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Ugotavljali smo prezivetje sevov vrst Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus in
Streptococcus thermophilus v simuliranih prebavnih sokovih. Po tretiranju bakterij
s simuliranim zelod¢énim, zol¢nim in ¢revesnim sokom smo prezivetje bakterij
Prezivetje bakterij iz sveze kulture smo primerjali s prezivetjem liofiliziranih
bakterij v komercialnih prehranskih dopolnilih. V simuliranem Zelodénem soku z
vrednostjo pH 2 so od laktobacilov preziveli sevi L. bulgaricus R1, L. bulgaricus
OB2, L. bulgaricus TS in L. bulgaricus C1 in nobeden od testiranih streptokokov.
Simuliran zelod¢ni sok s pH 3 so preziveli vsi testirani sevi. Tako sevi vrste L.
bulgaricus kot tudi seva vrste S. thermophilus so obutljivi za Zol¢, saj pri nobenem
Sevu Cipn, i bil manjsi od 0,4. V simuliranem ¢revesnem soku sta najbolje prezivela
seva L. bulgaricus CH in L. bulgaricus OB2, katerih zacetno Stevilo je padlo za 2
do 3 log enote, v enakih pogojih pa sta prezivela tudi seva vrste S. thermophilus,
vendar je zacetno Stevilo padlo za 4 do 6,5 log enot. V treh prehranskih dopolnilih
sta bila prisotna seva L. bulgaricus BF in S. thermophilus BF, ki sta spadala v Cistih
kulturah med bolj obcutljive seve. Ugotovili smo, da sta v primerjavi s sevoma v
Cisti kulturi, oba seva v liofiliziranih izdelkih bolje prezivela samo v simuliranem
zelodénem soku pri pH 2, sev L. bulgaricus BF pa tudi v simuliranem ¢revesnem
soku. Zacetno Stevilo bakterij seva L. bulgaricus BF v liofiliziranih izdelkih je
znaSalo okoli 6 log ke/g izdelka, kar je v skladu s Stevilom, ki ga navajajo
deklaracije izdelkov (10° ke/g izdelka). Za&etno tevilo bakterij seva S.
thermophilus BF v liofiliziranih izdelkih je znaSalo okoli 8 log ke/g izdelka, vendar
ta vrsta bakterij ni bila navedena v deklaracijah.
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AB  We examined the survival of strains of two species, Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus and Streptococcus thermophilus in simulated gastrointestinal juices.
After treating of these bacteria with simulated gastric, bile and intestinal juices, we
used the conventional colony counting method to determine their survival. We
compared the survival of bacteria obtained from overnight cultures with the
survival of lyophilised bacteria from commercial food supplements. In simulated
gastric juice with pH 2 survived the strains L. bulgaricus R1, L. bulgaricus OB2, L.
bulgaricus TS and L. bulgaricus C1 but not strains of S. thermophilus. In simulated
gastric juice with pH 3 survived all tested strains. Tested strains of both species are
sensitive to bile because neither of them had the inhibition coefficient lower than
0,4. In simulated intestinal juice the strains L. bulgaricus CH and L. bulgaricus
OB?2 had the best survival rate, their initial number fell by 2-3 log units. In the same
conditions the strains of S. thermophilus also survived, but their initial number fell
by 4-6,5 log units. Three food supplements with the strains L. bulgaricus BF and S.
thermophilus BF, which were very sensitive in fresh cultures, were tested as well.
We found out that in comparison with the strains in pure culture both strains in
lyophilised product survived better only in the simulated gastric juice at pH 2 and
L. bulgaricus BF survived better also in simulated intestinal juice. Initial number of
L. bulgaricus BF in the lyophilised product was around 6 log ke/g of the product,
what is comparable to the product’s declaration (10° ke/g of product). The initial
number of S. thermophilus BF was around 8 log ke/g of lyophilised product. This
species was not stated in the declaration.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

B. Bifidobacterium

cfu Colony forming unit

Cinh. Koeficient inhibicije

FAO Food and Agriculture Organization of
the United Nations
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ke Kolonijske enote

L. Lactobacillus

log Logaritem

MRS Gojisce de Man — Rogosa - Sharpe

OTC Over-the-counter (zdravila brez recepta)

S. Streptococcus

WHO Svetovna zdravstvena organizacija

(World Health Organization)
L. bulgaricus BF sev vklju€en v probioticen izdelek

S. thermophilus BF sev vklju€en v probioti¢ni izdelek
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1 UVOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Povecevanje stroskov zdravstvene nege, daljSanje zivljenjske dobe in Zelja odraslih po
kvalitetnejSem zivljenju so danes pomembni dejavniki, ki vzpodbujajo razvoj in mnoge
raziskave na podro¢ju funkcionalne hrane in prehranskih dopolnil, med katere uvrs¢amo

tudi probioti¢ne izdelke (Vasiljevic in Shah, 2008).

Uzivanje izdelkov, ki vsebujejo probioti¢ne bakterije, lahko vpliva na gostitelja posredno
preko spreminjanja sestave ¢revesne mikroflore, ali pa neposredno. Med pozitivne uc¢inke
na zdravje ljudi omenjajo preprecevanje ali zdravljenje diareje, povecevanje odpornosti
proti ¢revesnim patogenim bakterijam, preprecevanje raznih bolezni prebavil in
protikancerogeno delovanje (Santosa in sod., 2006). Stevilo probioti¢nih bakterij v izdelkih
in preparatih ni predpisano z zakonodajo niti v Sloveniji, niti v drugih drZzavah. Po mnenju
strokovnjakov, ki so opravili Stevilne raziskave, naj bi bilo v izdelku prisotnih minimalno

10° probioti¢nih bakterij na ml oziroma gram izdelka (Saarela in sod., 2000).

O probioti¢nem izdelku ali preparatu lahko govorimo takrat, kadar vsebuje seve, stabilne v
pogojih, ki vladajo v prebavnem traktu. To pomeni, da morajo priti bakterije Zive v ¢revo
in se tam vsaj zac¢asno naseliti (Rogelj, 1997). Neugodne pogoje v prebavilih predstavljajo
nizke vrednosti pH v Zelodcu zaradi izloCanja Zelod¢ne kisline in visoke koncentracije
zol¢nih kislin ter encimov v tankem Erevesu. Za mnoge od probioti¢nih bakterij iz
tovrstnih izdelkov ni na voljo podatkov o njihovih lastnostih, kot so prezivetje med
prehodom skozi prebavila in u¢inkovitost delovanja. Na prezivetje namre¢ lahko vplivajo
tudi sestavine izdelka (proteini, laktoza, oligosaharidi, antioksidanti...), ki v mnogih

primerih zagotavljajo dodatno zas¢ito pred neugodnimi pogoji (Anal in Singh, 2007).

Sposobnost prezivetja ugotavljamo tako in vitro, kjer skuSamo ustvariti pogoje, ki so ¢im
bolj podobni tistim v prebavilih, kakor tudi in vivo na zivalskih modelih ali ljudeh. In vivo

raziskave so zelo kompleksne, zato za ugotavljanje sposobnosti prezivetja bakterij v
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prebavnih pogojih uporabljajo tudi vec¢-oddeléne modele, ki simulirajo posamezni del
Cloveskega prebavnega trakta (Palencia in sod., 2008).

V okviru naloge smo nameravali z razli¢nimi mikrobiolo§kimi metodami ugotoviti,
kolik$no je zaCetno Stevilo bakterij v probioti¢nih izdelkih, kako dobro bakterije vrst
Streptococcus thermophilus in Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (v nadaljevanju
L. bulgaricus) v Cistih kulturah in liofiliziranih probioti¢nih prehranskih dopolnilih
prezivijo v simuliranih pogojih prebavil, ter kako vplivajo na njihovo prezivetje sestavine

pripravkov (matriks).

1.2 CILINALOGE

Glede na Stevilne objave o slabem prezivetju mle¢nokislinskih bakterij, ki ne izvirajo iz
prebavil, smo predvidevali, da bomo med bakterijami vrst Streptococcus thermophilus in
Lactobacillus bulgaricus nasli predvsem taksne, ki nimajo dovolj izrazenih lastnosti, ki
omogocajo prezivetje v prebavilih, kot so odpornost proti nizkim vrednostim pH, proti

zol¢nim solem ter encimom pankreasa.

1.3 DELOVNA HIPOTEZA

Predpostavljali smo, da bo prezivetje bakterij boljse, kadar jih bomo testirali skupaj s
pomoznimi snovmi, s katerimi se nahajajo v kapsulah, torej v obliki liofiliziranega
prehranskega dopolnila, kot pa ¢e jih bomo predhodno namnozili v gojiScu ter testirali

celice iz ¢istih kultur.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 PROBIOTIKI SKOZI ZGODOVINO

Koncept probiotikov se je pojavil Ze v zacetku 20. stoletja, ko je Nobelov nagrajenec, ruski
znanstvenik Elie Metchnikoff leta 1908 temeljito opisal in poudaril pomen ¢revesne
mikroflore za ¢lovekovo zdravje. Menil je, da redno uzivanje fermentiranih mle¢nih
izdelkov in s tem vnaSanje zdravju koristnih mle¢nokislinskih bakterij pomembno
pripomoreta k ohranjanju ravnovesja ¢revesnih bakterij in zmanjSujeta »gnilobni« tip

fermentacij (Siuta-Cruce in Goulet, 2001).

Izraz probiotiki je prvi¢ uporabil Parker leta 1974 za opis dodatkov zivalski krmi in jih
definiral kot »organizme in substance, ki pripomorejo k ohranjanu intestinalne mikrobne

zdruzbe« (Fooks in sod., 1999).

Ker je bila definicija probiotikov dolgo omejena zgolj na Zivalsko prehrano, sta Haavenaar
in Huis in"t Veld leta 1992 predlagala razsiritev definicije tudi na humano prehrano.
Probiotike sta opisala kot »mono- ali meSane kulture Zivih mikroorganizmov, ki koristno
ucinkujejo na ¢loveka ali zival z uravnavanjem ¢revesne mikroflore« (Vasiljevic in Shah,

2008).

Najbolj splosno sprejeto definicijo je leta 1989 podal Fuller: »Probiotiki so Ziv mikrobni
dodatek krmi, ki ugodno vpliva na zival gostiteljico, z izboljSanjem njenega mikrobnega

ravnotezja« (Anal in Singh, 2007).

Od leta 2002 pa je najbolj razsirjena definicija, ki sta jo povzeli tudi organizaciji FAO
(Food and Agriculture Organization of United Nations) in WHO (World Health
Organization), in opisuje probiotike kot »zive mikroorganizme (bakterije ali kvasovke), ki
ugodno vplivajo na zdravje gostitelja, Ce jih ta zauZije v zadostni koli¢ini« (Santosa in sod.,

2006).
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Probiotike danes opisujejo kot zive mikroorganizme, ki vplivajo na fiziologijo gostitelja
tako, da okrepijo ¢revesni in sistemski imunski odziv in izboljSajo prehransko in mikrobno
ravnovesje v prebavilih. Ker pa v zadnjem ¢asu ugotavljajo, da delovanje v smislu
stimulacije imunskega sistema ni omejeno zgolj na zive celice, se pogosto srecamo s
terminom probioti¢no aktivna snov, pri ¢emer gre za celicne komplekse (mrtve celice ali
deli celic) mlecnokislinskih bakterij ali drugih probioti¢nih mikroorganizmov, ki tudi

vplivajo na funkcijo ¢revesne sluznice in na imunski odziv (Rogelj in Matijasi¢, 2004).

V zadnjih dvajsetih letih delovanje probioti¢nih bakterij na zdravje ljudi obsezno
raziskujejo, zato jih je mlekarska industrija v veliki meri zacela vkljucevati v proizvodnjo
mlecnih izdelkov in tako pripomogla k razvoju nove generacije zivil, med katerimi

zavzemajo pomembno mesto probioti¢ni izdelki (Chandramouli in sod., 2004).

Probiotiki za ljudi se pojavljajo pretezno v obliki funkcionalne hrane ter v manjsi meri v
obliki prehranskih dopolnil in zdravil brez recepta (OTC). Zadnji dve skupini vsebujeta
liofilizirane ali posuSene mikroorganizme. Uporabljajo se za izboljSanje zdravja in pocutja
pri ljudjeh in zivalih (vkljuéno s pospesevanjem rasti), lahko pa vplivajo na vse gostiteljeve
povrsine, pokrite s sluznico, to je ustno votlino in gastrointestinalni trakt ter urogenitalni

trakt (lokalno doziranje) (Cukjati Trnovsek, 2001).

Preglednica 1: Vrste mikroorganizmov, med katerimi najdemo probiotike (Senok in sod., 2005)

Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp. | ostali

L. acidophilus B. bifidum Escherichia coli

L. casei B. breve Saccharomyces boulardii

L. crispatus B. infantis Streptococcus thermophilus®
L. delbrueckii subsp. bulgaricus® | B. longum Enterococcus faecium®

L. fermentum B. animalis ssp. lactis

L. gasseri B. adolescentis

L. johnsonii
L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus
a- njihova probioti¢na aktivnost ni potrjena

b- le posamezni sevi ustrezajo zahtevam varnosti, zaradi potencialne patogenosti in

odpornosti proti vankomicinu
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2.2 ZAHTEVE ZA PROBIOTIKE

Izbira probiotika mora temeljiti na dolocenih selekcijskih kriterijih, ki vkljucujejo

ugotavljanje varnosti in klini¢nih uc¢inkov. Potrebni so trije pristopi, ki pa morajo v kon¢ni

fazi predstavljati zakljuceno celoto. To so:

- proucevanje seva (izvor, identifikacija, karakterizacija, ugotavljanje varnosti na nivoju
rodu, vrste in seva)

- proucevanje farmakokinetike seva (prezivetje in aktivnost v ¢revesu, vezava in s tem
vecje moznosti za naselitev, morebitna invazivnost, odnos med odmerkom in u¢inkom)

- Studije interakcij med sevom in gostiteljem (vezava na ¢revesno tkivo, selektivna
stimulacija koristnih bakterij in zaviranje Skodljivih, stimulacija/supresija imunskega

odziva, klini¢ni stranski u¢inki) (Rogelj, 2001).

