljenih protimikrobnih
snovi. Poleg tega je iz dobljenih rezultatov razvidno, da ima vpliv medija velik pomen pri
testiranju protimikrobne ucinkovitosti in da je le-ta odvisen tudi od drugih dejavnikov (na
primer vrsta zivila, vrsta bakterij, temperatura), kar navajajo tudi literaturni podatki (Burt
2004; Bezic in sod., 2003; Gill in sod., 2002)

Cui in sodelavci (2010) predvidevajo, da lahko bakterije v zivilih hitreje popravijo

.....

5.1.3 Vpliv sestavin Zivila na protimikrobno delovanje ekstrakta Alpinia katsumadai
in EGKG

Glede na to, da se je ucinkovitost protimikrobnega delovanja snovi s protimikrobnim
ucinkom proti vsem trem vrstam bakterij zmanjsala, ko smo jih prenesli iz gojis¢a MHB v
razdeto meSano meso, lahko predvidevamo, da struktura zivila vpliva na razporeditev
protimikrobnih snovi v zivilih. Velike vsebnosti masc¢ob in/ali beljakovin v zivilu obcutno
zmanjSajo delovanje protimikrobnih snovi na bakterije. V nasem primeru tako pisc¢ancji
sok, kot tudi razdeto meSano meso vsebujeta dokaj velik delez mascob in beljakovin, iz
Cesar lahko sklepamo, da imata maScoba in beljakovine vpliv na protimikrobno delovanje
ekstrakta A. katsumadai in EGKG. To je bilo v skladu s pricakovanji. Lopez-Malo Vigil in
sodelavci (2005) navajajo, da se protimikrobni u¢inek kombinacije protimikrobnih snovi,
ki ima v razmerah in vitro dokazan pozitiven ucinek, v zivilih zmanjsa ali pa ga sploh
nima. Do tega pride zaradi delovanja mnogih dejavnikov v zivilih, na primer zaradi
proteinov, lipidov, kationov, pH in slabe topnosti snovi s protimikrobnim uc¢inkom. Burt
(2004) navaja, da je imelo etericno olje, ki je bilo raztopljeno v mascobni fazi zivila, slabse
protimikrobno delovanje na bakterije, ki so bile v vodni fazi zivila. Ogljikovi hidrati niso
izkazali tako velikega vpliva na zmanjSanje protimikrobne ucinkovitosti spojin kot
mascobe in beljakovine.

Davidson in Branen (2005) navajata, da lahko reakcije z lipidi, proteini, ogljikovimi hidrati
in ostalimi komponentami zivila, poleg tega, da zavirajo delovanje protimikrobnih snovi,
povzrocajo tudi neZelene spremembe v okusu, barvi in aromi zivila.
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5.1.4 Vpliv temperature na protimikrobno delovanje ekstrakta Alpinia katsumadai in
EGKG

Pri nasih eksperimentih smo dolocali protimikrobno delovanje kombinacije ekstrakta A.
katsumadai in EGKG pri 37 °C in 8 °C, kjer smo pri 8 °C poizkusili ponazoriti
temperaturo hladilnika, kjer se razdeto meso ponavadi shranjuje.

Pri nizji temperaturi je potrebno uposStevati Cas faze lag in hitrost rasti (generacijski ¢as).
Bakterije vrste L. monocytogenes imajo pri 5 °C Cas faze lag od 1 do 3 dni, generacijski Cas
pa od 13 do 25 ur (Adamic, 2003). Pri bakterijah vrste E. coli z znizanjem temperature iz
37 °C na 10 °C pride do zastoja rasti za priblizno 4 ure, nato pa zopet pricne z eksponentno
rastjo (Berry in Foegeding, 1997).

Veliko raziskav potrjuje, da se rastlinskim ekstraktom in snovem s protimikrobnim
delovanjem pri zniZzani temperaturi zmanjSa protibakterijska ucinkovitost. Kot vzrok
navajajo zmanjsanje fluidnosti membran v celicah (Solomakos in sod., 2008a).

Pri bakterijah rodu Campylobacter lahko kot vzrok, da niso sposobne rasti pri temperaturi,
nizji od 30 °C navedemo, da nimajo proteinov hladnega stresa (Parkhill in sod., 2000;
Hazeleger in sod., 1998).

