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Zusammenfassung Die antimikrobielle Wirkung eines Extraktes aus fermentiertem Rooibos (Aspala-
thus linearis) auf lebensmittelhygienisch relevante Mikroorganismen in In-vitro-
Kultur wurde evaluiert. Es wurden Milchsadurebildner (Lactobacillus spp., Carno-
bacterium spp., Leuconostoc carnosum), Verderbniserreger (Bacillus spp.,
Brochothrix spp., Pseudomonas fluorescens) und pathogene Mikroorganismen (Li-
steria monocytogenes, Salmonella Enteritidis) in Nahrbouillon untersucht. Die Aus-
gangskeimzahl betrug 10°-10° KbE/ml. Der Rooibosextrakt wurde in einer
Konzentration von 5 mg/ml zugesetzt.

Die Proben wurden anschlief3end bei Temperaturen von 10 °C und 25 °C ins-
gesamt 28 Tage gelagert. Die Probennahme erfolgte vor Zugabe des Extraktes
sowie am Tag 1, 7, 14, 21 und 28 nach dessen Zugabe. Eine statistisch
abgesicherte bakteriostatische Wirkung des Rooibosextraktes auf Listeria mono-
cytogenes war bei einer Lagerungstemperatur von 10 °C in den ersten 14 Tagen
nachweisbar, bei 25 °C konnte kein Effekt auf Listeria monocytogenes gezeigt
werden. Die untersuchten Milchsaurebildner erwiesen sich bei 10 °C ab der ersten
Lagerungswoche als sensibel auf den Extrakt, da die Wachstumskurve bis
Versuchsende eine log-Stufe Differenz zur Kontrollbouillon aufwies. Die teilweise
beobachtete verstarkte Reduzierung der Verderbniserreger in den ersten 24 Stun-
den nach Zugabe des Rooibosextraktes bei beiden Lagerungstemperaturen bzw.
der Milchsaurebildner bei 25 °C war statistisch nicht abzusichern und bei den
weiteren Probenahmen nicht mehr darstellbar. Der Rooibosextrakt hatte keine
nachweisbare antibakterielle Wirkung auf Salmonella Enteritidis.

Schliisselworter: Rooibos, Lebensmittel, Listeria monocytogenes, Lagerung,
antibakterieller Pflanzenextrakt

Summary Antimicrobial effects of an extract out of fermented rooibos (Aspalathus linearis) on
lactic acid bacteria (Lactobacillus spp., Carnobacterium spp., Leuconostoc carno-
sum), food spoilage organisms (Bacillus spp., Brochothrix spp., Pseudomonas
fluorescens) and foodborne pathogens (Listeria monocytogenes, Salmonella
Enteritidis) were evaluated. The microorganisms were inoculated in nutrient broth
to reach an initial contamination dose of 2-3 log cfu/ml. 5 mg/ml rooibos extract
was added.

During storage at 10 °C and 25 °C for 28 days the growth of bacteria was moni-
tored directly before adding the rooibos and on day 1, 7, 14, 21 und 28 after
adding. Rooibos extract had a statistically verified antimicrobial activity on Listeria
monocytogenes at 10 °C within the first 14 days. There was no antilisterial effect
at 25 °C. A sensitivity of the extract against lactic acid bacteria (reduction by one
log unit) after one week of storage at 10 °C persisted to the end of the investiga-
tion. The partly detected inhibited growth of food spoilage organisms within the
first 24 hours at both temperatures and lactic acid bacteria at 25 °C respectively
was not statistically significant. There was no antibacterial activity on Salmonella
Enteritidis detectable.

Keywords: rooibos, food, Listeria monocytogenes, storage,
antibacterial plant extract
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Einleitung

Lebensmittel miissen derzeit vielen Anspriichen gentigen.
Sie sollen appetitlich aussehen, schmackhaft und gesund
sein aber dabei kostengiinstig bleiben. Zugleich erfordern
die Industrialisierung und Globalisierung des Lebens-
mittelmarktes und die damit verbundenen weiten Trans-
portwege eine lange Haltbarkeit und mikrobiologische
Sicherheit, welche durch eine Bearbeitung der Lebens-
mittel mit technischen Verfahren zur Keimreduktion und
Keimabtotung bzw. dem Zusatz von bspw. Konser-
vierungsstoffen realisiert wird. Dem gegeniiber steht seit
Jahren ein Trend zu moglichst unbehandelten oder 6ko-
logisch angebauten Lebensmitteln (Bautista-Banos et al.,
2006; Brand, 2006) bzw. zu Verzicht oder Einschrinkungen
von kiinstlichen Zusatzsoffen. Dieser Interessenkonflikt
fiihrt verstdarkt zu Forschungen und Entwicklungen zur
Verldangerung der Haltbarkeit mit natiirlichen Zusédtzen.
Ein moglicher Ansatzpunkt fiir die Haltbarmachung von
Lebensmitteln ist die Zugabe von Pflanzenextrakten mit
bakterizider bzw. bakteriostatischer Wirkung.