Poleg varnosti in dokazanih funkcionalnih lastnosti mora imeti probioti¢ni sev, ki ga
zelimo vkljuciti v hrano, tudi sprejemljive tehnoloske lastnosti: preziveti mora tehnoloski
postopek in skladiS¢enje izdelka, sestavine hrane ne smejo vplivati na njegove
karakteristike, s svojo aktivnostjo ne sme negativno vplivati na organolepti¢ne lastnosti

izdelka (Rogelj, 2001).

Z vidika varnosti je za probioti¢ne bakterije, namenjene za uporabo v humani prehrani,
zazeljeno, da so humanega izvora, zahteva pa se, da so nepatogene, ne povzrocajo infekceij,
ne razgrajujejo ¢revesne sluznice, ne povzrocajo dekonjugacije zol¢nih soli ter da ne

vsebujejo prenosljivih genov za odpornost proti antibiotikom (Saarela in sod., 2000).

Funkcionalnost probioti¢nih bakterij temelji na njihovi sposobnosti prezivetja in naselitve
v prebavnem traktu (Taranto in sod., 2006). Na njihovo prezivetje v prebavnem traktu
vplivajo razli¢ni dejavniki, med katere sodijo odpornost proti kislinam, zol¢nim solem in
prebavnim encimom (Iyer in Kailasapathy, 2004). Pomembna lastnost, ki probioti¢nim
bakterijam omogoca kolonizacijo, pa je tudi njihova sposobnost pritrjevanja na sluznico

prebavil, zlasti na ¢revesne epitelne celice (Pedrosa in sod., 1995).

Med pomembne kriterije, na podlagi katerih poteka izbor probioti¢nih bakterij, sodi tudi

inhibicija patogenih bakterij. Inhibicijo omogoca proizvodnja kislin, bakteriocinov in
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drugih protimikrobnih snovi, ter sposobnost tekmovanja s patogenimi bakterijami za
hranila in receptorska mesta na epitelnih celicah ¢revesa. Nekateri sevi lahko izboljsajo
imunsko odzivnost. Med pomembne lastnosti uvr§¢amo tudi antikarcinogeno in
antimutageno delovanje. Znano je, da nekateri probioti¢ni sevi lahko veZzejo in razgrajujejo
karcinogene in/ali prokarcinogene snovi ter inhibirajo rast bakterij, ki prokarcinogene

snovi pretvarjajo v karcinogene (Senok in sod., 2005).

Probiotike lahko zauzijemo v obliki fermentiranega ali nefermentiranega Zivila, ali kot
pripravke v obliki kapsul, tablet, praSkov. Pri tem bi morale biti, z vidika zdravja
potrosnikov, izpolnjene naslednje zahteve (Rogelj in Matijasi¢, 2004):
e V primeru, da gre za probioticno Zzivilo, mora biti to prav tako varno kot
konvencionalno zivilo.
e Ce so navedeni ucinki na zdravje, morajo ti biti ustrezno dokazani tudi v klini¢nih
raziskavah na ljudeh.
e Izdelki morajo biti jasno in natan¢no oznaceni tako, da je porabnik ob nakupu
nedvoumno seznanjen z vsebino izdelka.
e Deklaracija bi morala vsebovati naslednje informacije:
a) zaznamek, ali so prisotne Zive bakterije,
b) natancen opis bakterij,
c) velikost populacije posamezne bakterije, zapisane v enotah, razumljivih
porabniku in strokovno pravilnih,
d) minimalno koli¢ino bakterij, ki ima Se zdravju koristne ucinke,
e) natancno vsebnost bakterij za obdobje, ko je izdelek na trziscu, torej do
konca roka obstojnosti in ne samo podatek o Stevilu bakterij v svezem

izdelku.
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2.3 VPLIV PROBIOTIKOV NA ZDRAVIJE

Probiotiki imajo Stevilne ugodne ucinke za zdravje ljudi, ki jih Holzapfel in Schillinger

(2002) delita na:

- Prehranske ucinke:
* proizvodnja vitaminov, mineralov,
* proizvodnja pomembnih prebavnih encimov,
* proizvodnja 3-galaktozidaze, ki izboljSa presnovo laktoze.
- LajSanje simptomov pri:
» infekcijski diareji (potovalna diareja, otroSka virusna diareja),
» diarejah zaradi zdravljenja z antibiotiki in obsevanjem.
- Znizevanje koncentracije holesterola v krvi:
» z asimilacijo,
» z modifikacijo hidrolazne aktivnosti zol¢nih soli.
- Stimulacija in izboljSanje delovanja imunskega sistema:
* preprecevanje infekcij,
* povecanje fagocitozne aktivnosti levkocitov,
* povecanje proizvodnje igA,
« indukcija sinteze citokinov.
- Izboljsanje absorbcije v Crevesju, preprecevanje zaprtja:
* preprecevanje Crevesnih vnetij in alergij,
* ponovna vzpostavitev ravnovesja v imunskem sistemu,
* nadzorovanje sinteze citokinov.
- Sposobnost adhezije in kolonizacije v ¢revesju:
« antikarcinogeno delovanje v debelem ¢revesju,
* vezava mutagenov,
« inaktivacija in preprecevanje nastanka karcinogenov in prokarcinogenov,
* izboljSanje imunskega odziva.
- Spreminjanje metabolne aktivnosti ¢revesnih bakterij,
- Ohranjanje integritete ¢revesne sluznice in

- Antioksidativno delovanje.
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2.4 TIPICNA JOGURTOVA KULTURA

Jogurt, ki je produkt mle¢nokislinske fermentacije z bakterijama Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus in Streptococcus thermophilus, je Ze dolgo poznan po ugodnih ucinkih na
zdravje ljudi. V mnogih raziskavah so se znanstveniki posvetili vplivu klasi¢ne jogurtove
kulture na prebavni trakt ljudi in dokazali, da jogurt s svojimi bakterijami izboljsa
presnovo laktoze pri laktoza—intolerantnih ljudeh, vpliva na ¢as prebave oziroma tranzitni

¢as in stimulira ¢revesni imunski sistem (Elli in sod., 2006).

2.4.1 Streptococcus thermophilus

Bakterije vrste Streptococcus thermophilus so po Gramu pozitivne, okrogle ali ovalne
oblike. V mleku oblikujejo dolge verizice, sestavljene iz 10-20 celic. Laktozo fermentirajo
po homofermentativni poti do L(+) mlecne kisline. Mikrobna populacija S. thermophilus v
jogurtu doseze velikost 10° do 10° ke/ml. Mle¢na kislina v koncentracijah okrog 10 g/kg
jogurta (vrednost pH 4,3-4,5) inhibira nadaljno rast in metabolizem S. thermophilus.
Proteolitska aktivnost te vrste je omejena, kot izvor dusika pa vsaj v zaCetku fermentacije
sluzijo proste aminokisline, ki so v mleku naravno prisotne, spros¢ajo pa se tudi med
toplotno obdelavo mleka. Koncentracija aminokislin v mleku je premajhna za uspesno rast
S. thermophilus, ob podpori L. bulgaricus pa je fermentacija uspesna, saj laktobacili
zagotovijo kratkoverizne peptide, ki jih streptokoki lahko hidrolizirajo in tako pridobijo
potrebne aminokisline. Optimalna temperatura za rast te vrste je 37 °C, vendar med
proizvodnjo jogurta dobro raste ob L. bulgaricus tudi pri 42 °C. S. thermophilus stimulira
rast L. bulgaricus s proizvodnjo metanojske kisline in majhnih koli¢in CO,, ki nastane pri

razgradnji se¢nine (Rogelj in Perko, 2003).

2.4.2 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Bakterije vrste Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (krajSe L. bulgaricus) so po
Gramu pozitivne, paliaste bakterije. Bakterijske celice se zdruzujejo v mleku v kratke
verizice, sestavljene iz treh do Stirih celic. Laktozo fermentirajo po homofermentativni poti
do D(-) mlec¢ne kisline, ki na koncu fermentacije doseze koncentracijo okoli 18 g/kg
jogurta. Vrsta L. bulgaricus je precej bolj odporna proti kislini kot S. thermophilus. Za

razliko od S. thermophilus ima vrsta L. bulgaricus proteinaze za razgradnjo kazeina,
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predvsem B-kazeina, zato je v tem pogledu odvisna od S. thermophilus, ki ji z razgradnjo
kratkoveriznih peptidov zagotavlja aminokisline. S. thermophilus stimulira rast L.
bulgaricus s proizvodnjo metanojske kisline in majhnih koli¢in CO,, ki nastanejo pri

razgradnji se¢nine (Rogelj in Perko, 2003).

2.5 SEVI TIPICNIH VRST JOGURTOVE KULTURE KOT PROBIOTIKI

Jogurt je eden najbolj poznanih fermentiranih mle¢nih izdelkov. S prehrambenim
kodeksom je bil leta 1992 definiran kot koaguliran mle¢ni izdelek, ki nastane pri kisli
fermentaciji mleka z bakterijskima vrstama Lactobacillus bulgaricus in Streptococcus

thermophilus (Adolfson in sod., 2004).

Ker vrsti, ki predstavljata tipi¢no jogurtovo kulturo, primarno ne izvirata iz ¢loveskih
prebavil, slabo prenasata neprijazne pogoje prebavil (Se posebej streptokoki) in imata slabo
sposobnost pritrjevanja na epitelne celice. Zato ju obicajno ne uvrs¢ajo med probioti¢ne

bakterije (Elli in sod., 2006).

Prezivetje bakterij Lactobacillus bulgaricus in Streptococcus thermophilus med prehodom
skozi gastrointestinalni trakt ljudi in njihov ugodni vpliv na zdravje ljudi, so ze veliko
raziskovali. Brigidi in sod. (2003) so v raziskavi med drugim ugotavljali prisotnost
bakterije S. thermophilus v vzorcih blata. V raziskavo je bilo vklju€enih deset zdravih ljudi
in deset bolnikov z vnetjem ¢revesja. Pet od desetih zdravih ljudi je deset dni zauzilo
dnevno po 250 g jogurta, ostalih pet pa po 6 g farmacevtskega probioti¢nega pripravka, ki
je vseboval liofilizirane bakterije S. thermophilus ter bakterijske seve iz rodov
Bifidobacterium in Lactobacillus. Vzorci blata so bili odvzeti na zacetku terapije, tretji,
sedmi in zadnji dan terapije. Za detekcijo posameznih vrst bakterij so uporabili metodo
veriznega pomnozevanja DNA s polimerazo (PCR) in vrstno specifi¢nimi zacetniki.
Rezultati so pokazali, da je Stevilo bakterij S. thermophilus v vzorcih blata ljudi, ki so
uzivali jogurt, naras¢alo do zadnjega dne terapije, po prenehanju terapije pa je Stevilo
zacelo padati. Tako Sesti dan po prenehanju terapije v vzorcih blata niso vec¢ zasledili
prisotnosti bakterij vrste S. thermophilus. Pri ljudeh, ki so uzivali farmacevtski probioti¢ni
pripravek, je Stevilo S. thermophilus v vzorcih blata narascalo Se tretji dan po koncu

terapije, nato pa hitro zacelo upadati. Pri bolnikih z vnetjem Crevesja je terapija trajala dva
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meseca. Pri slednjih je bila vrsta S. thermophilus v vzorcih blata prisotna le pri tretjini

bolnikov.

O prezivetju bakterij iz jogurta med prehodom skozi gastrointestinalni trakt so porocali
tudi Mater in sod. (2005). V raziskavo so vkljucili trinajst zdravih oseb, starih od 25 do 45
let, ki so dvanajst dni uzivale trikrat dnevno po 125 ml svezega jogurta. Odvzeli so 39
vzorcev blata, v katerem so ugotavljali prisotnost Zivih bakterij vrst L. bulgaricus in S.
thermophilus. Vrsta S. thermophilus je bila prisotna v 32-ih od 39 vzorcev, vrsta L.
bulgaricus pa v 37-ih od 39 vzorcev. Ugotovili so tudi, da je bila selektivnost gojis¢ za

omenjeni vrsti zelo slaba, metoda PCR pa je bila za identifikacijo zanesljiva.

Nasprotno pa so porocali o prezivetju teh vrst med prehodom skozi gastrointestinalni trakt
Del Campo in sod. (2005), ki so izvedli zelo obsezno raziskavo, v katero je bilo vklju¢enih
114 zdravih mladih ljudi, katerih povprecna starost je bila 23,6 let. Razdeljeni so bili v dve
skupini po 48 prostovoljcev. V raziskavo je bilo vkljucenih tudi 18 ljudi, ki jogurta niso
uzivali in so predstavljali kontrolno skupino. Prva skupina ljudi je v prvi fazi, ki je trajala
dva tedna, uzivala po 375 g svezega jogurta dnevno, medtem ko je druga skupina uzivala
enako koli¢ino pasteriziranega jogurta.V drugi fazi poskusa pa so tipa jogurtov skupinama
zamenjali. Vzorce blata so odvzeli pred zacetkom terapije, po koncu prve faze poskusa in
po koncu druge faze poskusa. Analize so opravili z gojenjem bakterij na selektivnih

vrste S. thermophilus v vzorcih blata pri 10-ih od 96 oseb, ki so uzivale svez jogurt, in le
pri dveh od 96 oseb, ki so uzivale pasteriziran jogurt, medtem ko je bila vrsta L. bulgaricus
v vzorcih blata prisotna le pri sedmih od 96 oseb, ki so uzivale svez jogurt ter pri eni od 96

oseb, ki so uzivale pasteriziran jogurt.

