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Proucevali smo u¢inek dodatka za$¢itnih snovi na prezivetje seva Lactobacillus
gasseri K7 med liofilizacijo, bakteriocinsko aktivnost liofiliziranega pripravka
in ohranjanje viabilnosti celic ter bakteriocinske aktivnosti pripravka med 8-
tedenskim skladis¢enjem. Sev smo namnozili v sirotki z dodatkom kvasnega
ekstrakta in tweena 80. Fermentacija je potekala v bioreaktorju pri temperaturi
37 °C, pH vrednosti 5,75 in podtlaku 0,5 bara. Za zasCito celic smo
fermentacijski brozgi pred zamrzovanjem dodajali saharozo (5, 10, 15, 20 %),
laktozo (5, 10 %), Skrob (5, 10, 15, 20 %), glicerol (5 %), askorbinsko kislino
(0,05 %) ali kombinacijo ene izmed naStetih zascitnih snovi z askorbinsko
kislino. Fermentacijska brozga je v 1 ml vsebovala 8,8 x 10® zivih celic Lb.
gasseri K7, njena bakteriocinska aktivnost (BA) pa je bila 256.000 BA/ml.
Postopek liofilizacije je prezivelo 1,2 x 107 celic/ml, kar je samo 1,4 % celic iz
fermentacijske brozge. NajboljSo zascito celic seva K7 med liofilizacijo je
zagotovil 20-odstotni dodatek saharoze. Postopek je prezivelo 2,2 x 10® celic/ml
(24,9 %), vendar je bila saharoza neulinkovita pri zasc¢iti celic med
skladis¢enjem liofiliziranih pripravkov. Skladiscenje je prezivelo manj kot 0,1
% celic. NajboljSo za$cito celic seva K7 je zagotovil 20-odstotni dodatek
$kroba, saj je 8-tedensko skladid¢enje prezivelo 3 x 107 celic/ml (3,4 %). Med

(128.000 BA/ml) pri vseh vzorcih. Pripravki z dodatkom Skroba so ohranili
enako bakteriocinsko aktivnost $e po 4-ih tednih skladis¢enja, po 8-ih tednih pa

smo opazili ponovpo zmanjSanje, na 64.000 BA/ml. Dodatek askorbinske _

kisline ni povecal zas¢itnega ucinka preskusanih zasc¢itnih snovi.
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We studied the addition of protective agents on the survival rate of the strain
Lb. gasseri K7 during freeze-drying, bacteriocin activity of lyophilized samples
and the preservation and survival of and bacteriocin activity during 8-weeks of
storage. The strain was cultured in whey with an addition of yeast extract and
Tween 80. Fermentation was performed in a bioreactor at 37 °C with a pH
value of 5.75 and a vacuum of 0.5 bars. Prior to freeze-drying, sucrose (5, 10,
15, 20 %), lactose (5, 10 %), starch (5, 10, 15, 20 %), glycerol (5 %) and
ascorbic acid (0.05 %), or a combination of one of the protective agents above
with ascorbic acid was added into the fermentation mixture for the protection of
cells. The fermentation mixture in 1 ml comprised 8.8 x 10° wable cells Lb.
gasseri K7, while bacteriocin activity (BA) was 256000 BA/ml. Only 1.2 x 10’
cells/ml survived the freeze-drying process; that is only 1.4 % cells from the
fermentation mixture. The best protection for cells of the K7 strain during
lyophilization was a 20 % addition of sucrose. In this case 2.2 x10° cells/ml
(24.9 %) survived the process, but the sucrose was ineffectual in protecting
cells during the storage of lyophilized samples. Less then 0.1 % cells survived
storage. A 20 % addition of starch assured the best protections of Lb. gasseri
K7 cells during an 8-week storage period with 3 x 107 cells/ml (3.4 %)
surviving. Bacteriocin activity of the fermentation mixture decreased by one
half (128000 BA/ml) in all samples. Samples with an addition of starch
maintained identical bacteriocin activity up to 4-weeks of storage, but at 8-
weeks of storage, we observed a renewed decrease in activity to 64000 BA/ml.
The addition of ascorbic acid did not increase the protective effects of the tested
protective agents.
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skladis¢enjem