Rooibos (Aspalathus linearis, Fabaceae) wurde erstmals
1772 vom Botaniker C. Thunberg als Heilpflanze der
Khoikhoi beschrieben. Er wurde und wird bis heute auf-
grund der klimatischen Bedingungen vorrangig in den
Zederbergen nordwestlich von Kapstadt in Siuidafrika
kultiviert (Morton, 1983; Nel et al., 2007). Aufgrund der
gesundheitsfordernden Eigenschaften wird die Pflanze als
koffeinfreier und tanninarmer Kriutertee weltweit expor-
tiert und geschétzt. Das C—C-verbundene Dihydrochalcon-
glycosid Aspalathin ist das Hauptflavonoid im unfermen-
tierten Rooibos (Joubert, 1996) und wurde bisher nur aus
dieser Pflanze identifiziert (Koeppen und Roux, 1966).
Weitere aus Rooibos isolierte Flavonoide sind Orientin,
Isoorientin (Koeppen und Roux, 1965), Rutin, Isoquerce-
tin (Koeppen und Smit, 1962), Vitexin, Luteolin, Quercetin
(Rabe et al., 1994) und Nothofagin (Ferreira et al., 1995).
Urspriinglich schiitzen diese sekundédren Stoffe die Pflanze
vor der UV-Strahlung der Sonne und dienen zur Abwehr
von Schidlingen durch ihre antivirale, antibakterielle und
fungizide Wirkungsweise (Gould und Lister, 2006). In-
vitro-Versuche bestitigen, dass pflanzliche Flavonoide
Komplexe mit der Bakterienzellwand eingehen und somit
zu einer Lyse der Zellwand fithren konnen (Tsuchiya et al.,
1996). Kritisch ist anzumerken, dass sich die Inhaltsstoffe
der Extrakte und damit die Wirkung je nach Pflanzenbe-
standteil, Herkunft, Erntezeitpunkt und Bearbeitung des
Extraktes unterscheiden (Joubert und de Beer, 2011; van
Heerden et al., 2003). Vor allem durch Licht und Sauerstoff
werden Inhaltsstoffe (Aspalathin, Nothofagin) oxidiert
und gehen als antioxidativ wirksame Verbindungen verlo-
ren (Joubert, 1996). In 1 g 16slicher Trockensubstanz des
unfermentierten Rooibostees sind 49,9 mg Aspalathin und
circa 9 mg Flavonoide enthalten (Bramati et al., 2003), in
der gleichen Menge fermentierten Rooibostee nur noch 1,2
mg Aspalathin und ungeféhr 4,3 mg flavonoide Bestandtei-
le (Bramati et al., 2002). Die antioxidative Wirkung des un-
fermentierten Aspalathins ist vergleichbar mit der von Vi-
tamin E und synthetischer Konservierungsmittel
(BHT=Butylhydroxytoluol=E320, BHA=Butylhydroxya-
nisol=E321) und beruht auf dessen molekularer Struktur
(von Gadow et al., 1997). In humanmedizinischen Studien
wurden mogliche protektive Effekte bei kardiovaskuldren
Erkrankungen bestitigt sowie ein hemmender Einfluss auf
das Wachstum von Krebszellen (Wang und Mazza, 2002;

Joubert und de Beer, 2011). Konsumiert wird Rooibostee
daher nicht nur wegen des besonderen Geschmacks,
sondern auch zur Linderung von Allergien und bei Magen-
Darm-Problemen (Morton, 1983). AuBerhalb des Lebens-
mittelbereichs findet Rooibostee z. B in Form eines mit
Aspalathin-angereicherten Extraktes auch Anwendung im
Kosmetikmarkt (Griiner-Richter et al., 2008). Derzeitige
Patentmeldungen (z. B. W0O/2010/000580,
WO/2010/000564) belegen das groBe Interesse an den bio-
aktiven Inhaltsstoffen von Rooibos.

Antimikrobielle Effekte pflanzlicher Wirkstoffe und
natiirlicher #therischer Ole auf lebensmittelhygienisch
relevante Mikroorganismen wurden in In-vitro-Test-
systemen durch unterschiedliche Diffusions- und Dilu-
tionstests zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzen-
tration nur spérlich untersucht und teilweise bestitigt
(Smith-Palmer et al., 1998; Cowan, 1999; Brul und Coote,
1999; Burt, 2004; Holley und Patel, 2005).