O slabem prezivetju so porocali tudi Pedrosa in sod. (1995), ki so opravili raziskavo, v
katero so vkljucili deset starejSih oseb, obolelih za gastritisom, in 23 starejSih oseb, ki so
bile zdrave. Povpre¢na starost oseb, zajetih v raziskavi, je bila 72 let. Raziskava je bila
sestavljena iz treh faz: od prvega dne do 12. dne so ljudje dnevno uzivali po 240 g
pasteriziranega jogurta ali kapsule, ki so vsebovale mrtve bakterije L. bulgaricus, S.

thermophilus in L. gasseri (slednje imajo dobro sposobnost pritrjevanja na epitelne celice),
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od 13. do 24. dne so uzivali enako koli¢ino jogurta oziroma kapsule z Zivimi bakterijami,
od 25. do 36. dne pa so ponovili postopek iz prve faze. Ugotavljali so prisotnost bakterij v
zelodénem in ¢revesnem soku in vpliv uzivanja jogurta oziroma kapsul na Stevilo
mikroorganizmov v Zelodcu in ¢revesju. Bakterijski vrsti L. bulgaricus in S. thermophilus
nista bili prisotni v Zelodénem in ¢revesnem soku niti pri zdravih osebah, niti pri osebah
obolelih za gastritisom. Bakterijski sev vrste L. gasseri je bil prisoten v zelodénem in
¢revesnem soku pri treh od Stirih oseb z gastritisom, v vzorcih blata pa je bil prisoten pri
Stirih od petih oseb obolelih za gastritisom, medtem ko je bil v vzorcih blata prisoten pri
enajstih od dvanajstih oseb, ki so bile zdrave. Rezultati raziskave so tako pokazali, da so
bakterije vrste L. gasseri mnogo bolje prezivele prehod skozi gastrointestinalni trakt kot
predstavnice L. bulgaricus in S. thermophilus, kar so pripisali predvsem dobri adhezivni

sposobnosti seva vrste L. gasseri.

Raziskave o prezivetju probioticnih bakterij med prehodom skozi prebavni trakt pa so bile
opravljene tudi na modelih prebavil in vitro. Eno tovrstnih raziskav so opravili Marteau in
sod. leta 1996, vkljuceni pa so bili sevi razlicnih vrst bakterij. Uporabili so dinami¢ni
model prebavil, ki je vseboval §tiri razlicne oddelke: simuliran Zelodec in dvanajsternik ter
simulirano tanko in debelo ¢revo. V simuliranem tankem crevesu je bila koncentracija
Zol¢nih soli visoka, v debelem pa nizka. Oddelki so bili zaporedno povezani s ¢rpalkami,
ki so bile ra¢unalnisSko nadzorovane in so simulirale peristaltiko. Vsebino obroka sta
predstavljala dva fermentirana izdelka, od katerih je eden vseboval seva Bifidobacterium
bifidum in Lactobacillus acidophilus, drugi pa je bil navaden jogurt s klasi¢no jogurtovo
kulturo. PrezZivetje sevov so spremljali v simuliranem zelodcu, med prehodom kase iz
simuliranega Zelodca v simuliran dvanajsternik, med prehodom kaSe skozi simulirano
tanko ¢revo in v oddelku, ki je simuliral debelo ¢revo. Spremljali so vrednost pH,
koncentracijo encimov in zol¢nih soli ter peristaltiko. Za predstavnike B. bifidum in L.
acidophilus so se rezultati raziskave dobro ujemali z rezultati, pridobljenimi s poskusi »in
vivo«, ki so pokazali dobro prezivetje. Ujemanje rezultatov za L. bulgaricus in S.
thermophilus je bilo nekoliko slabse. Slednja sta bila v zelodénem oddelku prisotna le v
sledovih, in prezivelost po dobri uri je bila slabsa kot pri B. bifidum in L. acidophilus. Po
dveh urah je bilo Zivih le Se manj kot en odstotek celic L. bulgaricus in S. thermophilus in

okoli 40 odstotkov celic B. bifidum in L. acidophilus. Med prehodom kaSe v dvanajstnik je
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Stevilo zivih bakterij L. bulgaricus in S. thermophilus zopet nekoliko naraslo (na 26 %
oziroma 12 % zacetnega Stevila), vendar je bilo v primerjavi z B. bifidum (67 %) in L.
acidophilus (64 %) Se vedno manjSe. V prisotnosti zol¢nih soli v visoki koncentraciji, ki je
znaSala okoli 10 mmol/l, je Stevilo prezivelih bakterij L. bulgaricus in S. thermophilus
padlo pod 5 %, pri L. acidophilus na 30 % in pri B. bifidum na 50 %, pri koncentraciji
okoli 2 mmol/l pa je ponovno nekoliko naraslo. Rezultati so pokazali zelo razlicno

sposobnost prezivetja posameznih bakterijskih sevov v pogojih prebavil.

V raziskavah in vitro ne moremo vzpostaviti prav takih pogojev, kot vladajo in vivo. Ce
spremljamo koncentracijo zol¢nih soli, se ta v razli¢nih delih ¢revesja nenehno spreminja.
Po zauzitju obroka v dvanajsterniku koncentracija Zol¢nih soli sprva naraste na okoli 15
mmol/l in hitro pade na 5 mmol/l, v zgornjem delu tankega crevesja istocasno znasa okoli
10 mmol/l, v debelem ¢revesu pa na koncu, zaradi absorbcije, pade pod 4 mmol/l.
Pomemben dejavnik je tudi zgradba Zol¢nih soli in posledi¢no tudi njihova protimikrobna
aktivnost, ki je pri konjugiranih zol¢nih soleh znatno nizja kot pri prostih Zol¢nih soleh.
Prav tako so Zol¢ne soli v kombinaciji z zelodénim sokom precej bolj protimikrobno

ucinkovite kot pa zelod¢ni ali zol¢ni sok sam (Marteau in sod., 1996).
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2.6 METODE ZA IZBOLJSANIJE PREZIVETJA PROBIOTIKOV V RAZLICNIH
POGOIJIH

Da bi zagotovili ugodne uc¢inke na zdravje, znanstveniki danes priporocajo uzivanje
probioti¢nih izdelkov, ki vsebujejo minimalno 107 ke Zivih probioti¢nih bakterij v ml

oziroma g izdelka (Sultana in sod., 2000).

Pogosto je Stevilo probioti¢nih bakterij v izdelkih premajhno, ali pa vsebujejo bakterije, ki
so slabo raziskane glede odpornosti proti zelod¢ni kislini, zol¢u, Zol¢nim solem in
prebavnim encimom ter posledi¢no slabo prezivijo prehod skozi gastrointestinalni trakt. Le
dobro prezivetje pa v koncni fazi omogoca vsaj zacasno kolonizacijo v ¢revesu in izrazanje
pricakovanih funkcionalnih u¢inkov. V zadnjem ¢asu zato veliko pozornosti posvecajo
razvoju novih tehnoloskih postopkov, med katerimi so predvsem zanimive razlicne tehnike
enkapsulacije, ki omogocajo boljse prezivetje tako med skladis¢enjem kakor tudi med

prehodom skozi prebavila (Capela in sod., 2006).

Zaradi dokazanih zdravstvenih u¢inkov danes v Stevilne mlecne izdelke kot so jogurt,
mehki, poltrdi in trdi siri, sladoled, mle¢ni praski in zamrznjeni mle¢ni deserti, dodajajo
mikroenkapsulirane probioticne bakterije. Mikroenkapsulacija je definirana kot tehnologija
pakiranja trdnih, tekocih ali plinastih materialov v miniaturne in zaprte kapsule. Te lahko
svojo vsebino sprostijo v specifi¢nih pogojih, tudi v razli¢nih predelih prebavnega trakta.
Mikrokapsula je sestavljena iz polprepustne, sferi¢ne, tanke in mo¢ne membrane, ki obdaja
trdno/tekoce jedro, ki lahko vsebuje tudi probioticne bakterije. Najpogosteje so te
membrane zgrajene iz alginatov, pa tudi iz citozana, karboksimetil-celuloze, karaginina,

zelatine in pektina (Anal in Singh, 2007).

Z ugotovitvijo, da imajo razlini sevi probioticnih bakterij razlicno sposobnost prezivetja v
prebavnem traktu, se je zacel razvijati tudi koncept prebiotikov. To so neprebavljive
sestavine hrane, ki eni vrsti ali omejenemu Stevilu bakterij v ¢revesju omogocajo
selektivno rast in/ali aktivnost in s tem ugodno vplivajo na zdravje gostitelja. Mednje
uvrS¢amo neprebavljive oligosaharide, proteine in peptide pa tudi nekatere lipide, ki
bakterijam med navedenim pomagajo preiti tudi razne bioloske ovire v zgornjem delu

prebavnega trakta. Kadar probiotike uporabljamo v kombinaciji s prebiotiki govorimo o
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sinbiotikih. Zelo dobro poznan sinbiotik je kombinacija bifidobakterij in

fruktooligosaharidov (Fooks in sod., 1999).

O ugodnih vplivih prebiotikov, enkapsulacijskih tehnik in materialov ter raznih zas¢itnih
snovi, kot so krio- in ozmo-protektanti, so porocali avtorji Stevilnih raziskav.
Chandramouli in sod. (2004) so primerjali prezivelost enkapsuliranih in neenkapsuliranih
probioti¢nih bakterij razlicnih vrst rodu Lactobacillus. Rezultati raziskave so pokazali, da
enkapsulirane bakterije L. acidophilus bistveno bolje prezivijo v kislem okolju zelodca
(pH<2) in v prisotnosti visokih koncentracij zol¢a (1,0 %) kot neenkapsulirane, proste

bakterije.

O podobnih rezultatih so porocali tudi Sultana in sod. (2000), ki so za proucevanje
izbolj$anja prezivelosti probioti¢nih bakterij poleg tehnike enkapsulacije, uporabili tudi
prebiotike in krioprotektante. Ugotovili so, da glicerol kot krioprotektant zagotavlja
bistveno boljSo prezivelost enkapsuliranih, liofiliziranih celic L. acidophilus, shranjenih pri
-20 °C ter izpostavljenih kislim pogojem Zelodca. Ob dodatku koruznega Skroba, kot
prebiotika, se je prezivelost Se izboljSala. Rezultati raziskave pa so poleg navedenega
pokazali, da mikroenkapsulirane probioti¢ne bakterije proizvedejo vecje koli¢ine mlecne

kisline v jogurtu, v primerjavi z neenkapsuliranimi.

Saarela in sod. (2005) so za proucevanje prezivelosti Bifidobacterium animalis ssp. lactis
med liofilizacijo, shranjevanjem in izpostavljenostjo kislemu okolju, kot krioprotektante pa
uporabili betain, posneto mleko in saharozo. Pri uporabi saharoze je bila prezivelost
neenkapsuliranih celic med shranjevanjem pri tempreraturi 37,5 °C in -20 °C najbolj$a. Kot
dobra zascitna snov se je saharoza izkazala tudi pri izpostavljanju celic zelod¢nim in
zol¢nim kislinam, zato avtorji raziskave njeno uporabo priporocajo tudi v proizvodnji

drugih ne-mlec¢nih probioti¢nih izdelkov.

O izboljsanju prezivetja probiotikov s pomocjo prebiotikov in krioprotektantov so porocali
tudi Capela in sod. (2006). Rezultati njihove raziskave so pokazali, da se je ob dodatku
raftiloze kot prebiotika, preZivetje izbranih probioti¢nih bakterij rodov Lactobacillus in

Bifidobacterium v svezem jogurtu, shranjenem Stiri tedne pri temperaturi 4 °C, izboljsalo
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za 1,42 logaritemskih enot. Ugotovili pa so tudi, da mikroenkapsulacija z alginati izboljsa
prezivetje bakterij rodov Lactobacillus in Bifidobacterium za 0,31 logaritemskih enot v

liofiliziranem jogurtu, shranjenem pri 21 °C.

Picot in Lacroix (2004) sta za imobilizacijo Bifidobacterium breve in Bifidobacterium
longum uporabila mle¢no mascobo in denaturirane sirotkine proteine. Slednji so znatno
pripomogli k prezivetju vrste Bifidobacterium breve v zelodénem soku z vrednostjo pH 1,9
in v ¢revesnem soku z dodanim pankreatinom in Zolénimi solmi, ki je imel vrednost pH
7,5. Stevilo imobiliziranih celic v obeh medijih je naraslo za 2,7 logaritemskih enot v
primerjavi z Stevilom neimobiliziranih celic. Med 28-dnevnim shranjevanjem jogurta z

imobiliziranimi bakterijami pri 4 °C je Stevilo naraslo za 2,6 logaritemskih enot.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 NACRT POSKUSA

Najprej smo testne seve vrst S. thermophilus in L. bulgaricus namnozili v primernih

.....

bakterijskih kultur v simuliranih prebavnih sokovih.

Pri izbranih liofiliziranih probioti¢nih prehranskih dopolnilih (izdelkih), pakiranih v
kapsule, smo najprej pregledali deklaracije in poiskali podatke o Stevilu in vrsti prisotnih
mikroorganizmov. Na osnovi teh podatkov smo izbrali ustrezna selektivna gojisca za
preverjanje zaCetnega Stevila zivih bakterij v posameznem izdelku in izbrali ustrezne
razredCitve vzorcev. Nato smo vsebino kapsul mesali s simuliranimi prebavnimi sokovi, ter

ugotavljali prezivetje bakterij.

Za ugotavljanje prezivetja v simuliranih prebavnih sokovih smo $tevilo bakterij ugotavljali
zasledovali rast z merjenjem opticne gostote. Morfoloske lastnosti preiskovanih bakterij

smo ugotavljali z mikroskopiranjem.