Prezivelost seva Lb. gasseri K7 in bakteriocinska, aktivnost pripravka z - { peteted: o
dodatkom Skroba (5, 10, 15, 20%) pred Jiofilizacijo_in po njej ter med 8- - { peteted: inpo
tedenskim skladisc¢enjem

Prezivelost seva Lb. gasseri K7 in bakteriocinska aktivnost pripravka z

dodatkom  glicerola (5 %) pred Jiofilizacijo in po njej ter med 8- _-- { peteted: in po

tedenskim skladis¢enjem
Prezivelost seva Lb. gasseri K7 in bakteriocinska aktivnost pripravka z

T in po

.
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1 UvoOD

S

in jogurta. Zaradi lazjega skladiSCenja in transporta so najpogosteje pripravljene v

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, -

priprave, ki zagotavlja najvecjo stopnjo prezivelosti celic in ohranitev njihove visoke
aktivnosti. SuSenje starterskih kultur je primerno predvsem zaradi moznosti skladis¢enja

\

RN N { Deleted:

{:\‘[ Deleted:

uporabljamo

*. | Deleted:
\

v

N~ Deleted:

W

S

N i
AR \‘[ Deleted:

direktni

\
\\{ Deleted:

o 0 U

L U A

takSnih pripravkov pri sobni temperaturi in enostavnega transporta (Carvalho in sod., {Deleted:iz
2004b).

Liofilizacijo uporabljajo v farmacevtski industriji, pri pripravi mikrobioloskih preparatov

in hrane, V, primerjavi z nekaterimi drugimi postopki_ima postopek, manjse n@ga,ti,vxl,eg:/{t’e'ete": Postopek ima
ucinke na bakterijske celice in omogo¢i optimalno fiziolosko, kemijsko in biolosko \\\:\{De'eted”
stabilnost celic med dalj§im skladi§¢enjem, tudi pri sobni temperaturi. Ker je postopek Deleted:
povezan z velikimi stroski, se uporablja predvsem pri pripravi posebnih vrst hrane in

biomaterialov (Fonseca in sod., 2004).

Na prezivetje celic med liofilizacijo in skladi§¢enjem vplivajo razli¢ni dejavniki, kot so

fiziolosko stanje celic in njihova koncentracija, rastni pogoji, dodane zascitne snovi ter

pogoji skladisCenja (Carvalho in sod., 2004a). V procesu liofilizacije so MKB

izpostavljene mnogim negativnim dejavnikom. Poveca se koncentracija snovi in queféfag,/{De'Eted: zvisa
vrednost pH, zaradi nizkih temperatur nastajajo ledeni kristali, zaradi suSenja pa se

zman3a, vodna aktivnost. Posledice tega so poskodbe celitne membrane, razgradnja - {Deleted: niza
celi¢nih beljakovin in DNA (Baati in sod., 2000). Zaradi nastetih sprememb, ki nastanejo

med liofilizacijo, se zmanjsa Stevilo Zivih celic, Da bi zmanjsali negativen vpliv omenjenih, _-- { peleted: pade
dejavnikov, moramo pravilno izvesti liofilizacijo in uporabiti ustrezne zascitne snovi (Zhao o {De'e"e" teh
in Zhang, 2005).

Za za¥¢ito lahko uporabimo ve€ vrst snovi, ki jih delimo pa snovi, ki hitro prehajajo v__ _-{ peleted: .
celico, na snovi, ki pocasi prehajajo v celico, in na snovi, ki ne prehajajo v celico (Saarela | Deleted: jin
in sod., 2005). Lahko uporabimo sladkorje (saharoza, fruktoza, laktoza), sladkorne _--{Deleted: U
alkohole (inozitol) ali druge snovi, kot so posneto mleko v prahu in antioksidanti, npr. { peteted: taiko
askorbinska kislina (Carvalho in sod., 2004b).