Rooibos zeigte in Untersuchungen von Schepers (2001)
eine bakteriostatische Wirkung auf lebensmittelassoziierte
Keime. In ihren Untersuchungen erwies sich der wasser-
extrahierte Extrakt aus fermentiertem Rooibos in einer
Konzentration von 5 g/l am effektivsten. Mit Hilfe der
Spektrophotometrie konnte in den ersten 12-18 Stunden
bei 37 °C und einer Ausgangskeimzahl von 6,0 x 10°
KbE/ml eine Verringerung des Wachstums bei E. coli von
69 %, bei Staphylocoocus aureus um 90,8 %, Listeria mono-
cytogenes um 89,2 %, Streptococcus mutans um 84,1 % und
Bacillus cereus um 80,3 % nachgewiesen werden, wéhrend
das Wachstum von Zygosaccharomyces rouxii zanahm. Im
Zuge der Patentanmeldung wurde eine antimikrobielle
Wirkung eines mit Aspalathin-angereicherten Extraktes
aus unfermentiertem Rooibos auf Escherichia coli, Staphy-
lococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa sowie eine
fungizide Wirkung gegen Aspergillus niger dokumentiert,
aber nicht ndher ausgefiihrt (Griiner-Richter et al., 2008).
Almajano et al. (2008) konnten in Agardiffusionstests, aus-
gehend von einer Mikroorganismendosis von 10>-103
KbE/ml bei 30 °C, eine schwache antimikrobielle Wirkung
des wasserextrahierten Rooibos (Konzentration 75 mg/ml)
gegeniiber Bacillus cereus innerhalb von 48 Stunden aufzei-
gen. Es war keine Wirkung auf Pseudomonas aeruginosa,
E. coliund Lactobacillus acidophilus darstellbar. Sandasi et
al. (2010) zeigten, dass der fermentierte CH,CL,/MeOH-
extrahierte Rooibos mit einer Konzentration von 1 mg/ml
eine initiale Zellanheftung von Listeria monocytogenes an
PVCbei 37 °C um mehr als 50 % hemmen konnte, wihrend
die Wachstumshemmung eines Listeria monocytogenes-
Biofilmes deutlich unter 50 % lag (Listeria monocytogenes-
Ausgangsdosis: 10° KbE/ml). Einen potenziellen bakterio-
statischen Effekt des unfermentierten Rooibos, extrahiert
mit Ethanol in einer Konzentration von 10 mg/ml, von 60—
85 % in den ersten 48 Stunden wiesen Coetzee et al. (2008)
auf E. coli, mit einer Ausgangskonzentration von 10°-10°
KbE/ml, im Ndhrmedium bei 37 °C nach.

Die einzelnen Studien zu Rooibus-Extrakten, ob in
fermentierter oder unfermentierter Form, konnten
teilweise eine hemmende Wirkung auf Mikroorganismen
belegen, jedoch bezogen sich die Untersuchungen oft auf
kurze Zeitriume und dokumentieren den weiteren
Forschungsbedarf.

Ziel dieser Arbeit ist daher die Evaluierung der Wirk-
samkeit eines Pflanzenextraktes aus fermentiertem Rooi-
bos auf lebensmittelhygienisch relevante Mikroorganis-
men (Milchsédurebildner, Arten von Bacillus, Brochothrix,
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Pseudomonas, Listeria und Salmonella) in In-vitro-Kultur
in Lagerungsversuchen bei unterschiedlichen Tempera-
turen. Es sollen Daten generiert werden, die eine mogliche
Anwendbarkeit des Rooibosextraktes im Lebensmittel,
zur Reduktion pathogener Mikroorganismen oder Ver-
langerung der Haltbarkeit, ermoglichen sollen.

Material und Methoden

Mikroorganismen
Fiir die Untersuchungen wurden die in Tabelle 1 aufgefiihr-
ten Mikroorganismenstimme herangezogen.

Die aus Lebensmitteln isolierten Bakterienstimme wur-
den bis zur Untersuchung bei —86 °C gelagert.

Zur Rekultivierung wurden die Mikroorganismen
jeweils in Ndhrbouillon (SIFIN TN 1172) iiberfiihrt und bei
dargestellter Temperatur-Zeit-Kombination (Tab. 1)
bebriitet, auf entsprechende Nidhragarplatten iiberimpft
und wiederum inkubiert, um ausreichend Koloniematerial
zu erhalten. Fiir die weitere Verwendung wurde alle vier
Wochen von jedem Stamm eine gut entwickelte Einzel-
kolonie passagiert.