3.2 MATERIAL

3.2.1 Bakterijski sevi in pogoji kultivacije

Imena in izvor bakterijskih sevov, ki smo jih uporabili (testni sevi), so navedeni v
Preglednici 1. Seve smo prejeli iz zbirke proizvajalca prehranskih dopolnil in jih hranili pri
temperaturi -20 °C, v mikrobioloski zbirki Katedre za mlekarstvo, Biotehniske fakultete v
Ljubljani. Predhodne analize so pokazale nekatere potencialno probioticne lastnosti sevov
(podatki proizvajalca). Zamrznjene testne seve smo ozivili s precepljanjem v tekoca
gojisca. Za seve vrste L. bulgaricus smo uporabili gojis¢e MRS (Merck, Darmstadt,
Nemcija), za seve vrste S. thermophilus pa smo uporabili gojis¢e M17 (Merck, Darmstadt,
Nemcija). Seve obeh vrst smo inkubirali pri temperaturi 42 °C, v anaerobnih razmerah, ki

smo jih zagotovili z uporabo sistema Generbox (Bio-Merieux, Marcy 1'Etoile, Francija).
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Preglednica 2: Imena in izvor posameznih testnih sevov

Bakterijski sev Izvor

L. bulgaricus R1 Jogurt Rodopeia

L. bulgaricus OB2 Domaci jogurt iz ov¢jega mleka iz Bolgarije

L. bulgaricus TS Domaci jogurt iz kravjega mleka iz Bolgarije

L. bulgaricus C1 Vec razlicnih domacdih jogurtov iz kravjega mleka iz Bolgarije
L. bulgaricus CH Domaci jogurt iz kravjega mleka iz Bolgarije

L. bulgaricus BF Liofiliziran pripravek BF

L. bulgaricus L.21 Domaci jogurt iz kravjega mleka iz Bolgarije

S. thermophilus BF Liofiliziran pripravek BF

S. thermophilus C1 Domaci jogurt iz kravjega mleka iz Bolgarije

3.2.2 Probiotiéni izdelki

Probioti¢ne izdelke (prehranska dopolnila) smo prejeli od proizvajalca in smo jih do
analize hranili na sobni temperaturi. Uporabljeni probioti¢ni izdelki so navedeni v

Preglednici 3.

Preglednica 3: Vsebina kapsul treh razli¢nih probioti¢nih izdelkov

Probioti¢ni ey Aerosil Mg Pektin Biotorin
izdelek Probioti¢ni sev A200 stearat (mg) (mg)
(mg) | (mg) ° :
Pripravek L. bulgaricus BF +
BF S. thermophilus BF 3,5 3,5 / /
Pripravek
BF z L. bulgaricus BF +
dodatkom S. thermophilus BF 3,5 3,3 17,5 /
pektina
Biotorin L. bulgaricus BF +
BF S. thermophilus BF 3,5 3,5 / 171,5

3.2.3 Gojisca in raztopine za razredcevanje

3.2.3.1 Gojis¢e MRS

Trdno hranljivo gojis¢e MRS smo uporabili v mikrobioloskih analizah za ugotavljanje

Stevila kolonijskih enot (ke) Lactobacillus bulgaricus, tekoCe gojisce pa za ozivitev in

pripravo 18-urnih kultur. Pripravili smo ga po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt,

Nemcija), razdelili v stekleni¢ke (po 200 ml agarja) oziroma epruvete (po 10 ml bujona)

in ga avtoklavirali 15 minut pri 115 °C.
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3.2.3.2 Gojisce M17

Agar in bujon M17 smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt,
Nemcija) in ga uporabili v mikrobioloskih analizah za ugotavljanje Stevila ke

Streptococcus thermophilus oziroma za ozivitev in pripravo 18-urnih kultur.

3.2.3.3 Peptonska voda

Po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt, Nem¢ija) smo pripravili Ringerjevo
raztopino ter dodali 1 g/l peptona (Trypton, Merck, Darmstadt, Nemcija). Raztopino smo

razdelili po 9 ml v epruvete in avtoklavirali. Uporabili smo jo za razred€evanje po Kochu.

3.2.4 Simulirani prebavni sokovi

Simulirane prebavne sokove smo pripravili tako, kot je navedeno v porocilu o rezultatih

podobne raziskave, o kateri so poroc¢ali Gibson in sod. (2005).

3.2.4.1 Simuliran Zelodéni sok

V destilirani vodi smo raztopili 7,5 g/l peptona (Trypton, Merck, Darmstadt, Nemcija) in
vsebino porazdelili v steklenicke (po 200 ml peptonske vode). Nato smo vrednost pH v
posameznih steklenickah umerili z 1 M HCl na 1, 2, 3 in 6,5. Steklenicke smo nato
avtoklavirali 10 min pri 121 °C. Pred za¢etkom poskusa smo asepti¢no dodali Se toliko

raztopine pepsina (300 mg/l), da je bila kon¢na koncentracija encima 15 mg/I.

3.2.4.2 Simuliran Zol¢ni sok

Najprej smo pripravili bujon MRS oziroma M-17 po navodilih proizvajalca (Merck,
Darmstadt, Nemcija) in ga porazdelili v steklenicke po 200 ml. V posamezne steklenicke
smo nato dodali dehidrirani zol¢ »Ox-gall« (Merck, Darmstadt, Nemcija) v koncentracijah

0,5 g/1, 1 g/l in 3 g/l. Steklenicke smo nato avtoklavirali 10 min pri 121 °C.

3.2.4.3 Simuliran ¢revesni sok

Najprej smo v destilirani vodi raztopili 1 g/l Zol¢nih soli (Merck, Darmstadt, Nemcija).
Po avtoklaviranju (10 min, 121 °C) smo dodali koncentrirani pufer PBS (20-kratni

koncentrat), uravnavali vrednost pH na 8,0 in nato dodali Se pankreatin (1 g/1).
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3.3 METODE DELA

3.3.1 Ugotavljanje zafetnega Stevila mikroorganizmov v svezih kulturah in kapsulah

Epruveto s svezo 18-urno kulturo smo najprej dobro premesali, nato smo ob plamenu
odvzeli 1 ml vzorca, ga prenesli v 9 ml '/, Ringerjeve raztopine ter nadalje razred¢ili s
fizioloSko raztopino v razmerju 1:10, z metodo po Kochu v sterilnih pogojih. 1zdelek iz
kapsul smo pripravili tako, da smo 1 g vsebine kapsul dopolnili z 9 g '/, Ringerjeve
raztopine, rehidrirali 15 minut na sobni temperaturi ter nadalje red¢ili, kakor je opisano. Po
1 ml posameznih redcitev kultur oziroma izdelka smo prenesli v prazne petrijevke, dodali

raztopljeno gojisce, ohlajeno na 45 °C, dobro premesali in pustili, da se je agar strdil.

Petrijevke z gojis¢em MRS smo inkubirali 48 h pri temperaturi 42 °C, v anaerobnih
pogojih, ki smo jih ustvarili s pomoc¢jo Generbox sistema (Bio-Merieux, Marcy 1 Etoile,
Francija). Petrijevke z gojiS¢em M17 smo inkubirali v aerobnih razmerah, pri temperaturi
42 °C, 48 h.

Po konéani inkubaciji smo presteli izrasle kolonije s pomo¢&jo elektronskega §tevca (ESKO,
7L, LABO Ljubljana). Stevilo kolonijskih enot (ke) bakterij v mililitru sveze kulture,

oziroma v gramu izdelka, smo izraunali po naslednji formuli (IDF standard ..., 1991):

KE 2"

“(f 1+ £,-0)-d - @

Legenda:

2'n  vsota kolonij izraslih na ploscah

f. Stevilo plos¢, uporabljenih v prvi razredcitvi
1 Stevilo plos¢, uporabljenih v drugi razredcitvi

d recipro¢ni razredcitveni faktor najnizje razredc¢itve
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3.3.2 Prezivetje testnih bakterij v simuliranem Zelodénem soku

Pri svezih kulturah smo preZivetje bakterij testirali tako, da smo najprej v asepticnih
pogojih po 1 ml posameznega vzorca prenesli v §tiri sterilne mikroepruvete (1,5 ml). Te
smo nato centrifugirali 5 min pri 3500 g, po centrifugiranju pa smo supernatant odlili. V
vsako epruveto smo nato dodali po 1 ml simuliranega Zelod¢nega soka z vrednostmi pH 1,
2,3 in 6,5 ter 50 ul raztopine pepsina. Nato smo vzorce inkubirali 20 min pri sobni

temperaturi.

Po koncani inkubaciji smo iz posamezne epruvete odvzeli po 1 ml vsebine in napravili
zaporedne razred&itve z '/, Ringerjevo raztopino v razmerju 1:10, jih nanesli na petrijeve
plosce, zalili z gojis¢em. Petrijevke z goji§¢em MRS smo inkubirali v anaerobnih pogojih,

petrijevke z gojis¢em M17 pa v aerobnih, v vsakem primeru 48 h pri 42 °C.

Po konéani inkubaciji smo izrasle kolonije presteli s pomogjo elektronskega 3tevca (ESKO,
7L, LABO Ljubljana) in $tevilo kolonijskih enot bakterij v ml sveze kulture izracunali po

formuli (7), ki je navedena v poglavju 3.3.1.

Pri testiranju prezivetja bakterij iz probioti¢nih izdelkov, smo najprej ob ognju odprli
kapsulo in vsebino prenesli v sterilno epruveto. Uporabili smo 0,1 g izdelka, ki smo ga ob
ognju prenesli v sterilno mikroepruveto in dodali 1 ml simuliranega zelod¢nega soka ( pH
=1, 2,3 1n 6,5) ter 50 ul raztopine pepsina. Po inkubaciji, ki je potekala pri sobni
temperaturi, 20 min, smo 1 ml vsebine red¢ili in nacepili, kakor je opisano za Ciste kulture.
Test prezivetja probioti¢nih bakterij v simuliranem Zelodénem soku smo opravili dvakrat v
primeru svezih kultur in dvakrat v primeru bakterij iz probioti¢nih izdelkov. Rezultate smo

ovrednotili s koeficientom-r kot navajajo Gibson in sod. (2005) po naslednji formuli:

e koncno stevilo bakterij . (2)

zacetno Stevilo bakterij
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3.3.3 Prezivetje testnih bakterij v simuliranem ¢revesnem soku

Najprej smo 1 ml sveze kulture odpipetirali v prazno sterilno epruveto in nato dodali 9 ml
simuliranega ¢revesnega soka. Pri testiranju prezivetja bakterij iz probioti¢nega izdelka,
smo najprej ob ognju odprli kapsulo in vsebino prenesli v sterilno epruveto. Uporabili smo
1 g izdelka, ki smo mu dodali 9 ml simuliranega ¢revesnega soka. Suspenzije celic,

oziroma izdelka, smo inkubirali 2 h pri temperaturi 37 °C.

Po koncani inkubaciji smo vzorce redcili in nacepljali, kakor je opisano v poglavju 3.3.1.

3.3.4 Prezivetje testnih bakterij v simuliranem Zol¢nem soku

V prazno sterilno epruveto smo najprej odpipetirali 1 ml sveze kulture in dodali 9 ml
simuliranega zol¢nega soka z razlicnimi koncentracijami zol¢nih soli. Epruvete smo nato

inkubirali 8 h pri temperaturi 37 °C.

Na zacetku in po koncani inkubaciji smo s spektrofotometrom izmerili absorbanco vzorcev
pri 650 nm, kot kontrolni vzorec pa smo uporabili tekoc¢e gojisce brez dodanih zol¢nih soli
in brez kulture. Prezivetje bakterij smo ovrednotili s koeficientom inhibicije, ki smo ga

izraCunali po naslednji formuli:

_ AT8—T(),konst. - AT8—T0
Cpp = - 03)
' A

T8-T0,konst.
Legenda:
A absorbanca vzorca, izmerjena po 8-urni inkubaciji
A, absorbanca vzorca, izmerjena ob ¢asu 0 h
Arg ronst. absorbanca kontrolnega vzorca
Con. koeficient inhibicije

¢, <04 bakterije so odporne proti Zolénim solem
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4 REZULTATI

4.1 USTREZNOST DEKLARACIJ PROBIOTICNIH IZDELKOV

Pri pregledu deklaracij probioti¢nih izdelkov smo ugotovili, da naj bi izdelki vsebovali 10°
ke/g izdelka bakterij vrste Lactobacilllus bulgaricus. Deklaracije niso vsebovale

informacije o vsebnosti, oziroma Stevilu bakterij vrste Streptococcus thermophilus.

Preglednica 4: Zacetno Stevilo testnih sevov L. bulgaricus BF in S. thermophilus BF v probioti¢nih izdelkih
(log ke/g izdelka)

T L.bulgaricus BF S.thermophilus BF

Probiotiéni izdelek (log kg/g izdelka) (log ke/§ izdelka)
Pripravek BF 6,27 8,44
Pripravek BF+ pektin 6,17 8,35
Biotorin BF 6,10 7,99

Stevilo bakterij seva L. bulgaricus BF v izdelkih je bilo v skladu z tevilom, ki ga navajajo
deklaracije izdelkov in je znasalo okoli 6 log ke/g izdelka. Stevilo bakterij seva
Streptococcus thermophilus BF v izdelkih je bilo precej visje in je znasalo okoli 8 log ke/g
izdelka, vendar te vrste bakterij ni bilo navedene v deklaracijah izdelkov. Zacetno Stevilo
bakterij obeh sevov v liofiliziranih izdelkih je bilo v skladu s priporo¢ili prehranskih

strokovnjakov, ki navajajo vsaj 10° ke/g izdelka (Saarela in sod., 2000).