Visoka stopnja prezivelosti bakterijskih sevov in ohranitev njihove bakteriocinske

aktivnosti sta S posebnq, pomembni zahtevi, kadar pripravljamo_kulture probioticnih -~ {Peteted: &

bakterij. V predstavljeni diplomski nalogi smo spremljali stopnjo prezivelosti
probioticnega seva Lactobacillus gasseri K7 med liofilizacijo in skladis¢enjem v
pripravkih na osnovi sirotke z dodatkom razli¢nih vrst zascitnih snovi. Ugotavljali smo
tudi, ali se po liofilizaciji in skladi§¢enju spremeni bakteriocinska aktivnost pripravka.
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MKB vec¢inoma gojimo v mediju MRS. Nasa ideja je bila, da bi probioti¢ni sev Lb. gasseri
K7, ki smo ga uporabili v nasi raziskavi, namnozili v sirotki, ker vemo, da je sirotka bogat
vir hranil, saj vsebuje laktozo, serumske proteine in krajSe peptide, pa tudi nekatere rastne
faktorje, na primer vitamine in aminokisline. Predvidevali smo, da bo proucevani sev
dobro rasel tudi v sirotki. Sev Lactobacillus gasseri K7 spada v skupino Lactobacillus

ey

raziskav vemo, da sev Lb. gasseri K7 tvori bakteriocine, ki jih v eksponencialni fazi rasti
izlo¢a v rastni medij. Zato smo pricakovali, da bo liofilizirani pripravek fermentacijske
brozge ohranil tudi bakteriocinsko aktivnost.
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1.1

NAMEN DELA

o 0 U U U

V nasem diplomskem delu smo Zzeleli prouciti, kakq, dodatek, razliénih koncentracij _-- { Deleted: ¢
zastitnih snovi, vpliva na prezivetie seva Lactobacillus gasseri K7, med liofilizacijo in . Peleted: viv
skladicenjem. Zanimalo pas je tudi, ali liofilizirani pripravek ohrani bakteriocinsko . [Peleted:s
aktivnost. N \% Deleted: ,
*. | Deleted: ,
J . . . \{ Deleted: pa
| Postavili smo si naslednjg, hipotezg; {Doteres
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T <~ 7 Deleted: i
. .. . . .. . . . \‘[Deleted:i
e Liofilizirani pripravek fermentacijske brozge, z namnozenim sevom Lb. gasseri K7,bo {Deleted:
ohranil bakteriocinsko aktivnost, ki je nastala med fermentacijo. AN { Deleted: :
| e Liofilizacija in skladiscenje ne bosta vplivala na bakteriocinsko aktivnost pripravka.
e Primeren dodatek zas€itnih snovi v fermentacijsko brozgo pred liofilizacijo bo povecal, _-- { peteted: avisal

stopnjo preZivetja seva Lb. gasseri K7.
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2 PREGLED OBJAV
2.1  PROBIOTIKI

Prisotnost mlec¢nokislinskih bakterij (MKB) v c¢loveskem prebavnem traktu in njihova

oz. krajSe probiotiki (Mattila-Sandholm in sod., 2002).
Kot probiotike oznacujemo tudi pripravke ali izdelke, ki vsebujejo zive probioticne
mikroorganizme v zadostnem Stevilu, da lahko vplivajo na mikrofloro prebavil in s tem

zdravstveno stanje gostitelja (Rogelj, 2001).

Ucinkovitost probioti¢nih pripravkov je odvisna od Stevila zivih bakterij in njihove

aktivnosti, ki se ne sme zmanjSevati med postopki priprave in skladi§¢enja. Pomembno je _-
- { Deleted:

Sandholm in sod., 2002):

e odpornost proti delovanju kisline in prebavnih sokov,

e odpornost proti zol¢nim solem,

e sposobnost vezanja na epitelne celice Crevesa in vsaj prehodna kolonizacija crevesa,

e stimulacija imunskega sistema,

e antagonisticni uéinek proti patogenim bakterijam, kot so Helicobacter pylori,
Salmonella ssp., Listeria monocytogenes in Clostridium difficile,

e protikarcinogene in protimutagene lastnosti.