Pflanzenextrakt

Der Extrakt aus fermentiertem Rooibos (RE), der sich in
Voruntersuchungen als steril erwies, wurde von der
Adalbert-Raps Lebensmittelforschung gem. GmbH
Kulmbach zur Verfiigung gestellt und in einer Konzen-
tration von 5 mg/ml Nahrbouillon eingesetzt. Der fermen-
tierte und getrocknete Extrakt aus Rooibos wurde mittels
eines ethanolisch-wissrigen Extraktionsverfahrens (80:20)
bei Raumtemperatur fiir 1,5 bis 3 Stunden mit einem
nachgeschalteten Ethylacetat-Waschschritt zur Entfernung
des Chlorophyll gewonnen. Der Aspalathingehalt betragt
15-20 % und der Anteil der Gesamtphenole mindestens
40 %.

Versuchsablauf

Zur statistischen Absicherung der Ergebnisse wurde jeder
Versuch fiir jeden Mikroorganismenpool bzw. Einzelkeim
fiinfmal wiederholt.

TABELLE 1: Untersuchte Bakterienstimme.

Eine gut entwickelte Kolonie der vorbereiteten Test-
keime wurde in die entsprechende Néhrlosung (MSB in
MRS-Bouillon (SIFIN TN 1205), Bac., B., P, L. und S. in
Nihrbouillon (SIFIN TN 1172)) eingebracht und bei der
jeweiligen Optimaltemperatur (Tab. 1) 24 Stunden be-
briitet. Um den Einfluss des Rooibos-Extraktes auf
moglichst viele Mikroorganismen untersuchen zu konnen,
wurden aus den Flissigkulturen (Entnahme von jeweils
1 ml) der Milchsdurebildner, der Bacillus- und Brocho-
thrix-Spezies Pools mit bis zu fiinf Stammen gebildet
(s. Tab. 1). Durch Vorversuche zum Wachstumsverhalten
der Einzelkeime konnte eine Uberwucherung durch einen
Bakterienstamm ausgeschlossen werden. Pseudomonas
fluorescens, Listeria monocytogenes und Salmonella Ente-
riditis wurden als Einzelspezies beprobt.

Um die Ausgangskeimzahl von circa 10>-10° KbE/ml
Bouillon zu erreichen, wurden von den ungepoolten bzw.
gepoolten 24-h-Bakterienkulturen Dezimalverdiinnungs-
reihen in NaCl-Pepton (8,5 g NaCl, 1 g Pepton aus Casein
gelost in 1 1 Aqua dest.) bis zu einer Konzentration von
10° KbE/ml hergestellt. Aus dieser Stufe wurde viermal
1 ml Probe entnommen und damit jeweils 4 Rohrchen a
9 ml MRS (MSB) oder Nihrbouillon (Bac., B., P, L., S.)
beimpft. Zwei der so hergestellten Bouillon-Réhrchen
wurden mit RE in einer Dosis von 5 mg/ml versetzt, die
beiden anderen Rohrchen ohne RE dienten als Kontroll-
bouillon. Von den so priparierten Ansédtzen wurden je
Mikroorganismus jeweils eins mit RE und ein Kontroll-
rohrchen fiir 28 Tage bei 10 °C (Kiihlschrank Liebherr)
sowie 25 °C (Brutschrank Binder BD 53) gelagert. Die
entstandene Ausgangskeimzahl wurde noch vor Zugabe
des PE bestimmt. Die weiteren Probennahmen erfolgten
nach 24 Stunden und am Tag 7, 14, 21 und 28. Zu den
jeweiligen Zeitpunkten wurde jeder Ansatz gut durch-
mischt. Die erreichten Keimzahlen wurden mit Hilfe des
Oberfldchenverfahrens (Spatelverfahren) nach dem amt-
lichen Untersuchungsverfahren § 64 LEFGB bestimmt.

Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit dem Statistik-

programm PASW Statistics 18 (SPSS Software GmbH,

Miinchen) durchgefiihrt. Es erfolgte eine Priifung auf
Normalverteilung der logarithmierten
Gesamtkeimzahlen mit dem Shapiro-