4.2 PREZIVETIJE TESTNIH SEVOV V SIMULIRANIH PREBAVNIH SOKOVIH

Osnovni podatki in rezultati prezivetja testnih sevov v simuliranih prebavnih sokovih so

prikazani na slikah 1-3 in prilogah A1-A6.
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W t=0h
pH 1
HpH2

mpH3

Stevilo bakterij (log ke/ml)

mpH 6,5

Slika 1: Stevilo bakterij testnih sevov v 18-urni kulturi in po 20-minutni izpostavitvi simuliranemu

zelodénemu soku z razli€nimi vrednostmi pH

Slika 1 prikazuje zacetno Stevilo testnega seva (ke/ml) in njihovo Stevilo po 20-minutnem
tretiranju s simuliranim Zelod¢nim sokom razliénih vrednosti pH (2, 3 in 6,5). Po tretiranju
s simuliranim zelod¢nim sokom z vrednostjo pH 1 je Stevilo prezivelih bakterij pri vseh
sevih padlo pod mejo detekcije (10° ke/ml). Po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom z
vrednostjo pH 2 so delno preziveli le sevi L. bulgaricus R1, L. bulgaricus OB2, L.
bulgaricus TS in L. bulgaricus C1. Najbolje so preZivele bakterije seva L. bulgaricus R1,
pri katerem je Stevilo padlo za 1,9 log enoto/ml, pri drugih treh sevih, ki smo jih uspeli
kvantificirati po tretmaju, pa za 2,26, 4,21 oziroma 4,62 log enote/ml. Najbolj se je
zmanjSalo Stevilo ke pri sevu L. bulgaricus C1, in sicer za 4,72 log/ml. Bakterije vrste S.
thermophilus v simuliranem Zelodénem soku z vrednostjo pH 2 niso preZivele v tak§nem
Stevilu, da bi jih lahko detektirali. V simuliranem zelodénem soku z vrednostjo pH 3 pa so
prav vsi sevi, tako vrste L. bulgaricus kot vrste S. thermophilus, preziveli enako dobro kot
v tistem z vrednostjo 6,5. ZmanjSanje glede na izhodis¢no Stevilo (za 0,5 do 1,4 log ke/ml)
verjetno lahko pripiSemo vplivu pepsina. Najbolje je prezivel sev L. bulgaricus R1, saj je
Stevilo ke/ml padlo za okoli 0,5 log enote, najslabse pa sev L. bulgaricus L2, pri katerem je

Stevilo padlo za 1,4 log /ml. Pri sevih L. bulgaricus OB2, L. bulgaricus TS, L. bulgaricus
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CH in L. bulgaricus 121 smo opazili, da je Stevilo bakterij po tretiranju z Zelodénim
sokom vrednosti pH 3 vis§je za okoli 0,2 log/ml, v primerjavi s Stevilom pri vrednosti pH
6,5, vendar lahko to odstopanje pripiSemo analiti¢ni napaki. V celoti gledano sev L.

bulgaricus R1 najbolje prezivi v simuliranih pogojih Zelodca.

W t=0h
t=2h

Stevilo bakterij (log ke/ml)

 ———
I ——
|

Sev

Slika 2: Stevilo bakterij testnih sevov v 18-urni kulturi in po 2-urni izpostavitvi simuliranemu érevesnemu

soku

Slika 2 prikazuje Stevilo ke/ml testnih sevov (v log vrednostih) pred in po 2-urnem
tretiranju s simuliranim ¢revesnim sokom. Rezultati kazejo, da je od vseh sevov simulirane
pogoje Crevesja najbolje prezivel sev L. bulgaricus CH, saj je njegovo Stevilo padlo za 2,49
log enote, prav tako dobro pa je prezivel tudi sev L. bulgaricus OB2, saj je zacetno Stevilo
bakterij padlo za 2,38 log/ml. Najslabse sta prezivela sev L. bulgaricus TS in S.
thermophilus C1, katerih zacetno $tevilo je padlo za 6,36 log/ml, oziroma 6,12 log/ml. Pri
ostalih sevih se je zacCetno Stevilo znizalo za okoli 3,5 log/ml. Med obema sevoma S.
thermophilus smo opazili precej$njo razliko v prezivetju, saj je zacetno Stevilo pri sevu S.
thermophilus C1 padlo za vec kot 6 log enot, pri sevu S. thermophilus BF pa le za
priblizno 3,5 log enot.
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1,40

W cinh. 0,5 g/l Zolca
M cinh. 1,0 g/l Zol¢a
M cinh. 3,0 g/l Zol¢a

¢ inh. Zol¢nega soka

Sev

Slika 3: Vrednosti koeficienta inhibicije testnih sevov po 8-urni izpostavitvi simuliranemu Zol¢nemu soku

Slika 3 prikazuje vrednosti koeficienta inhibicije testnih sevov po izpostavitvi
simuliranemu Zzol¢nemu soku s koncentracijami zol¢a 0,5 g/1, 1,0 g/l in 3,0 g/l. Nizja
vrednost koeficienta pomeni boljSo toleranco bakterij za zol¢ni sok, vrednosti blizu 1 pa
pomenijo, da je bila rast popolnoma inhibirana. Najbolj odporni probioti¢ni sevi imajo
koeficient inhibicije manjsi od 0,4. Nobeden od testiranih sevov v nasi raziskavi ni imel
koeficienta inhibicije manjSega od 0,4 kar pomeni, da so bolj ali manj obcutljivi za zol¢.
Najmanj obcutljiva za simuliran zol¢ni sok s koncentracijo zol¢a 0,5 g/l sta bila seva L.
bulgaricus R1 in L. bulgaricus CH (koeficient inhibicije 0,66), in s podobno vrednostjo
seva L. bulgaricus TS in L. bulgaricus BF (koeficient inhibicije 0,68). Koncentracija Zolca
1,0 g/l pa je ze zadostovala za inhibicijo rasti vseh sevov, z izjemo S. thermophilus BF in
S. thermophilus C1. Rezultati kaZejo, da sta seva vrste S. thermophilus manj obcutljiva za

zol¢ni sok kot sevi vrste L. bulgaricus.
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4.3 PREZIVETIJE TESTNIH SEVOV V LIOFILIZIRANIH IZDELKIH V
SIMULIRANIH PREBAVNIH SOKOVIH

Rezultati prezivetja sevov L. bulgaricus BF in S. thermophilus BF v liofiliziranih izdelkih
so prikazani na slikah 4 — 6 in v prilogah B1-B5.

6,0

w
=]

&
=]

® t=0h
3,0 -

pH1
W pH2

HpH3

2,0 4

W pH6,5

Stevilo bakterij L. bulgaricus BF (log ke/ml)

—_
=]

0,0

Pripravek BF Pripravek BF+ pektin Biotorin BF

Probioti¢ni izdelek

Slika 4: Stevilo bakterij seva L. bulgaricus BF v liofiliziranih izdelkih in po 20-minutni izpostavitvi izdelka s

sevom simuliranemu Zelodénemu soku z razli¢nimi vrednostmi pH.

Slika 4 prikazuje zacetno Stevilo testnega seva L. bulgaricus BF v izdelku ter Stevilo po 20-
minutnem tretiranju izdelka s simuliranim Zelodénim sokom razli¢nih vrednosti pH (1, 2, 3
in 6,5). Rezultati kazejo, da je bilo izhodis¢no Stevilo bakterij v kapsulah BF brez dodatka,
BF z dodatkom pektina in Biotorin BF precej nizko, saj ni preseglo 5 log ke/ml, kar ustreza
6 log ke/g izdelka. V simuliranem Zelod¢nem soku z vrednostjo pH 1 niso prezivele
bakterije iz nobenega izdelka. V simuliranem Zelod¢nem soku z vrednostmi pH 2 in 3 so
preziveli sevi v izdelkih BF brez dodatka in v izdelkih BF z dodatkom pektina. Najslabse
so prezivele bakterije iz izdelka Biotorin BF. Na gojiscu smo sicer opazili komaj vidne
drobne kolonije, ki pa jih niti ni bilo mogoce §teti. Najbolje so bakterije iz vseh treh
izdelkov prezivele v simuliranem zelodénem soku z vrednostjo pH 6,5, kjer je njihovo

Stevilo padlo za 1 log ke/ml. Liofilizirane bakterije seva L. bulgaricus BF so v kombinaciji
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s sestavinami pripravka v simuliranih pogojih Zelodca prezivele, vendar je njihovo Stevilo

padlo pod mejo detekcije (10° ke/ml).

m t=0h

t=2h

Stevilo bakterij L. bulgaricus BF (log ke/ml)

Pripravek BF Pripravek BF+ pektin Biotorin BF

Probioti¢ni izdelek

Slika 5: Stevilo bakterij seva L. bulgaricus BF v liofiliziranih izdelkih in po 2-urni izpostavitvi izdelka s

sevom simuliranemu ¢revesnemu soku

Slika 5 prikazuje Stevilo bakterij seva L. bulgaricus BF v izdelkih pred in po tretiranju s
simuliranim ¢revesnim sokom. Zacetno Stevilo bakterij v kapsuli je tudi v tem primeru pri
vseh izdelkih precej nizko, saj je nekoliko preseglo koncentracijo 5 log ke/ml, kar
odgovarja 6 log ke/g izdelka. Po tretiranju pripravka s simuliranim ¢revesnim sokom je
zacetno Stevilo laktobacilov po 2 h v vseh treh izdelkih padlo za okoli 1,5 log ke/ml.
Prezivetje seva L. bulgaricus BF, vkljucenega v izdelek, je bilo precej boljse od prezivetja
seva v svezih kulturah, pri katerih je zacetno Stevilo po tretiranju s simuliranim ¢revesnim

sokom padlo kar za 5 log ke/ml.
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Stevilo bakterij S. thermophilus BF (log ke/ml)

Pripravek BF Pripravek BF+ pektin Biotorin BF

Probioti¢ni izdelek

Slika 6: Stevilo bakterij seva S. thermophilus BF v liofiliziranih izdelkih in po 8-urni izpostavitvi izdelka s

sevom simuliranemu zelodénemu soku z razli¢nimi vrednostmi pH

Slika 6 prikazuje Stevilo bakterij seva S. thermophilus BF, vkljuenega v izdelek, pred in
po 20-minutnem tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom vrednosti pH 1, 2, 3 in 6,5. Po
tretiranju vsebine kapsule z Zelodénim sokom z vrednostjo pH 1 niso prezivele bakterije iz
nobenega izdelka. Zacetno Stevilo bakterij je bilo primerno, saj je znasalo okoli 7,3 log
ke/ml, kar ustreza 8,3 log ke/g izdelka. Po tretiranju vsebine kapsule z Zelodénim sokom
vrednosti pH 2, 3 in 6,5 je sev S. thermophilus BF najbolje prezivel v izdelku Biotorin BF,
saj je zacetno Stevilo pri vrednosti pH 2 padlo za 1,1 log/ml, pri pH 3 za 0,7 log/ml in pH
6,5 za 0,4 log/ml. Najslabse je prezivel sev iz izdelka BF, saj je Stevilo po tretiranju z
zelodénim sokom vrednosti pH 2 padlo za 1,7 log/ml, pri pH 3 za 1,4 log/ml in pri pH 6,5
za 0,9 log/ml. Medtem ko noben od testnih sevov S. thermophilus (BF in C1) iz sveze
kulture ni prezivel v Zelodénem soku z vrednostjo pH 2, pa je sev S. thermophilus BF v
izdelkih bolje prezivel, saj se je njegovo Stevilo v razli¢nih izdelkih zmanjsalo le za 1,1 —
1,7 log enot. V zelodcnem soku z vrednostmi pH 3 in 6,5 razlike med prezivetjem S.

thermophilus iz Cistih kultur ali iz izdelka niso bile tako oc€itne.
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Pri ugotavljanju prezivetja seva S. thermophilus BF vseh treh izdelkov v simuliranem
so sicer ohranile viabilnost, vendar so tako poskodovane, da niso bile ve¢ sposobne
normalnega razmnozevanja in rasti. Ker jih tudi ni bilo mogoce presteti, jih nismo

upostevali pri podajanju rezultatov.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA
5.1.1 Ugotavljanje Stevila bakterij v probioti¢nih izdelkih

Definicija probiotikov, podana s strani organizacij FAO in WHO, ki velja danes za najbolj
splosno sprejeto poudarja, da morajo biti probiotiki zauziti v zadostni koli¢ini, da lahko
zagotovijo pri¢akovane funkcionalne ucinke. Kljub temu si strokovnjaki in znanstveniki s
podrocja probiotikov danes niso enotni, kolikSna naj bi bila ta najmanjSa predpisana in
predvsem zadostna koli¢ina probiotikov v izdelkih. Kriterij, ki ga je zasnovalo zdruzenje
»The Fermented Milks and Lactic Acid Beverages Asociation«, navaja kot priporoc¢eno
minimalno koncentracijo za sveZe izdelke vrednosti, ki naj ne bodo nizje od 10" ke Zivih
probioti¢nih bakterij na g oziroma ml izdelka, medtem ko organizaciji FAO in WHO
navajata koncentracijo 10° probioti¢nih bakterij na g oz. ml izdelka (FAO/WHO,2002).
Rezultati mnogih raziskav kaZzejo, da Stevilo bakterij pade med tehnoloskimi procesi
izdelovanja in med shranjevanjem probioti¢nih izdelkov, kot tudi med prehodom skozi
zgornji in spodnji del prebavnega trakta, kjer so bakterije podvrzene kislemu okolju
zelodca, zol¢nim solem in razli¢nim prebavnim encimom (Gueimonde in sod., 2004; Fasoli

in sod., 2003; Saarela in sod., 2000).

Farnworth (2008) poudarja, da bi morali proizvajalci probioti¢nih izdelkov na embalazi
med ostalimi podatki navesti tudi Stevilo zivih probioti¢nih bakterij, ki se nahajajo v
izdelku in uporabljeno metodologijo, ki to Stevilo potrjuje. Med drugim tudi ugotavlja, da
se na trzi$¢u pojavlja veliko izdelkov s pomanjkljivimi deklaracijami, pri katerih bodisi ni
podatkov o vrsti bakterij ali pa imena teh niso pravilno navedena. Prav tako ni zagotovila,

da so te probioti¢ne bakterije zive.