* zmanjSujejq, vrednost pH v prebavilih, tako, da tvorijo kratkoverizne mas¢obne kisline,
e tvorijo vodikov peroksid,

e patogenim bakterijam onemogocajo dostop do hranilnih snovi,

e s patogenimi bakterijami tekmujejo za adhezijske receptorje,

e tvorijo specifi¢ne zaviralne snovi, kot so bakteriocini.

Probiotiki, ki jih dodajamo vsakodnevni prehrani, prepreujejo nastanek obolenj. Lahko se
uporabijo celo kot nadomestek za antibiotike, predvsem pri gastrointestinalnih obolenjih
(Bernardeau in sod., 2002).
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2.2 BAKTERIOCINI

pogosto zamenjujejo z antibiotiki. Razlike med njimi so prikazane v preglednici 1
(Cleveland in sod., 2001).

Preglednica 1: Osnovne razlike med bakteriocini in antibiotiki (Claveland in sod., 2001)

o J U L

Lastnost Bakteriocini Antibiotiki
Aplikacija prek hrane klini¢ni preparati - {Deleted: °
Sinteza na ribosomih so sekundarni metabolit
Aktivnost ozek spekter Sirok spekter
obrambni mehanizem tarcne celice ponavadi se spremeni sestava sprememba na gengki ravni, | -~ {Deleted: ets
0z. toleranca celiéne membrane odvisno od nacina delovanja
. . . vpliva na celi¢no membrano ali
nacin delovanja tvorba por v membrani ]
intracelularne organe
toksi¢nost/stranski uinki niso znani Znani - {Deleted: po
o ‘[Deleted: po
Bakteriocini bakterijskega izvora so beljakovine s protimikrobnim delovanjem, velikosti 1-
90 kDa. Bakteriocini sluZijo bakteriji kot obrambno sredstvo pred drugimi bakterijami,g,/{De'emdia
Bakterija, ki jih proizvaja, nanje ni obcutljiva. Njihov spekter delovanja je pogosto zelo _-- { Deteted: b
ozek, saj vecina bakteriocinov deluje le na bakterije, ki so iste_vrste ali sorodnih vrst kot \:\\\{De'e"e": paje
bakterija proizvajalka. MKB proizvajajo ve¢ vrst bakteriocinov, ki jih delimo v razrede Deleted: ¢
(nreglednica 2). Bakteriocini so se pokazali kot uginkovito sredstvo proti kvarljiveem - {Deleted: P
hrane in/ali patogenim bakterijam, kot je naprimer Listeria monocytogenes, Zato jih lahko _-- { peteted:
uporabimo kot naravne konzervanse hrane in krme. Prvi komercialno uporabljen o {De'e"e": z
bakteriocin je nisin, ki ga uporabljajo Ze od leta 1950 (Rolf in Hoover; 2000, Eijsink in
sod., 2002). Zaradi, povetanja varnosti hrane lahko bakteriocine vKljugimo v hrano na tri -~ {Deleted: namenom
nacine;, y, hrano dodamo_precis€en bakteriocinski pripravek, dodamo_sestavine, ki _-- { peteted
vkljugujejo seve, ki proizvajajo bakteriocine, ali pa starterske kulture nadomestimo s sevi, [ Deleted: v

o ater

RN { Deleted:

nadomestimo

nacina. Uporaba bakteriocinov je primerna predvsem v kombinaciji s postopki, priprave, pri_ "~
katerih ne uporabljamo toplote (uporaba metode konzerviranja s pulzirajo¢im elektricnim ~~

‘[Deleted:

€

) ‘[ Deleted:

h

o L

poljem) (Deegan in sod., 2006).
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Preglednica 2: Klasifikacija bakteriocinov (Cleveland in sod. 2001, cit, po Klaenhammer, 1993),