Stamm Spezies Herkunft ) Anzuchtbedingun_gen » Wilk-Test. Mittelwerte und Standard-
Nahr- Tempoeratur Zeit 0,-Milieu fehler der logarithmierten Gesamtkeim-
: : agar ) D zahlen wurden durch die deskriptive
Milchsdurebildner . Statistik ermittelt. Das Wachstum der
(MSB) Lac sakei CClL Mikroorganismen in Bouillon mit und
Lac. brevs CCIL ohne RE wurde gegeneinander durch die
Leuc. camosum CCIL Ivsis of vari ANOVA
C pesie L one-way analysis of variance ( )
C. divergens L MRS 37 72 microaerophi mit Mehrfachvergleichen nach Scheffe
. — ausgewertet (p < 0,05).
Bacillus (Bac,) Bac. subtills CCILL
Bac. megaterium ~ CCILL PC 37 72 aerob
Brochothrix (B) B. thermosphacta 1 CCILL TSA 30 48 aerob Ergebnisse
B. thermosphacta 2~ CCILL
B. thermosphacta 3 CCILL Zur besseren Ubersicht werden die Milch-
Pseudomonas (B) P fluorescens 6 CCILL PC 30 48 aerob sdurebildner (Lactobacillus spp., Carno-
Listeria () L monogtogenes MR bacterium spp-, Leuconostgc carnosum)
589, Serovar ¢ Kulmbach Blut 37 24 aeroh und Verderbniserreger (Bacillus spp., Bro-
Salmonel (5) S, Entertds coL pC 30 7 aeroh chothrix spp., Pseudomonas fluorescens)

zusammengefasst sowie pathogene Mikro-

Erléuterung: Lac. = Lactobacillus, Leuc. = Leuconostoc, C. = Camnobacterium; CCILL: Culture Collection-Institut fiir Lebensmittelhygiene Leipzig; MRI: Max-Rubner-nstitut, Kulmbach;
MRS = Nahragar fiir Lactobacillus nach de Man, Rogosa, Sharpe (SIFIN TN 1201+TWEEN 80, TN 1422); PC = Plate-Count- Agar (SIFIN TN 1189); TSA = Sojapepton-Caseinpepton-

Agar nach EP (SIFIN TN 1185); Bluit = Columbia-Agar mit Schafblut™ (5 %) (Oxoid Art.-Nr. PB50394)
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organismen (Listeria monocytogenes,
Salmonella Enteritidis) einzeln dargestellt.
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Milchsdurebildner und Verderbniserreger,10 °C
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ABBILDUNG 1: Verlauf Keimzahl in Nihrbouillon bei 10 °C mit (+ RE) und ohne (— RE) Rooibosextrakt, MSB = Milch-
saurebildner, Bac. = Bacillus spp., B. = Brochothrix spp., P. = Pseudomonas fluorescens, RE = Rooibos-

extrakt

Die graphische Darstellung der Ergebnisse der In-vitro-
Versuche erfolgt separat fiir jede Lagerungstemperatur.

Milchsadurebildner und Verderbniserreger

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Zugabe von RE
die vorhandenen Milchsiurebildner bei einer Lagerungs-
temperatur von 10 °C leicht beeinflussen konnte. Nach
24 Stunden ist noch keine Wirkung des RE darstellbar, aber
nach einer Woche verlduft das Wachstum der MSB nach
RE-Zugabe circa eine Zehnerpotenz niedriger als in der
Kontrolle. Am Ende der Lagerung erreichen die MSB-
Werte in der Bouillon mit RE 4,5 x 10> KbE/ml, in der
Negativkontrolle konnten 3,0 x 10° KbE/ml detektiert
werden (Abb. 1). Eine statistisch signifikante Differenz ist
jedoch nicht darstellbar.

Bei einer Lagerungstemperatur von 25 °C kommt es in
der Bouillon mit RE innerhalb des ersten Tages zu einer
Wachstumshemmung der MSB von einer log-Stufe.
Danach erhohen sich die MSB-Zahlen innerhalb einer
Woche exponentiell auf Werte von 1,8 x 10®8 KbE/ml,
unabhingig von der Zugabe des RE. Bis zum Ende des
Lagerungsversuches bleibt dieser Wert erhalten (Abb. 2).
Beide Kurvenverldufe sind nahezu parallel und statistisch
daher keine signifikanten Unterschiede nachweisbar.

Die Bacillus spp. zeigen bei 10 °C sowohl mit als auch
ohne PE kein Wachstum. Die Ausgangskeimzahl von 1,9 x
10> KbE/ml sinkt mit und ohne RE nahezu zeitgleich auf
<10 KbE/ml ab. In einzelnen Ansitzen waren auch nach
Anreicherung keine Spezies mehr nachweisbar (Abb. 1).

Bei einer Lagerungstemperatur von 25 °C kommt es mit
RE in den ersten 24 Stunden zu einer Wachstumshemmung
von zwei log-Stufen im Vergleich zur Kontrolle. In den nach-
folgenden Probenahmetagen ist ein exponentieller Anstieg
der Bac.-Zahl auf Werte von tiber 10° KbE/ml darstellbar
(Abb. 2). Statistisch ergaben sich keine Unterschiede zwi-
schen den Bac.-Wachstumskurven mit und ohne RE.