Ali so bakterije v izdelkih zive ali mrtve, pa ni preprosto vprasanje. V laboratorijskih
pogojih celice lahko postanejo nekultivabilne, vendar imajo Se vedno izrazene nekatere
aktivnosti in lastnosti, ki so znacilne za zive celice (Lahtinen in sod., 2006). Ta pojav je
lahko posledica pomanjkanja primernih rastnih pogojev ali pa subletalnih poskodb celic,
nekateri strokovnjaki pa zatrjujejo, da takSno stanje nastopi zaradi stresnih okoljskih

pogojev, ki spremenijo mehanizem celi¢nega prezivetja (Lahtinen in sod., 2008). Bunthof
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in Abee (2002) pa v svoji raziskavi navajata, da probioti¢ne bakterijske celice, ki so zive
vendar nekultivabilne, prav tako lahko pripomorejo k zagotavljanju nekaterih zdravstvenih
ucinkov kot so razgradnja glukoze, asimilacija holesterola, proizvodnja protibakterijskih in

antioksidativnih snovi.

Pri pregledu deklaracij nasSih testiranih izdelkov smo ugotovili, da je bilo ime L. bulgaricus
pravilno navedeno, Stevilo bakterij v izdelkih BF, BF z dodatkom pektina in Biotorin BF
pa je bilo v skladu s $tevilom v deklaraciji, ki navaja 10° ke na g izdelka. Ugotovili smo, da
v deklaraciji ni bilo navedenih bakterij vrste S. thermophilus, kljub temu pa je bilo v vseh

treh izdelkih prisotno visoko §tevilo bakterij te vrste, in sicer okoli 10° ke na g izdelka.

Lahtinen in sodelavci (2005) v svoji raziskavi ugotavljajo, da se v probioti¢nih izdelkih
med shranjevanjem lahko razvijejo tudi spece (ang. »dormant«) bakterijske celice, ki so
metabolno neaktivne, ampak imajo neposkodovano celi¢no membrano in v dolocenih
pogojih lahko postanejo kultivabilne. V nasi raziskavi smo po tretiranju izdelka Biotorin
BF s simuliranim zelodénim sokom vrednosti pH 2 in 3 opazili, da so po nacepljanju
vzorcev na hranljivo gojisce zrasle komaj opazne kolonije nepravilnih oblik, ki jih ni bilo
mogoce Steti. Sklepali smo, da je to posledica poskodb celic, ki niso popolnoma izgubile

sposobnosti rasti in razmnoZevanja, ampak samo delno.

Alander in sodelavci (1999) so poudarili, da je pomembno vsakodnevno uzivanje
probioti¢nih izdelkov, saj naj bi po prekinitvi uzivanja Stevilo probioti¢nih bakterij, zlasti
tistih, ki ne izvirajo iz prebavil, hitro padlo. V deklaraciji izdelkov, ki smo jih preiskovali,
ni bilo navedenega priporo¢enega dnevnega odmerka, ki naj bi zadostoval za zagotavljanje

ugodnih ucinkov.

5.1.2 Prezivetje probioti¢nih bakterij v simuliranem Zelod¢nem soku

Osnovna funkcija Zelodca je unienje in inaktivacija patogenih mikroorganizmov, zauzitih
s hrano in vodo ter s tem preprecevanje njihovega vstopa v ¢revesje. Pri tem igra
pomembno vlogo Zelod¢na kislina (HCI), ki jo izlo¢ajo parietalne celice Zelod¢nih Zlez.
Zelodéna kislina poveduje absorbcijo zauZitega kalcija in Zeleza in omogo&a aktivacijo

neaktivnega pepsinogena v aktiven pepsin oziroma encim, ki sodeluje pri delni razgradnji
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proteinov. Zelodéne Zleze vsak dan izlo¢ijo 1-2 1 Zelodénega soka, ki vsebuje 5,475-5,840

mg HCI/l soka in ima nerazred¢en vrednost pH okoli 1 (Smith, 2003).

Raziskava, ki so jo opravili Haller in sodelavci (2001), je pokazala, da le redki sevi
probioticnih bakterij prezivijo vrednost pH 1,5 v Zelodcu. Pri bakterijah, ki so to vrednost
pH prezivele, je zaCetno Stevilo padlo iz 8-9 log ke/ml Zelod¢nega soka na okoli 4 log
ke/ml. Nekatere bakterije, naprimer predstavnice vrste L. johnsonii, imajo povecano
toleranco za zelod¢ni sok. V nasi raziskavi v zelodénem soku z vrednostjo pH 1 niso
prezivele niti bakterije vrste L. bulgaricus niti bakterije vrste S. thermophilus, ki smo jih

testirali v obliki sveZih kultur in v liofilizirani obliki, kot sestavine treh izdelkov.

Vstop hrane v Zelodec vodi v postopno zvisevanje vrednosti pH v Zzelodcu. Zelodéni sok po
obroku po mnenju nekaterih raziskovalcev pri mladih ljudeh (21-35 let) doseze vrednost
pH 6,6, pri starejSih ljudeh (65-83 let) pa vrednost pH 6,2 (Smith, 2003). Zato smo v nasi
raziskavi prezivetje probiotic¢nih sevov testirali tudi pri visjih vrednostih pH Zelod¢nega
soka kot so 2, 3 in 6,5. Ugotovili smo, da so pri testiranju bakterij iz svezih kultur v
zelodénem soku z vrednostjo pH 2 preziveli le Stirje sevi bakterij vrste L. bulgaricus,
katerih zacetno Stevilo je padlo za okoli 2-5 log enot. Sevi bakterij vrste S. thermophilus
pri vrednosti pH 2 niso preziveli. Bakterije iz izdelkov/kapsul so pokazale mnogo boljso
odpornost proti Zelodénemu soku z vrednostjo pH 2 in 3 kot bakterije iz svezih kultur.
Bakterije iz kapsul so bile seveda resuspendirane v zelodénem soku skupaj z matriksom oz.
sestavinami polnila izdelka. Pri vrednosti pH 2 je Stevilo liofiliziranih bakterij vrste L.
bulgaricus padlo za okoli 2,5 log enoti, medtem ko pri vrsti bakterij S. thermophilus za
okoli 1,2 log enote. Obe vrsti bakterij sta dobro preziveli pogoje tudi pri vrednosti pH 3,

kjer je zacetno Stevilo bakterij padlo za okoli 1 log enoto.

O podobnih rezultatih sta poro€ala tudi Picot in Lacroix (2004), ki sta v raziskavi
primerjala prezivetje probioti¢nih bakterij svezih kultur in liofiliziranih bakterij,
mobiliziranih na sirotkinih proteinih. Ugotovila sta, da slednje bolje prezivijo v Zelodénem
soku razli¢nih vrednosti pH, ki vsebuje encima pepsin in pankreatin. Po 60 min je Stevilo
bakterij vrste B. breve iz sveze kulture iz 8 log ke/ml enot padlo za 6 log ke/ml, medtem ko

je Stevilo liofiliziranih in hkrati mobiliziranih bakterij padlo le za 3 log enote.
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Rezultati raziskave, ki sta jo opravila Vinderola in Reinheimer (2003) so pokazali, da so
mle¢nokislinske bakterije iz obicajnih starterskih kultur mnogo manj odporne proti
zelodénemu soku kot probioti¢ne bakterije intestinalnega izvora. Pri vrednosti pH 2 je
zacetno Stevilo bakterij vrst L. bulgaricus in S. thermophilus padlo za 6 log ke/ml. Pri
vrednosti pH 3 pa je najbolj padlo Stevilo bakterij S. thermophilus, in sicer za okoli 5 log
ke/ml, medtem ko je pri vrsti bakterij L. bulgaricus Stevilo bakterij padlo za okoli 4 log
enote. Kot najbolj odporna vrsta bakterij so se izkazale bakterije vrste L. acidophilus,
katerih zacetno $tevilo je pri vrednosti pH 2 padlo za 3,4-5 log enot, pri vrednosti pH 3 pa

za 0,7-3,3 log enote.

Na vrednost pH Zelod¢nega soka pomembno vpliva tudi agregatno stanje zauZite hrane
(tekoce, trdno) pa tudi kemijska zgradba zauZzite hrane. Tekoc¢a hrana in voda se iz Zelodca
izlo¢ita mnogo hitreje kot trdna hrana, ki potrebuje ¢asovno daljSo razgradnjo. Posledi¢no
so tudi bakterije, zauzite s tekoCo hrano in vodo, v krajSem ¢asovnem stiku z zelod¢no
kislino in imajo ve¢jo moznost prezivetja in prehoda v €revesje. Obrok z visoko vsebnostjo
mascob, nizko vrednostjo pH, visoko viskoznostjo in visoko kalori¢no vrednostjo povzroca
pocasno praznjenje Zelodca in poc¢asno zvisevanje vrednosti pH zelod¢énega soka. Tako
hitrost praznjenja zelodca pomembno vpliva na prezivetje bakterij, zauzitih s hrano (Smith,
2003). V nasi raziskavi teh dejavnikov nismo mogli simulirati, zato bi se lahko rezultati

analize in vivo bistveno razlikovali od nasih.

5.1.3 Prezivetje probioti¢nih bakterij v simuliranem Zol¢nem soku

Pri prehodu probioti¢nih bakterij skozi intestinalni trakt je potrebno upoSstevati tudi dejstvo,
da jetra vsak dan izlo¢ijo nekaj vec kot liter Zol¢a. Gre za rumeno-zeleno vodno raztopino
organskih in anorganskih snovi, katere glavne sestavine so zol¢ne soli, holesterol,
fosfolipidi in barvilo biliverdin. Zol¢ pospesuje prebavo in sodeluje pri emulzifikaciji in
raztapljanju masScob. Na bakterije vpliva tako, da poSkoduje fosfolipide in proteine celicne

membrane in tako porusi celicno ravnovesje (Begley in sod., 2005).

Polovico vseh organskih snovi v Zol¢u predstavljajo Zol¢ne kisline. Njihova sinteza poteka
v jetrih iz holesterola v prisotnosti razlicnih encimov. Pred izlo¢anjem poteka njihova

konjugacija z glicinom ali taurinom, lahko pa so konjugirane tudi z drugimi
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aminokislinami, vendar te pogosto hidrolizira karboksi-peptidaza pankreasa. Razmerje
med glikokonjugati in taurokonjugati v humanem Zol¢u je ponavadi 3:1. Konjugacija
zol¢nih kislin je pomembna, saj v tej obliki popolnoma ionizirajo pri fizioloSkem pH-ju in
tako postanejo mnogo bolj topne kot nekonjugirane Zol¢ne kisline. Prav zaradi tega dejstva
konjugiranim Zol¢nim kislinam pravimo tudi zol¢ne soli (Begley in sod., 2005). Taranto in
sod. (2006) so v raziskavi med drugim ugotovili, da so nekonjugirane Zol¢ne kisline za
nekatere vrste bakterij bolj toksi¢ne kot konjugirane Zol¢ne kisline. Pri bakterijah vrste L.
bulgaricus, L. acidophilus in L. casei je nekonjugirana deoksiholi¢na kislina povzrocila 80-
100 % inhibicijo rasti bakterij, medtem ko je konjugirana taurodeoksiholi¢na kislina

povzrocila 62-87 % inhibicijo rasti bakterij.

Prezivetje bakterij v Zol¢nem soku so preucevali tudi Burns in sodelavci (2008). V
raziskavi so primerjali prezivetje predstavnikov vrst, ki naseljujejo prebavni trakt ljudi (L.
acidophilus, L. casei, L. paracasei in L. plantarum), s prezivetjem izolatov iz mle¢nih
izdelkov (L. bulgaricus, L. lactis in L. helveticus). Pri 0,5-odstotni koncentraciji Zol¢a so iz
druge skupine prezivele le bakterije L. lactis in L. helveticus, medtem ko je bila rast
bakterij L. bulgaricus popolnoma inhibirana tudi pri nizZjih koncentracijah zolca (0,03%,
0,05%, 0,1%). O veliki obcutljivosti bakterij vrste L. bulgaricus za Zol€ poroca tudi
raziskava, ki so jo opravili Kociubinsky in sodelavci (1999). Podobne rezultate smo dobili
tudi v naSem preskusu, ki je pokazal izredno obcutljivost bakterijskih sevov vrste L.
bulgaricus na simuliran zol¢ni sok s koncentracijami zol¢a 0,5, 1,0 in 3,0 g/l. Najbolje sta
v teh koncentracijah ZolCa prezivela bakterijska seva vrste S. thermophilus, vendar tudi pri
slednjih koeficient inhibicije ni padel pod 0,4, ki so ga Gibson in sod. (2005) postavili za
kriterij za izbiro probioti¢nih sevov, zato lahko sklepamo, da je tudi ta vrsta bakterij na

zol¢ oziroma njegovo sestavo precej obcutljiva.

5.1.4 Prezivetje probioticnih bakterij v simuliranem ¢revesnem soku

Wallace in sodelavci (2002) so opravili pomembno raziskavo, v kateri so ugotavljali vpliv
mlec¢nokislinskih bakterij vrste Lactobacillus na epitelne celice ¢revesja pri cloveku.
Mlecnokislinske bakterije na slednje lahko vplivajo tako, da proizvajajo citokine, ki pa so
sestavni del imunskega odziva v ¢revesju. Med citokine, ki jih ¢revesne epitelne celice

proizvajajo, sodijo tudi interlevkini, transformirajoc¢i rastni faktor beta, ki je mocan
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imunosupresor, ter tumorje nekrotizirajoc€i faktor alfa in beta, ki omogocata adhezijo
bakterij in aktivirata delovanje levkocitov in makrofagov. Zauzite mle¢nokislinske
bakterije tako pomembno vplivajo na ¢revesno mikrofloro, zavirajo rast patogenih bakterij
in imajo pomemben vpliv na zdravljenje nekaterih bolezni kot so ulcerativni kolitis,
Chronova bolezen in razlicne oblike diarej. Organizaciji FAO in WHO kot eno
pomembne;jsSih karakteristik bakterij, ki jih uvr§¢amo med probiotike, navajata tudi

odpornost proti Zolénim solem, ki so prisotne v ¢revesnem soku.