Pri nasih eksperimentih smo ugotovili, da je temperatura precej vplivala na protimikrobno
delovanje ekstrakta Alpinia katsumadai in EGKG. Rezultati so predstavljeni na slikah 17-
26. V gojiscu MHB za bakterije vrste C. jejuni razlike v delovanju kombinacije Alpinia
katsumadai in EGKG glede na temperaturo ni bilo, kajti pri obeh temperaturah (37 °C in
8 °C) je bil ucinek baktericidni. Pri bakterijah vrst L. monocytogenes in E. coli pa so bile
razlike kar precejSnje. Pri bakterijah vrste L. monocytogenes smo pri temperaturi 37 °C
dosegli baktericidni u¢inek, medtem ko je bila inhibicija pri 8 °C 3,1 log cfu/ml. Podoben
rezultat smo dobili pri bakterijah vrste E. coli, kjer je bil u¢inek pri temperaturi 37 °C prav
tako baktericidni, pri 8 °C pa je bila inhibicija 2,2 log cfu/ml. Ce primerjamo uéinek
temperature glede na gojis¢e MHB in piscancji sok, lahko re€emo, da se rezultati ponovijo.
Se pravi, pri temperaturi 37 °C je protimikrobni uc¢inek ponovno precej vecji kot pri 8 °C.
Pri bakterijah vrst L. monocytogenes in E. coli se je inhibicija rasti zmanjSala, ce
primerjamo nesterilno meso s sterilnim vzorcem razdetega mesa, pri bakterijah vrste C.
Jjejuni pa je bila protimikrobna ucinkovitost priblizno enaka. Bakterije vrste C. jejuni so v
razdetem meSanem mesu pri nizji temperaturi zelo slabo raste ne glede na dodatek
protimikronih snovi. Tako lahko potrdimo domnevo, da naj bi se protimikrobni u¢inek
rastlinskim ekstraktom in snovem s protimikrobnim delovanjem pri znizani temperaturi
zmanjsal.

5.1.5 Vpliv kombinacij protimikrobnih sredstev

Na§ cilj raziskovalnega dela je bil poiskati sinergisticen ucinek med dvema
protimikrobnima snovema. Sinergisti¢en ucinek smo iskali med ekstraktom A. katsumadai
in EGKG in tega Zal nismo dokazali. Zato smo eksperimentalno delo nadaljevali tako, da
smo iskali optimalno kombinacijo med tema dvema protimikrobnima snovema, ki je imela
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protimikrobni ucinek na koktajl bakterij vrst L. monocytogenes, E. coli in C. jejuni. Za to
kombinacijo smo sicer zmanjSano protimikrobno delovanje potrdili tudi v razmerah in
vivo, ko smo jo prenesli v sterilen piscancji sok in v razdeto meSano meso.

Za mnogo kombinacij z rastlinskimi ekstrakti, eteri¢énimi olji in komponentami izoliranimi
iz rastlin je znano, da imajo bolj$i protimikrobni ucinek kot e delujejo proti
mikroorganizmom samostojno. Veliko raziskav dokazuje, da se protimikrobno delovanje
nizina v kombinacijah poveca. V naSem primeru, ko smo poleg nizina testirali S¢ EGKG,
se je EGKG izkazal kot snov, ki v kombinacijah dosega boljse protimikrobne ucinke, zato
eksperimentov z nizinom nismo nadaljevali. Za kombinacije z EGKG na podrocju zivil je
bilo do danes zelo malo raziskanega, zato nase rezultate, ki smo jih dobili pri kombinaciji z
EGKG tezko ovrednotimo. Trenutno je EGKG precej bolj zanimiv na podrocju zdravljenja
in prepreCevanja bolezni (npr. rak debelega crevesa, rak dojk, Alzheimerjeva bolezen itd.),
kjer se prav tako iS¢ejo kombinacije EGKG z mnogimi zdravili, ki bi imele boljsi ucinek,
kot zdravilo samo.
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5.2 SKLEPI

Preucili smo protimikrobno delovanje ekstraktov Alpinia katsumadai in Evodia rutaecarpa
v kombinacijah z nizinom ali epigalokatehin galatom (EGKG). Kot protimikrobno
ucinkovito kombinacijo, ki je imela ucinek na bakterije vrst L. monocytogenes, E. coli in
C. jejuni in na bakterijski koktajl smo dolocili kombinacijo ekstrakta Alpinia katsumadai in
EGKG. Glede na rezultate eksperimentalnega dela lahko povzamemo:

e da se je ekstrakt A. katsumadai izkazal kot snov z boljSim protimikrobnim
delovanjem na bakterije vrst L. monocytogenes, E. coli in C. jejuni kot ekstrakt
Evodia rutaecarpa

e da se je EGKG izkazal kot snov z boljSim protimikrobnim delovanjem na bakterije
vrst L. monocytogenes, E. coli in C. jejuni kot nizin

e da je kombinacija 1,026 mg/ml ekstrakta 4. katsumadai in 0,625 mg/ml EGKG
najnizja kombinacija, ki Se ima protimikrobni ucinek od vseh preizkuSenih
kombinacij na vse tri vrste testiranih bakterij in bakterijski koktajl

e da ima ekstrakt 4. katsumadai bolj$i protimikrobni ucinek na grampozitivne
bakterije vrste L. monocytogenes in gramnegativne bakterije vrste C. jejuni, kot na
gramnegativne bakterije vrste E. coli

e protimikrobni u€inek izbrane kombinacije ekstrakta A. katsumadai in EGKG se na
bakterijski koktajl poveca glede na ucinek na posamezne bakterije vrst L.
monocytogenes, E. coli in C. jejuni

e da je protimikrobni u¢inek kombinacije ekstrakta A. katsumadai (1,026 mg/ml) in
EGKG (0,625 mg/ml) odvisen od vrste gojisca, in sicer je v gojis¢u MHB ucinek
najvecji, sledi pis¢ancji sok, najmanjsi ucinek pa je v razdetem meSanem mesu

e da znizanje temperature iz 37 °C na 8 °C vpliva na zmanjSano protimikrobno
delovanje kombinacije ekstrakta A. katsumadai in EGKG
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PRILOGE