Die exponentiellen Kurvenverldufe der Brochothrix
spp. in Bouillon mit und ohne RE sind iiber den gesamten
Zeitraum sowohl bei einer Lagerungstemperatur von 10 °C
als auch von 25 °C als nahezu identisch zu bezeichnen. Bei
beiden Lagerungstemperaturen sind innerhalb der ersten
24 Stunden Wachstumsunterschiede der B. spp. von circa
einer log-Stufe zwischen der Bouillon mit und ohne RE-
Zusatz zu beobachten. Diese Unterschiede konnen nach
einer Woche nicht mehr nachgewiesen werden. Es werden
Werte von etwa 5,0 x 107 KbE/ml erreicht. Diese hohen
Keimzahlen bleiben bis Tag 28 erhalten (Abb. 1 und 2).
Statistische Unterschiede sind nicht zu verzeichnen.

1,00E+10

Milchsiurebildner und Verderbniserreger, 25 °C

_. 1,00E+08 ----- MSB - RE
E —+—MSB +RE
5 1,00E+06 ---a-- Bac. - RE
E —&—Bac. + RE
g x--- B.-RE
E 1,00E+04 e B RE
= =--P.-RE
2 1,00E+02 —R=P ot RE
1,00E+00 —+— b oo - ;
0 1 7 14 21 28
Zeit (Tage)

ABBILDUNG 2: Verlauf Keimzahl in Nihrbouillon bei 25 °C mit (+ RE) und ohne (- RE) Rooibosextrakt, MSB = Milch-
saurebildner, Bac. = Bacillus spp., B. = Brochothrix spp., P. = Pseudomonas fluorescens, RE = Rooibos-

extrakt.
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ABBILDUNG 3: Verlauf Keimzahl in Nihrbouillon bei 10 °C mit (+ RE) und ohne (— RE) Rooibosextrakt, L. = Listeria
monocytogenes, S. = Salmonella Enteritidis, RE = Rooibosextrakt.

Bei beiden Lagerungstemperaturen ist am ersten Tag
nach Zugabe des RE das Wachstum von Pseudomonas im
Vergleich zur Kontrolle um mehr als eine log-Stufe ver-
ringert. Innerhalb einer Woche vermehrt sich der Stamm
bei 10 °C und 25 °C auf circa 10° KbE/ml und bleibt bis zum
Ende der Lagerungsversuche am Tag 28 auf diesem
Niveau. Im Kurvenverlauf ist kein statistischer Unter-
schied durch die Zugabe von RE im Vergleich zur Kon-
trollbouillon darstellbar (Abb. 1 und 2).

Pathogene Organismen
Die Zugabe des RE bewirkt in der Néhrbouillon mit
Listeria monocytogenes einen deutlichen Hemmeffekt des
Mikroorganismenwachstums bei einer Lagerungstempe-
ratur von 10 °C, der sich bis Tag 14 auch statistisch belegen
lasst (p < 0,05). Die L. in der Kontrollbouillon vermehren
sich ausgehend von der Ausgangskeimzahl von 3.5 x
10° KbE/ml zunichst verzogert (Tag 1: 4,0 x 10° KbE/ml).
Danach erhoht sich die L.-Zahl in der Kontrollbouillon
exponentiell auf 4,0 x 10® KbE/ml und verbleibt in dieser
hohen Konzentration bis zum Ende der Lagerung. In der
Bouillon mit RE sinkt die L.-Zahl von 3,5 x 10’ KbE/ml auf
1,3 x 10° KbE/ml nach 24 Stunden und weiter auf 3,7 x
10> KbE/ml nach einer Woche. Erst danach tritt ein ge-
steigertes Wachstum der L.-Population ein. Am Tag 14 ist
eine L.-Zahl von 2,5 x 10* KbE/ml nachweisbar. Bis zum
Ende der Lagerung ist ein dhnlich hoher Wert wie in der
Kontrollbouillon (1,3 x 10® KbE/ml) zu verzeichnen
(Abb. 3).

Bei der Lagerungstemperatur von 25 °C ist kein statis-
tischer Unterschied im L.-Wachstum in der Bouillon mit

RE und der Kontrollbouillon nachweisbar. Innerhalb eines
Tages kommt es bei beiden zu einem starken exponen-
tiellen Anstieg auf circa 10®° KbE/ml. Dieser hohe Wert
bleibt bis zum Ende der Lagerung erhalten (Abb. 4).