Nekatere vrste laktobacilov kot so L. casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum, ki
so naravno prisotne v Crevesju ¢loveka, naj bi bile po poroCanju raziskave, ki sta jo
opravila Vinderola in Reinheimer (2003), odpornejSe proti Zelodénemu soku in Zol¢u ter
zol¢nim solem, hkrati pa naj bi imele tudi boljSo 3-galaktozidazno aktivnost in sposobnost
dekonjugacije zol¢nih soli, kot vrste laktobacilov drugega izvora, kot sta L. bulgaricus in
L. lactis in bakterije vrste Streptococcus thermophilus. Slednje v prisotnosti konjugiranih
zol¢nih soli sploh niso pokazale sposobnosti rasti. Podobne rezultate smo dobili tudi v
naSem eksperimentu, saj je zacetno Stevilo bakterij vrste Lactobacillus bulgaricus iz sveze
kulture, v ¢revesnem soku s koncentracijo zol¢nih soli 1 g/l, pri dveh od sedmih sevov iz 9
log enot padlo na 7 oziroma 6 log ke/ml, pri kar Stirih sevih pa je padlo celo pod 6 log
ke/ml. V ¢revesnem soku sta slabo sposobnost prezivetja pokazala tudi oba seva
streptokokov, pri enem je zacetno Stevilo bakterij padlo iz slabih 9 log ke/ml na 5 log

ke/ml, pri drugem pa na 4 log ke/ml .

Bakterijski sev L. bulgaricus BF iz liofiliziranega izdelka je v primerjavi s sevom sveze
kulture v simuliranem ¢revesnem soku, pri enakih pogojih, preZivel bistveno bolje. Stevilo
bakterij seva BF iz sveze kulture je iz zacetnih 9 log ke/ml padlo za 5 log enot, medtem ko
je pri liofiliziranih bakterijah, glede na zacetno Stevilo, padlo za okoli 1,5 log enot.
Najmanj in sicer za 1,3 log enote je Stevilo padlo pri izdelku z dodatkom biotorina, pri
izdelku z dodatkom pektina in izdelku brez drugih funkcionalnih dodatkov pa za 1,7 log
enote. Liofilizirane bakterije seva S. thermophilus BF vseh treh izdelkov po tretiranju s
simuliranim ¢revesnim sokom niso pokazale sposobnosti rasti na gojiscu. Zasledili smo

drobne, nestevne kolonije.
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5.2 SKLEPI

« V simuliranem Zelodénem soku z vrednostjo pH 1 je Stevilo prezivelih bakteri]
sveze kulture pri vseh sevih padlo pod mejo detekcije (10° ke/ml), z vrednostjo pH
2 so preziveli sevi bakterij vrste Lactobacillus bulgaricus iz svezih kultur (L.
bulgaricus R1, L. bulgaricus OB2, L. bulgaricus TS in L. bulgaricus C1), medtem
ko rasti sevov vrste Streptococcus thermophilus nismo zasledili. Najbolje so vsi
sevi preziveli v simuliranem Zelodénem soku z vrednostjo pH 3 in 6,5, kjer je

njihovo Stevilo iz zaCetnega padlo za okoli 1 log enoto.

« Tako sevi vrste L. bulgaricus kot tudi sevi vrste S. thermophilus iz svezih kultur so
izredno obcutljivi za 7ol¢, saj pri nobenem sevu ciy,, ni bil manjsi od 0,4, kar po

nekaterih virih velja kot kriterij za izbiro probioti¢nih sevov.

« V simuliranem ¢revesnem soku sta najbolje prezivela seva L. bulgaricus CH in L.
bulgaricus OB2, katerih zaetno Stevilo je padlo za 2 do 3 log enote, v enakih
pogojih pa sta prezivela tudi seva vrste S. thermophilus, vendar je zacetno Stevilo

padlo za 4 do 6,5 log enot.

« V vseh treh liofiliziranih izdelkih se je zacetno Stevilo bakterij L. bulgaricus BF
gibalo okoli 10° ke /g izdelka. Zagetno $tevilo bakterij vrste S. thermophilus je
znasalo nad 10° ke/g izdelka, vendar pa ime te vrste ni bilo navedeno na nobeni od

deklaracij izdelka.

« Matriks liofiliziranega izdelka je delno zascitil celice seva L. bulgaricus BF pred
vplivom simuliranega ¢revesnega soka in zelod¢nega soka s pH 2, saj so celice
prezivele v vi§jem delezu od celic iz sveze kulture. Celice seva S. thermophilus BF
so v liofiliziranih izdelkih bistveno bolje prezivele v simuliranem Zelodénem soku
pri pH 2 in podobno pri ostalih vrednostih pH (pH 3 in pH 6,5) kot tiste iz sveze
kulture. Po tretiranju bakterij v liofiliziranem izdelku s simuliranim Erevesnim

sokom na gojis¢u nismo zasledili Stevnih kolonij.
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« Dodani pektin v liofiliziranem izdelku ni vplival na prezivetje sevov L. bulgaricus
BF in S. thermophilus BF v simuliranih prebavnih pogojih, biotorin pa je izboljsal
prezivetje S. thermophilus in poslabsal prezivetje L. bulgaricus BF v simuliranem

zelod¢énem soku.
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6 POVZETEK

V raziskavi smo ugotavljali sposobnost prezivetja bakterij vrst Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus (L. bulgaricus) in Streptococcus thermophilus (S. thermophilus) 1z zbirke
proizvajalca prehranskih dopolnil ter iz treh liofiliziranih probioti¢nih izdelkov v obliki
kapsul, ki so vsebovali seve L. bulgaricus BF in S. thermophilus BF, v simuliranih pogojih

prebavil. Analize smo izvajali v obdobju od februarja do maja 2008.

Ugotavljali smo, kako dobro posamezni sevi vrste L. bulgaricus (7 sevov) in vrste S.
thermophilus (2 seva), nagojeni v svezi kulturi, prezivijo v simuliranem zelodénem soku z
razli¢nimi vrednostmi pH in dodatkom pepsina, v simuliranem zol¢nem soku z razlicnimi

koncentracijami Zol¢a in v simuliranem ¢revesnem soku z dodatkom pankreatina.

Ker smo zeleli ugotoviti, ali bakterijski sevi iz liofiliziranih izdelkov v enakih pogojih
prezivijo bolje kot sevi iz svezih kultur, smo ugotavljali njihovo prezivelost v simuliranem
zelodénem in Erevesnem soku. Ker so pomozne snovi v kapsuli povzrocale preveliko
motnost pri merjenju absorbance, v simuliranem zol¢nem soku nismo mogli oceniti

sposobnosti prezivetja bakterij.

Testne seve smo v simuliranih prebavnih sokovih tretirali v takSnih ¢asovnih intervalih, kot
poteka v povprecju zadrzevanje hrane v Zelodcu, dvanajsterniku in tankem crevesu
¢loveka. Za ugotavljanje Stevila zivih bakterij v simuliranem zelodénem in ¢revesnem soku
smo uporabili konvencionalno metodo $tetja kolonij na hranilnih selektivnih podlogah.
Prezivetje bakterij v simuliranem Zolénem soku smo ugotavljali z merjenjem absorbance

pri 650 nm.

V simuliranem Zelod¢nem soku z vrednostjo pH 1 je Stevilo testnih sevov laktobacilov in
streptokokov padlo pod mejo detekcije, v soku z vrednostjo pH 2 pa so preziveli le Stirje
sevi vrste L. bulgaricus (L. bulgaricus R1, L. bulgaricus OB2, L. bulgaricus TS in L.
bulgaricus C1) od sedmih testiranih, medtem ko pri dveh bakterijskih sevih vrste S.
thermophilus rasti nismo zasledili. Bakterijski sevi obeh vrst so najbolje preziveli v
simuliranem zelodénem soku z vrednostjo pH 3 in 6,5, saj je bilo pri vseh sevih po

tretiranju prisotnih ve¢ kot 10° ke/ml soka.
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Glede na podatke o prezivelosti obeh vrst v simuliranem Zol¢nem soku lahko sklepamo, da
so tako sevi L. bulgaricus kot S. thermophilus, ki smo jih testirali, izredno obcutljivi ze za
nizke koncentracije Zol¢a, kar je po mnenju strokovnjakov znacilno za bakterije, ki niso

intestinalnega izvora.

V simuliranem ¢revesnem soku sta najbolje prezivela seva L. bulgaricus CH in L.
bulgaricus OB2, katerih zacetno Stevilo je padlo za 2 do 3 log enote, v enakih pogojih pa
sta prezivela tudi oba seva vrste S. thermophilus, vendar je zaCetno Stevilo padlo za 4 do

6,5 log enot.

Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko povzamemo, da od vseh devetih sevov, testiranih
v nasi raziskavi, v simuliranih pogojih prebavil najbolje prezivi sev L. bulgaricus OB2, ki

je bil izoliran iz domacega jogurta, narejenega iz ov¢jega mleka.

Pri testiranju treh liofiliziranih izdelkov smo ugotovili, da je bilo Stevilo bakterij seva L.
bulgaricus BF zelo blizu deklarirane koncentracije 10° ke/g. V primerjavi z bakterijami iz
sveze kulture so liofilizirane bakterije v prehranskih dopolnilih (izdelkih) bolje prezivele v
simuliranem zelodénem soku z vrednostmi pH 2 in 3, pa tudi v simuliranem ¢revesnem

soku.

V vseh treh izdelkih, ki smo jih testirali, smo ugotovili prisotnost vrste S. thermophilus
(10® ke/g), ki pa ni bil naveden v nobeni od deklaracij. Po informacijah, ki smo jih dobili
od proizvajalca, naj bi Slo za sev S. thermophilus BF. Liofilizirane bakterije seva S.
thermophilus BF so pokazale v izdelku boljSo sposobnost prezivetja v simuliranem
zelodénem soku z vrednotjo pH 2, medtem ko v simuliranem ¢revesnem soku na gojis¢u
nismo zasledili Stevnih kolonij. Dodatek pektina in biotorina v izdelkih na prezivetje

liofiliziranih bakterij tega seva v simuliranih prebavnih sokovih ni imel bistvenega vpliva.

V splosnem velja, da naj bi probioti¢en izdelek vseboval vsaj 10° ke/ml ali ke/g
probioti¢nih bakterij, dnevno pa naj bi za pozitivni uéinek na zdravje, lovek zauzil 10°®
do10° ke probioti¢nih bakterij. Organizaciji FAO (Food and Agriculture Organization of
United Nations) in WHO (World Health Organization) kot pomembni lastnosti pri prehodu
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probioti¢nih bakterij skozi prebavni trakt navajata odpornost bakterij na Zelod¢no kislino in

zol¢ne soli, ki so prisotne v Zolcu.

Glede na vse vecje zanimanje potro$nikov za probioti¢ne izdelke in njihove pozitivne
ucinke na zdravje bi bilo smiselno podati tocne smernice, po katerih bi se probioti¢ne
bakterije loc¢ile od ostalih, v prehrambeni industriji pomembnih bakterij in probioti¢ni
izdelki od izdelkov, ki so za zdravje potrosnikov glede na svojo sestavo prav tako

pomembni. Na ta nacin bi na trgu izlocili zavajanje potro$nika in naziv probioti¢nega

izdelka podelili resni¢no tistim, ki bi ustrezali znanstvenim kriterijem.
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PRILOGE

Priloga A1: Povprecno Stevilo testnih sevov (log ke/ml) pred in po tretiranju s simuliranim
zelodénim sokom razli¢nih vrednosti pH (log vrednosti predstavljajo povprecje
rezultatov dveh ponovitev testa)

Sev T0 | TO,SD | pH1 | pH2 | pH2,SD | pH3 | pH3,SD | pH6,5 | pH6,5SD

L. bulgaricus R1 8,47 0,03 <3 | 6,56 0,74 7,80 0,34 7,84 0,35
L. bulgaricus OB2 8,69 0,08 <3 6,43 n.p. 8,03 1,10 7,68 0,28
L. bulgaricus TS 9,16 0,17 <3 | 495 0,06 7,65 0,66 7,40 0,28
S. thermophilus BF 8,74 0,05 <3 <3 n.p. 7,92 0,17 8,02 0,03
L. bulgaricus C1 8,99 0,18 <3 | 437 0,04 7,95 0,18 7,95 0,33
L. bulgaricus CH 9,12 0,05 <3 <3 n.p. 8,08 0,05 7,98 0,28
L. bulgaricus L21 9,34 0,06 <3 <3 n.p. 8,00 0,00 7,77 0,10
S. thermophilus C1 9,10 0,08 <3 <3 n.p. 8,10 0,14 8,16 0,11
L. bulgaricus BF 9,21 0,13 <3 <3 n.p. 8,37 0,01 8,36 0,06

Legenda:

TO zacetno Stevilo bakterij v log ke/ml

pH1  Stevilo bakterij v log ke/ml po tretiranju s simuliranim Zelod¢nim sokom z vrednostjo pH 1
pH2  povprecno Stevilo bakterij v log ke/ml po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom z
vrednostjo pH 2
pH3  Sstevilo bakterij v log ke/ml po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom z vrednostjo pH 3
pH6,5 Sstevilo bakterij v log ke/ml po tretiranju s simuliranim Zelod¢nim sokom z
vrednostjo pH 6,5
SD standardna deviacija
n.p. nipodatka

Priloga A2: Razmerje med kon¢nim in zacetnim Stevilom testnih sevov po tretiranju z
zelodénim sokom razli¢nih vrednosti pH (vrednosti predstavljajo povprecje
rezultatov dveh ponovitev testa)