Skupina Lastnosti Primer

majhne molekule, <5 kDa,
fleksibilne, pozitivno nabite .
Ia . ) B njsin

beljakovine, tvorijoporev | T T T T T T T T T

1 membrano gostiteljske celice

globularne beljakovine, imajo bolj
Ib rigidno strukturo, negativno nabite mersacidin

ali nevtralne beljakovine

majhne toplotno stabilne

lia . . pedeiocin PA-1
I beljakovine
. za tvorbo aktivnih kompleksov sfa .
Iib ] T R Jactacin ¥~~~ 7
potrebni dve razli¢ni beljakovini
vecje toplotno nestabilne o
111 lactacin Ain B

beljakovine

Bakteriocini se vezejo na celino steno gostiteljske bakterije z elektrostati¢nimi,
interakcijami. Interakcije nastanejo med pozitivno nabitimi beljakovinami in negativno
nabitimi lipidi v membrani gram pozitivnih bakterij. Po pritrditvi v membrani gostiteljske
celice tvorijo pore. S tvorbo por povzrocijo, da zacne celica izgubljati protone, ATP,

hranilne snovi in metabolite, kar povzroci propad celice (Eijsink in sod., 2002).

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, -

povsem znani, so raziskovalci prepri¢ani, da na izrazanje genov za tvorbo bakteriocinov
vpliva okolje (Delgado, 2005).
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celico, ki jih tvori (Bogovi¢ Matijasi¢ in Rogelj, 2000). Vzrok, da se zmanj§a koliina,

lizo celic (Avonts in sod., 2004).
2.3 ROD Lactobacillus

V rod Lactobacillus uvr§¢amo gram pozitivne, nesporogene, mikroaerofilne ali
falkutativno anaerobne bakterije paliaste oblike. Rod je dale¢ najobseznejsi med MKB
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(Narvhus, 2003). Je zelo heterogen, saj vsebuje vrste z zelo raznolikimi biokemijskimi in
fizioloskimi lastnostmi. Heterogenost se kaze v razli¢ni vsebnosti G+C v DNA in znasa od

heterofermentativnega metabolizma sladkorjev (fruktoza-1,6-difosfat aldolaza in
fosfoketolaza) (Axellsson, 1998)
Preglednica 3: Razdelitev rodu Lactobacillus (Axellson, 1998)
Skupina I — Skupina IT — Skupina I1I —
. obligativno falkutativno opligativno |
Lastnosti
homofermentativni heterofermentativni heterofermentativni
Fermentacija pentoz - + +
CO, iz glukoze - - +
CO, iz glukonata - +4 +2
Prisotnost FDP aldolaze + + -
Prisotnost fosfoketolaze - +b +
Lb. acidophilus Lb. casei Lb. brevis
Lb. delbruecki Lb. curvatus Lb. buchneri
Lb. helveticus Lb. plantarum Lb. fermentum
Lb. salivarius Lb. sake Lb. reuteri

Nekatere vrste laktobacilov lahko kolonizirajo povrsino epitela v poziralniku in Zelodcu,
drugi laktobacili pa kolonizirajo ¢revo in tam preprecijo razvoj patogenih bakterij
(Tannock, 1997).

2.3.1 Lactobacillus gasseri K7

bakteriocine s Sirokim spektrom protimikrobnega delovanja. Poleg tega, da je ucinkovit
proti dolocenim MKB, inhibira tudi nekatere kvarljivce in patogene bakterije, kot sta na
primer Cl. difficile in CI. perfrigens (Bogovi¢ Matijasi¢ in Rogelj, 1999). Na kromosomu

Matijasi¢ in Rogelj, 2000).

- {Deleted: (¢}
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skladis¢enja vseboval 108 ke seva K7 v gramu (Perko in sod., 2002). V raziskavi so v blatu
prasicev, ki so jim v hrano dodajali preparat s probioti¢nimi bakterijami Lb. gasseri K7,

nasli vec¢ laktobacilov, kot pri tistih, ki jim piso dodajali_preparata. Dodajanje preparata ni, _-- { Deleted:

oo e T )y D T ) T T ee—e——— = T )T )Y T T

(N

o JC A )

ucinkovalo na prehranjevanje in tezo prasicev. Prasici, ki so uzivali probioti¢ne bakterije, \\\{De'emd: preparata