Das Wachstumsverhalten von Salmonella Enteritidis in
der Nihrbouillon mit und ohne RE zeigt keinen statistisch
signifikanten Unterschied. Bei einer Lagerungstemperatur
von 10 °C kommt es ausgehend von der Ausgangsdosis zu
einem gleich bleibenden Level der Mikroorganismenzahl
von circa 10° KbE/ml (Abb. 3). Bei einer Lagerung von
25 °C erhoht sich die S.-Zahl unabhingig von der RE-
Zugabe innerhalb von 24 Stunden exponentiell auf tiber
108 KbE/ml. Dieser Wert bleibt bis zum Ende des Lage-
rungszeitraumes nahezu erhalten (Abb. 4).

Diskussion

Brochothrix spp., Pseudomonas fluorescens und Listeria
monocytogenes reagierten innerhalb der ersten 24 Stunden
der Lagerung bei 10 °C mit einer Wachstumsverzogerung
und erwiesen sich somit als sensitiv auf den fermentierten
RE. Bei den weiteren Probenahmen war eine statistisch
signifikante Wirkung nur noch bei Listeria momocytogenes
darstellbar, mit Keimzahlunterschieden zur Kontrolle von
4 bis 5 log-Stufen. Die antilisterielle Wirkung des RE inner-
halb der ersten 24 Stunden bestitigen auch Schepers (2001)
und Sandasi et al. (2010). Bacillus spp. und Salmonella
Enteritidis lieBen sich durch den RE bei 10 °C nicht be-
einflussen. Die untersuchten Milchsdurebildner zeigten
nach 24 h zwar noch keine nachweisbare Wachstums-

pathogene Mikroorganismen, 25 °C
— 1,00E+10
E e
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ABBILDUNG 4: Verlauf Keimzahl in Ndahrbouillon bei 25 °C mit (+ RE) und ohne (— RE) Rooibosextrakt, L. = Listeria
monocytogenes, S. = Salmonella Enteritidis, RE = Rooibosextrakt.
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hemmung, aber im weiteren Lagerungsverlauf war in der
Bouillon mit RE die Keimzahl eine log-Stufe niedriger. Da
die optimale Wachstumstemperatur der Milchsédurebild-
ner/Bacillen/Salmonellen bei 37 °C liegt, spielt evt. auch die
Lagerungstemperatur von 10 °C eine Rolle, die die
Teilungsintensitidt verlangsamt hat, wodurch generell nur
geringe Keimzahlen erreicht wurden. Almajano et al.
(2008) konnten trotz einer hohen eingesetzten Konzen-
tration des Rooibos von 75 mg/ml keine antibakterielle
Wirkung des Rooibos auf Lactobacillus acidophilus auf-
zeigen. Da Milchsdurebildner in der Lebensmittelher-
stellung auch als Starterkulturen genutzt werden, wire
eine individuelle Evaluierung der Wirkung des REs auf
jede entsprechende Kultur vor dem Einsatz im Lebens-
mittel zwingend, um die Produktqualitét zu sichern.

Bei 25 °C Lagerungstemperatur vermag der RE das
Wachstum der Milchsdurebildner, Bacillus spp., Brocho-
thrix spp. und Pseudomonas fluorescens in den ersten
24 Stunden zu verzogern. Fiir einen Bacillus cereus-Stamm
konnten auch Almajano et al. (2008) innerhalb von 48 h
eine schwache antimikrobielle Wirkung konstatieren. Im
weiteren Verlauf der Lagerung war keine antibakterielle
Wirkung mehr zu verifizieren. Listeria monocytogenes und
Salmonella Enteritidis zeigten bei 25 °C keine Reaktion auf
den eingesetzten RE.

Insgesamt konnte in den Versuchen das Absinken der
Mikroorganismenzahl verschiedener Testkeime (s. Tab. 2)
in den ersten 24 Stunden nach Zusatz des RE beobachtet

TABELLE 2: Wirkungsweise des Extraktes aus fementiertem

Rooibos.
Rooibosextrakt
10 °C 25 °C
24 h 28d 24 h 28d
Milchsaurebidner - +- H- -
Bacillus spp. - - H- -
Brochothrix spp. +- - +- -
Pseudomonas fluorescens H- - +- -
Listeria monocytogenes + - - -