Priloga A: Inhibicija bakterij vrst L. monocytogenes, C. jejuni in E. coli v gojis¢u MHB z dodanim
ekstraktom A. katsumadai ali z dodanim EGKG

Snov s Koncentraciia Inhibicija (log cfu/ml) po 24 urah

protimikrobnim . ! L .

delovanjem snovi (mg/ml) | L. monocytogenes | C. jejuni E. coli

. 4,103 / / *

A. katsumadai "S5 1,6 >4 (smrtost) | 0,9
0,313 / >4 (smrtnost) |/

EGKG 0,156 1 >4 (smrtnost) | 0,7
0,078 / >4 (smrtnost) |/

* zaviralno delovanje DMSO
/ nismo testirali

Priloga B: Inhibicija bakterij vrste L. monocytogenes pri kombinaciji ekstrakta A. katsumadai in EGKG v
gojis¢éu MHB

Kombinacija A. katsumadai | Inhibicija (log cfu/ml)
(mg/ml) in EGKG (mg/ml) po 24 urah

1,026 + 0,625 3,3

0,513+ 0,156 1,4

0,256 + 0,313 1,1

0,256 + 0,156 0,3

0,128 + 0,313 0,8

Priloga C: Inhibicija bakterij vrste C. jejuni pri kombinaciji ekstrakta A. katsumadai in EGKG v gojiscu
MHB

Kombinacija A. katsumadai | Inhibicija (log cfu/ml) po 24 urah
(mg/ml) in EGKG (mg/ml)

1,026 + 0,625 > 4,5 (smrtnost)
0,513 +0,313 > 4,5 (smrtnost)
0,513+ 0,156 > 4,5 (smrtnost)

0,513 + 0,078 > 4,5 (smrtnost)
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Priloga D: Inhibicija bakterij vrste E. coli pri kombinaciji ekstrakta 4. katsumadai in EGKG v gojis¢u MHB

Kombinacija A. katsumadai | Inhibicija (log cfu/ml) po 24 urah
(mg/ml) in EGKG (mg/ml)

4,103 +0,313 *
4,103 + 0,156 *
2,052 + 0,625 0,9
2,052 + 0,313 0,9
1,026 + 0,625 0,8
1,026 + 0,313 0,6
1,026 + 0,156 0,4
0,513 +0,313 0,4
0,513 + 0,156 0,3

* zaviralno delovanje DMSO

Priloga E: Inhibicija bakterij vrste L. monocytogenes in E. coli v pis€an¢jem soku z dodanim ekstraktom A.

katsumadai ali z dodanim EGKG

Snov s K s Inhibicija (log cfu/ml) po 24 urah
. . oncentracija
pmtlmlqubm snovi (mg/ml) L. monocytogenes | E. coli
m delovanjem
2,052 0,5 0,2
A. katsumadai | 1,026 0,6 /
0,513 0,7 /
5 / > 8§ (smrtnost)
2,5 > 7 (smrtnost) 0,02
EGKG 1,25 / 0,02
0,625 0,6 0,01
0,313 0,3 /

* zaviralno delovanje DMSO

/ nismo testirali




Kin¢i¢ A. Protimikrobno delovanje kombinacije ekstrakta Alpinia katsumadai in epigalokatehin galata na bakterijski koktajl.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2010

Priloga F: Inhibicija bakterij vrst L. monocytogenes, C. jejuni in E. coli pri izbrani kombinaciji 1,026 mg/ml
ekstrakta 4. katsumadai + 0,625 mg/ml EGKG v bakterijskem koktajlu

Inhibicija (log cfu/ml) po 120 urah

Temperatura | gojisce L. monocytogenes | C. jejuni E. coli
> 4 (smrtnost)
> >
37 0C MHB > 6 (smrtnost) > 5 (smrtnost) * | = 7,6 (smrtnost)
PiS¢ancji sok | > 6 (smrtnost) > 3,9 (smrtnost) | > 7 (smrtnost)
31 > 2.4 (smrtnost)
MHB ’ > 2,1 (smrtnost) | 2,2
*
Pis¢andji sok | 1,4 > 6,3 (smrtnost) | 1,3
8°C Sterilno
Razdeto 4,1 0,5 39
meso
Nesterilno 2.9 0.7 1.3

razdeto meso

* spremenjena atmosfera (10 % CO,, 3 % O,, 87 % Ny)