so bili zdravi; v primerjavi s prasici, ki seva Lb. gasseri K7 niso prejeli, so imeli manj { Deteted: imelo

pogoste driske (Bogovi¢ Matijasi¢ in sod., 2004). {Deteted: pa

2.4 NACINI PRIPRAVE BAKTERIJSKIH PRIPRAVKOV

V, prehranski industriji_so mleénokislinske bakterije pomembne kot starterske kulture, v__ -~ Deletec: Miccrokislinske

prehrani pa kot probioti¢ne bakterije. Tak nacin njihove uporabe pa terja, ustrezno ) \{Delete o

tehnologijo priprave in koncentriranja celic. Priprava starterskih kultur in probioti¢nih \\{D oloted: zahtova

pripravkov mora zagotoviti obstojnost sevov med skladi$enjem. V, ta namen najveckrat  _ {Deleted: Najveckrat

uporabljamo metode, kot so; liofilizacija, suSenje s razprSevanjem ali mikroinkapsulacija uporabljamo

(Palmfeldt in Hiahn_- Hégerdal, 2000).

2.4.1 Liofilizacija

Liofilizacija je postopek, pri katerem s sublimacijq, pri znizanem tlaky, odstranimo vodo iz _ -~ { Deleted

vzorca. Postopek je primeren za proizvodnjo starterskih kultur z dolgim rokom { peleted:

skladi§¢enja in se uporablja predvsem, ko Zelimo ohraniti velikq, vegetativnih celic. Deleted: Je primeren
~~~ 1 Deleted: isoko itevilo

tod

o JC JC G U A

. T .\ { Deleted: ih
pripravkov (Ziadi in sod., 2005). o Lpeleted:
N \\{ Deleted: t
. . .. . \ {Deleted: ih
Proces liofilizacije delimo na (Souzu, 2000): , ——
. 5 . . Deleted: ih, primernejse za
e zgoSCevanje medija in zamrzovanje, \{transport
e susenje zamrznjenega preparata pri znizanem tlaku,
e skladiscenje.
2.4.1.1 Priprava medija pred liofilizacijo
Priprava medija je pomembna, saj vpliva na celoten postopek liofilizacije. Pomembno je,
da pripravimo pravilno koncentracijo celic v mediju. Ce je koncentracija celic v mediju
previsoka, le-to oteZzuje proces sublimacije, ¢e pa je koncentracija prenizka, lahko to
povzrogi, prevelike, izgube med sublimacijo. Pomembno je tudi, da v medij dodamo snovi, _- - {Deteted: ivede do

ki zas¢itijo celice med liofilizacijo (Souzu, 2000). ~ {peletea:

ih
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2.4.1.2 Proces zamrzovanja

: celice

Med zamrzovanjem bo zaradi vi§je osmolarnosti v notranjosti celice ekstracelularna voda
zamrznila hitreje kot intercelularna, v notranjosti celice pa ostane nekaj vode
nezamrznjene. Nastane kemic¢ni gradient vode med ekstracelularno zamrznjeno vodo in
notranjo nezamrznjeno. Tako termodinami¢no neravnovesje se lahko odpravi z

odstranitvijo vode iz notranjosti ali pa yoda zamrzne (Tanghe in sod., 2004). -7 {De'ete‘j:

: so podali terorijo, da

skodljivo, ker se poveca osmotski tlak v celici, ki povzro¢i poSkodbe celice. Hitro
zamrzovanje pa povzroci tvorbo intracelularnih kristalov, ki so lahko vzrok za smrt celice.

o

Raziskave so pokazale, da je jitros{, zamrzovanja odvigna od vrste bakterij. Tako ve¢ - {Deleted: wpin

bakterij Lactobacillus acidophilus in Lactobacillus plantarum prezivi pri poc¢asnem \\\{{De'emd:i

zamrzovanju, kjer je hitrost zamrzovanja okrog 2 °C/min, kot pri vegji, hitrosti Deleted: ¢

zamrzovanja. Pri vegji hitrosti (okrog 300 °C/min), prezivi ve¢ celic j.@gtﬁob@gijlﬁuﬁsn:\ Deleted: ii

bulgaricus in Streptococcus thermophilus (Baati in sod., 2000, Fonseca in sod., 2004). ~ | Deleted:,

2.4.1.3 Sublimacija

Proces poteka pri znizanem tlaku, saj tako pospeSimo sublimacijo ledu. Pri procesu

sublimacije je pomembna razlika med tlakom v zamrznjenem pripravku, ki ga

nameravamo liofilizirati, in tlakom v napravi. Pomembni sta tudi temperatura pripravka in

temperatura naprave. Proces sublimacije delimo na primarni in sekundarni del. V

primarnem delu sublimira vegina vode, ki je v pripravky, V zaetku sekundarne faze pase -~ {Peleted

za¢ne temperatura hitro dvigati. S sublimacijo moramo med liofilizacijo odstraniti \\{De'e"ec’: prisotne vode

zadostno koliCino vode, ker, prevelika koli¢ina vode pomenj, ve¢jo moznost za ,Z,a,é@t@kg/{')e'“e“: s

oksidacije, ki povzro¢i poskodbe med skladii¢enjem. Ce pa odstranimo preveé vode, \\\:\{De'emd:red“a"“a

nastaneja, poskodbe celic 7e med susenjem (Souzu, 2000). Deleted: nastop
T ‘[Deleted: opijo

U A

Hiter in ucinkovit potek liofilizacije zagotovimo z vzpostavitvijo primerne razlike med
temperaturo pripravka in temperaturo v liofilizatorju, kar omogoc¢i ucinkovit prenos
energije. To je pogoj za hitro tvorbo pare, kar prepreéi vedje poskodbe celic. Ce prehod
energije ni nadzorovan, se lahko porusi sistem v suspenziji bakterij, ki jo liofiliziramo.
Nastalo paro moramo ¢im hitreje odstraniti iz vzorca, za kar je potreben gradient tlakov
med notranjostjo in zunanjostjo vzorca. Prehod pare lahko pospesimo tudi z dodatkom
nekaterih kemic¢nih snovi, kot je na primer fosforjev pentaoksid (Perry, 1998).
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Liofilizacija_je u¢inkovita in,_jo preZivi ¢im veg, celic, &g poznamq, fizikalne lastnostig,/{De'ete‘]‘:Daiel

‘[Deleted: ,da

W~ -
zamrznjenega in liofiliziranega pripravka. Pri tem je pomemben parameter temperatura, pri 3~ _

. T . . . . . .o W - i%ie ¥tevi
kateri se porusi sistem v suspenziji bakterij. Pri MKB je med liofilizacijo struktura v ), (Deleted: Sjeftevilo

suspenziji stabilna pri temperaturi —40 °C. Temperatura, pri kateri se porusi lokalna ' |Deleted: moramo