Salmonella Enteriticlis - - - _

Erlauterung: - keine Wirkung, +/— Wirkung nicht statistisch nachweisbar, + Wirkung statistisch nachweisbar

werden. Allerdings war bei keinem der getesteten Mikro-
organismen ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle
darstellbar. Im weiteren Verlauf der Lagerung hob sich
diese Wirkung auf. Da dieses Ergebnis nicht bei allen
Mikroorganismen gleichermafen auftritt, kann ein mog-
licher Verdiinnungseffekt durch Zugabe des pulverfor-
migen PE ausgeschlossen werden. Zu vermuten ist ein
Einfluss der Temperatur sowie der Teilungsintensitit der
Mikroorganismen in Zusammenhang mit den wirksamen
Bestandteilen des RE. Die Komplexbildung der Flavo-
noide mit der Bakterienzellwand ist wahrscheinlich be-
sonders effektiv bei hoheren Temperaturen. Diese fithren
zum einen zu einer beschleunigten Teilungsrate der Mikro-
organismen. Zum anderen konnten Tommasini et. al.
(2004) darstellen, dass die Loslichkeit der Flavonoide und
damit die Wirkstoffkonzentration bei hoheren Temperatu-
ren zunimmt. Eine damit verbundene mogliche Schiadigung
konnte das verzogerte Wachstum der Testkeime und ver-
langerten lag-Phasen zu Versuchsbeginn erkldren. Der
darauffolgende Anstieg der Mikroorganismen zeigt, dass
die Wirkung des RE als bakteriostatisch einzuordnen ist
(Schepers, 2001).

Da ein fermentierter Extrakt getestet wurde, kann der
Gehalt an Aspalathin nicht allein die Ursache fiir diese
Wirkung darstellen. Vermutlich ist der Grund ein Zu-
sammenspiel mehrerer Komponenten des Pflanzenextrak-
tes. So konnten Krafczyk und Glomb (2008) in ihrer Arbeit
eine Charakterisierung der phenolischen Inhaltstoffe in
Extrakten aus unfermentierten und fermentierten Rooibos
zeigen. Eine Datenbank iiber die Inhaltstoffe des Rooibos
und deren Wirkung befindet sich derzeit im Aufbau
(Joubert und de Beer, 2011). Der Abbau der instabilen
Inhaltstoffe wird als moglicher Grund fiir den Wirkungs-
verlust des Rooibos wihrend der Lagerung thematisiert
(Coetzee et al., 2008), gleichzeitig konnten die, durch die
Oxidation des Aspalathin entstehenden, phenolischen
Zwischen- und Endprodukte ebenfalls eine mogliche anti-
mikrobielle Wirkung entfalten. Die Zusammensetzung des
Pflanzenextraktes und die Gewinnung in immer gleich-
bleibender Qualitédt stellt auch gleichzeitig die grofite
Herausforderung dar (van Heerden et al., 2003). Trotz aller
Bestrebungen standardisierte Studien mit vergleichbaren
Ergebnissen zu erhalten, handelt es sich um ein Natur-
produkt, dessen Inhaltsstoffe in Abhdngigkeit von dufleren
Einfliissen wéahrend der Vegetationsphase sowie Weiter-
verarbeitung und Lagerung variieren. Der Phenol- und
Aspalathingehalt muss bei jeder Charge neu bestimmt wer-
den, wobei die Bestimmung der Einzelkomponenten erst
der Anfang ist. Das Zusammenspiel der phenolischen
Wirkstoffe ist im Moment noch zu wenig verstanden.

Als alleinige antimikrobielle Komponente ist die Zu-
gabe von Rooibosextrakt keine ausreichende Mafnahme,
um eine Reduktion bzw. Inaktivierung pathogener oder
verderbniserregender Mikroorganismen zu erreichen.
Trotz allem bieten die Ergebnisse bei 10 °C Lagerungstem-
peratur einen vielversprechenden Ansatz zur Anwendung
im Lebensmittel, da ein deutlicher bakteriostatischer Ef-
fekt des REs auf Listeria monocytogenes nachweisbar war.
Um diese Wirkung ldanger aufrecht zu erhalten, miisste ein
wiederholter Zusatz des RE in Betracht gezogen und ge-
priift werden. Die Ergebnisse unterstreichen, dass der Ein-
fluss von Pflanzenextrakten generell iiber eine ldngere La-
gerungszeit getestet werden muss, da nach 24 oder 48 h oft
nur kurzzeitige Effekte beobachtet wurden, die meisten
Lebensmittel aber eine langere Haltbarkeit aufweisen. Der
Einfluss der Lebensmittelkomponenten auf den RE bzw.
die Mikroorganismen sowie mogliche synergistische oder
antagonistische Einfliisse konnen aber ohnehin nur direkt
im Lebensmittel erprobt werden, da die Aussagen von In-
vitro-Studien nicht ohne weiteres tibertragbar sind (Schir-
mer und Langsrud, 2010). Insgesamt konnte mit diesen
Versuchen das Potential von RE fiir ein breiteres Spektrum
an Mikroorganismen bewertet werden. So liegen erstmals
auch Erkenntnisse zur Wirksamkeitspriifung auf Salmo-
nella Enteritidis und Pseudomonas fluorescens vor.
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