Sev pH1 I'pH2 SDyn2 I'pH3 SDpn3 | TpHes | SDpues |
L. bulgaricus R1 <10° 2:10° 0,03 0,26 | 0,19 | 0,28 0,21
L. bulgaricus OB2 <10° 5107 n.p. 0,76 | 1,03 | 0,11 0,08
L. bulgaricus TS <107’ 6:10° n.p. 0,07 | 0,08 | 0,02 0,01
S. thermophilus BF <10° <10° n.p. 0,17 | 0,08 | 0,20 0,04
L. bulgaricus C1 <10° 2:107 n.p. 0,11 | 008 | 0,13 0,12
L. bulgaricus CH <107’ <107’ n.p. 0,10 | 0,02 | 0,09 0,06
L. bulgaricus L21 <107 <107 n.p. 0,05 | 001 | 0,03 0,00
S. thermophilus C1 <107’ <107’ n.p. 0,08 | 0,01 | 0,12 0,01
L. bulgaricus BF <107 <107 n.p. 0,15 | 004 | 0,15 0,06
Legenda:

TpH1 razmerje med Stevilom celic (ke/ml) po tretiranju s simuliranim zelod¢nim sokom z
vrednostjo pH 1 in zacetnim Stevilom celic (ke/ml)

rom2  razmerje med Stevilom celic (ke/ml) po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom z
vrednostjo pH 2 in za¢etnim Stevilom celic (ke/ml)

rpu3  razmerje med Stevilom celic (ke/ml) po tretiranju s simuliranim Zelod¢nim sokom z
vrednostjo pH 3 in zacetnim Stevilom celic (ke/ml)

rpues ~ razmerje med Stevilom celic (ke/ml) po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom z
vrednostjo pH 6,5 in zacetnim Stevilom celic (ke/ml)

SD standardna deviacija

n.p. nipodatka
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Priloga A3: Prezivetje testnih sevov v simuliranem c¢revesnem soku (log vrednosti
predstavljajo povprecje rezultatov dveh ponovitev testa)

sev T0 SD T2h SD
L. bulgaricus R1 9,00 0,40 4,77 0,37
L. bulgaricus OB2 8,68 0,06 5,85 0,21
L. bulgaricus TS 9,16 0,46 2,80 0,44
S. thermophilus BF 8,56 0,09 5,19 0,14
L. bulgaricus C1 9,29 0,61 3,48 0,42

L. bulgaricus CH 9,45 0,51 6,96 0,04
L. bulgaricus L21 9,04 0,79 4,41 0,62
S. thermophilus C1 8,58 0,06 2,47 0,37

L. bulgaricus BF 9,47 0,40 4,28 0,04
Legenda:
TO zacetno Stevilo bakterij v log ke/ml

T2h  stevilo bakterij v log ke/ml po 2-urnem tretiranju s simuliranim ¢revesnim sokom
SD standardna deviacija

Priloga A4: Koeficienti inhibicije testnih sevov po izpostavitvi simuliranemu zol¢nemu
soku (vrednosti predstavljajo povprecje rezultatov dveh ponovitev testa)

S€V/Cinh, Cinh. 1 SD Cinh. 2 SD Cinh. 3 SD
L. bulgaricus R1 0,66 0,13 0,95 0,01 0,95 0,07
L. bulgaricus OB2 0,81 0,23 1,12 0,18 0,72 0,28
L. bulgaricus TS 0,68 0,08 1,00 0,02 1,19 0,47
S. thermophilus BF 0,74 0,36 0,87 0,12 0,55 0,65
L. bulgaricus C1 0,85 0,03 0,98 0,03 0,96 0,06
L. bulgaricus CH 0,66 0,04 1,02 0,13 0,92 0,01
L. bulgaricus L21 0,74 0,01 0,93 0,11 0,93 0,04
S. thermophilus C1 0,79 0,06 0,85 0,16 0,75 0,32
L. bulgaricus BF 0,68 0,14 0,98 0,03 0,92 0,01

Legenda:

cinni  koeficient inhibicije (simuliran Zol¢ni sok z 0,5 g/l Zol¢nih soli)
Cimn2  Kkoeficient inhibicije (simuliran zol¢ni sok z 1,0 g/l Zol¢nih soli)
cmn.3  koeficient inhibicije (simuliran Zol¢ni sok s 3,0 g/l zol¢nih soli)
cinn<0,4 bakterije so odporne proti zol¢nim solem

SD standardna deviacija
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Priloga AS: Izmerjene vrednosti Agso pred in po tretiranju sevov s simuliranim zol¢nim
sokom v prvem preskusu

MRS MRS + 0,5 g/l Oxgall | MRS + 1 g/l Oxgall | MRS + 3 g/l Oxgall
sev A() Ag Ao Ag AO Ag A() Ag
L. bulgaricus R1 0,323 | 0,809 0,285 0,407 0,316 0,335 0,380 0,427
L. bulgaricus OB2 0,328 | 0,395 0,264 0,266 0,294 0,277 0,348 0,380
L. bulgaricus TS 0,340 | 0,772 0,292 0,403 0,319 0,314 0,361 0,427
S. thermophilus BF | 0,238 | 0,284 0,171 0,195 0,195 0,205 0,249 0,291
L. bulgaricus C1 0,448 | 1,154 0,386 0,481 0,415 0,442 0,458 0,517
L. bulgaricus CH 0,393 | 1,132 0,449 0,721 0,332 0,385 0,436 0,487
L. bulgaricus L21 0,345 | 0,794 0,306 0,422 0,331 0,327 0,379 0,422
S. thermophilus C1 | 0,219 | 0,242 0,151 0,157 0,177 0,183 0,271 0,306
L. bulgaricus BF 0,395 | 0,982 0,339 0,585 0,380 0,403 0,495 0,549

Legenda:

MRS + 0,5 g/l Oxgall tekoce gojisce MRS z dodanim dehidriranim Zol¢em (0,5 g/1)
MRS +1 g/l Oxgall  tekoce gojis¢e MRS z dodanim dehidriranim zol¢em (1 g/1)
MRS + 3 g/l Oxgall  tekoce gojis¢e MRS z dodanim dehidriranim zol¢em (3 g/1)
Ay absorbanca izmerjena pri 650 nm na zacetku preskusa

Ag absorbanca izmerjena pri 650 nm po 8h

Priloga A6: Izmerjene vrednosti Agso pred in po tretiranju sevov s simuliranim Zolénim
sokom v drugem preskusu

MRS MRS + 0,5 g/l Oxgall | MRS + 1 g/l Oxgall | MRS + 3 g/l Oxgall
Sev Ao Ag AO Ag A() Ag Ao Ag
L. bulgaricus R1 0,394 | 0,900 0,310 0,526 0,340 0,369 0,987 0,986
L. bulgaricus OB2 | 0,352 | 0,524 0,271 0,333 0,280 0,282 0,677 0,693
L. bulgaricus TS 0,420 | 1,069 0,315 0,560 0,343 0,359 0,814 0,477
S. thermophilus BF | 0,159 | 0,351 0,153 0,157 0,161 0,171 0,169 0,167
L. bulgaricus C1 0,464 | 1,157 0,375 0,491 0,387 0,389 0,848 0,849
L. bulgaricus CH 0,394 | 0,934 0,315 0,480 0,346 0,280 1,076 1,125
L. bulgaricus L21 0,477 | 1,012 0,353 0,507 0,356 0,440 0,777 0,802
S. thermophilus C1 | 0,140 | 0,423 0,270 0,184 0,143 0,156 0,142 0,150
L. bulgaricus BF 0,462 | 1,085 0,255 0,390 0,265 0,265 0,774 0,819

Legenda:

MRS + 0,5 g/l Oxgall tekoce gojis¢e MRS z dodanim dehidriranim Zol¢em (0,5 g/1)
MRS + 1 g/l Oxgall  tekoce gojis¢e MRS z dodanim dehidriranim zol¢em (1 g/1)
MRS +3 g/l Oxgall  tekoce gojis¢e MRS z dodanim dehidriranim Zol¢em (3 g/1)
Ay absorbanca izmerjena pri 650 nm na zacetku preskusa

Ag absorbanca izmerjena pri 650 nm po 8h
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Priloga B1: Prezivetje seva Lactobacillus bulgaricus BF, vkljuCenega v izdelek, v

simuliranem Zelodénem soku razli€nih vrednosti pH (log vrednosti
predstavljajo povprecje rezultatov dveh ponovitev testa)

Probioti¢ni
iz dlelelk ! TO TOsp | pH: | pHisp | PH: pHazsp pH; | pHssp | pHes | pHessp
Pripravek BF 4,7 0,1 <2 n.p. 2,4 0,01 2,6 0,04 3,6 0,11
Pripravek BE 1 4o | 07 | <2 | np. | 26 | 001 | 28 | 004 | 39 | 05
pektin
Biotorin BF 4,9 0,5 <2 n.p. <2 n.p. <2 n.p. 3,7 0,70
Legenda:
TO zacetno Stevilo bakterij v log ke/ml
pH;  Stevilo bakterij v log ke/ml po tretiranju s simuliranim zelod¢nim sokom z vrednostjo pH 1
pH>  Stevilo bakterij v log ke/ml po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom z vrednostjo pH 2
pH;  Stevilo bakterij v log ke/ml po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom z vrednostjo pH 3
pHes Stevilo bakterij v log ke/ml po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom z vrednostjo pH
6,5
SD standardna deviacija
n.p. ni podatka

Priloga B2: Prezivetje seva Streptococcus thermophilus BF, vklju€enega v izdelek, v

simuliranem zelodénem soku razliénih vrednosti pH (log vrednosti
predstavljajo povprecje rezultatov dveh ponovitev testa)

Probioti¢ni
izdelek TO | TOsp | pHy | pHisp | pHy | pHysp | pH; | pHssp | pHes | pHessp
Pripravek BF | 744 | 057 | <2 np. | 574 | 018 |607] 019 | 651 | 015
Pripravek BE | 7351 076 | <2 np. |58 | 003 |620| 028 | 656 | 002
pektin
Biotorin BF | 6,99 | 1,24 <2 n.p. 5,91 0,11 6,32 0,16 6,58 0,11
Legenda:
TO zacetno Stevilo bakterij v log ke/ml
pH;  Stevilo bakterij v log ke/ml po tretiranju s simuliranim Zelod¢nim sokom z vrednostjo pH 1
pH,  stevilo bakterij v log ke/ml po tretiranju s simuliranim zelod¢nim sokom
z vrednostjo pH 2
pH;  Stevilo bakterij v log ke/ml po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom z vrednostjo pH 3
pHes Stevilo bakterij v log ke/ml po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom z vrednostjo pH
6,5
SD standardna deviacija

n.p.

ni podatka
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Priloga B3: Prezivetje seva Lactobacillus bulgaricus BF, vkljuCenega v izdelek, v
simuliranem ¢revesnem soku (log vrednosti predstavljajo povprecje

rezultatov dveh ponovitev testa)

Probioti¢ni izdelek TO SD T2h SD
Pripravek BF 5,51 0,76 3,75 0,57
Pripravek BF+ pektin 5,33 0,60 3,69 0,72
Biotorin BF 5,24 0,47 3,89 1,10
Legenda:
TO zacetno Stevilo bakterij v log ke/ml
T2h  Stevilo bakterij v log ke/ml po 2-urnem tretiranju s simuliranim ¢revesnim sokom

SD standardna deviacija

Priloga B4: Razmerje med kon¢nim in zafetnim Stevilom seva L. bulgaricus BF,
vkljucenega v izdelek, po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom
razli¢nih vrednosti pH

PrObiOtiéni iZdelek rp_Hl rpHL SD rsz rpHZ SD rpH3 rpH3, SD rp_H6,5 rp_H6,5, SD
Pripravek BF <10’ n.p. 5107 n.p. 8-10° n.p. 0,08 0,04
g zﬁrij‘lvek BF* <10° | np. | 510° | np. | 810° | np. 011 | 011
Biotorin BF <107 n.p. <107 n.p. <107 n.p. 0,06 0,01
Legenda:
o1 razmerje med Stevilom celic (ke/ml) po tretiranju s simuliranim Zelod¢nim sokom z

vrednostjo pH 1 in za¢etnim Stevilom celic (ke/ml)

rp2  razmerje med Stevilom celic (ke/ml) po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom z
vrednostjo pH 2 in zaCetnim §tevilom celic (ke/ml)

rpu3  razmerje med Stevilom celic (ke/ml) po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom z
vrednostjo pH 3 in zacetnim Stevilom celic (ke/ml)

Ipnes razmerje med Stevilom celic (ke/ml) po tretiranju s simuliranim Zelod¢nim sokom z
vrednostjo pH 6,5 in zacetnim Stevilom celic (ke/ml)

SD standardna deviacija

n.p. nipodatka
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Priloga B5: Razmerje med kon¢nim in zacetnim Stevilom seva S. thermophilus BF,
vkljucenega v izdelek, po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom razli¢nih

vrednosti pH
Probioti¢ni izdelek TpH1 YpH1, SD TpH> I'pH2, SD Ypu3 | Ypu3.sp YpH6.5 YpH6.5, SD
Pripravek BF <10°® n.p. 0,04 0,04 0,07 0,06 0,20 0,36
Pripravek BF + <10°| np. 005 009 |009| 008 | 030 0,84
pektin
Biotorin BF <10” n.p. 0,20 0,23 0,63 0,37 1,25 0,69
Legenda:

rpai razmerje med Stevilom celic (ke/ml) po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom z

vrednostjo pH 1 in zacetnim Stevilom celic (ke/ml)

rpm2  razmerje med Stevilom celic (ke/ml) po tretiranju s simuliranim Zelodénim sokom z
vrednostjo pH 2 in za¢etnim Stevilom celic (ke/ml)
rpu3  razmerje med Stevilom celic (ke/ml) po tretiranju s simuliranim Zelod¢nim sokom z

vrednostjo pH 3 in zacetnim Stevilom celic (ke/ml)

fpues razmerje med Stevilom celic (ke/ml) po tretiranju s simuliranim Zelod¢nim sokom z

vrednostjo pH 6,5 in zacetnim Stevilom celic (ke/ml)

SD standardna deviacija

n.p. nipodatka
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