Deleted: ti

T ‘[Deleted: -

T { Deleted: deformacije

. ¥ . . . e N . P L X ) Deleted: pa
in to¢ko imenujemo temperatura taljenja (Tm). Kot merilo za dolocitev temperature, pri \;\}Deleted.

******************************************** N \{ Deleted: ,

ugotovili, da je pri tekoc¢inah, katerim so dodane mle¢nokislinske bakterije, ta temperatura - { Deleted: pride do

Spag {Deleted: tve

77777777777777777777777777777777777777777777777777777777 I pa

L J o 0 0 U U JU U L

(Fonseca in sod., 2004). " { Deleted: dvignemo
\ ‘{ Deleted: ;

2.4.2 Sulenje z razpr§evanjem _ - { Deleted: 5

Susenje z ragprievanjem je postopek susenja, kjer po odstranitvi vode iz materiala dobimo -~ { Deteted:

majhne delce, velikosti 1200 um, ¢as susenja pa je 120 s. Snov, ki jo susimo, mora biti v _ -~ { Deteted

tekotem stanju, da jo ragprsimo v manjie kapljice, ki jih pomeSamo z vrogim zrakom  (Peleted:-

(Brennan, 2003). { Deleted: s

Tak postopek susenja je ekonomsko sprejemljivejsi, saj so stroski odstranjenega kilograma - { Deleted: b

_ { Deleted: nizi

Liofilizacija je v primerjavi s suSenjem z razprSevanjem za bakterije manj destruktiven _-- { Deteted: s
postopek (Wang in Yu, 2004). Pri suSenju z razprSevanjem nastajajo tezave, predvsem _-- { Deleted: predstavljajo proble
zaradi visokih, temperatur, katerim so med postopkom susenja izpostavljene bakterije, ki _-- { petetea: ¢
negativno vplivajo na celice. To se odraZa v majhnem, odstotku prezivelosti celic. Odstotek ~ {Deleted: ¢

izgube celic med postopkom lahko zmanj$amo z uporabo nizjih izhodnih temperatur | Deleted: nizkem

o JC L

(Ananta in sod., 2005).
2.4.3 Mikroinkapsulacija
Mikroinkapsulacija je metoda shranjevanja trdih, tekocih in plinastih materialov v kapsulo,

iz katere se vsebina lahko izloci le pod posebnimi pogoji. Produkt, ki ga dobimo, lahko
uporabljamo v obliki gel kroglic v emulziji ali pa ga posusimo s postopkom liofilizacije ali

suSenja z ragprievanjem (Doloyres in Lacroix, 2005). __~{peeted: s

potencial za SirSo uporabo ima Skrob (Picot in Lacroix, 2004).
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strukturo in je, zasCita za bakterije (Mattila-Sandholm in sod., 2002). Ce Zelimo zmanjsati _-- { peleted: predstavija

7777777777777777777777777777777777777777 - ‘[Deleted: 0

~ 71 Deleted: izvedli

C\\ Deleted: ,

N~ ‘[Deleted: pa

mikroinkapsulacijo. V dvostopenjskem procesu liofiliziran pripravek najprej obdajo z <-. {
. | Deleted: kjer

*************************************** ™o { Deleted: izvedejo

Mikroinkapsulacija je preprost postopek priprave preparatov in ne pomeni, vejih strogkov

. . e M~ e e e, N \\‘[Deleted: te
(Picot in Lacroix, 2004). v {D —
N eleted: z

N
\[ Deleted: redstavlja

o U

2.5 SPREMEMBE CELIC OB STRESU

Med liofilizacijo in skladi§¢enjem so celice izpostavljene razli¢nim stresom, ki povzro¢ijo -~ { peteted: celice so

spremembe na celicni steni in membrani. NajpogostejSe so: sprememba fluidnosti \{De'eted:'“

membrane, spremenjena mas¢obnokislinska sestava in tvorba stresnih beljakovin (Béaati in
sod., 2000).

2.5.1 Spremembe fluidnosti membrane

Pomembna lastnost fosfolipidov, ki so temeljnj, gradniki bioloskih membran, je zmoznost _-- { peteted: osnowni
prehajanja iz kristalini¢nega stanja gel v tekoce stanje sol (sprememba fluidnosti). To se -~ { Deleted: stanja
zgodi pri temperaturi taljenja. Temperatura taljenja je odvisna od nasi¢enosti mas¢obnih {De'emd: stanje

kislin in dolzine njihovih verig. Na fluidnost fosfolipidov in s tem membrane vplivata tudi
suSenje in povisan tlak. S spremembo lastnosti fosfolipidov se spremeni tudi prepustnost
celicne membrane. Sprememba fluidnosti je odvisna od kemic¢nih sprememb, ki so
posledica sprememb znotraj celice in zunanjih vplivov. Spremembe znotraj celice vplivajo
na spremembo molekul. Zunanji vplivi nastanejo kot posledica sprememb kemicnih
lastnosti medija. Kemi¢ne lastnosti medija se spreminjajo zaradi aktivnosti celice ali

fizikalnih sprememb. Sprememba fluidnosti membrane pa je mogoca samo do doloéeneg,/{De'EtEd: na

meje, ki je odvisna tudi od rastnega medija (Beney in Gervais, 2001).

2.5.2 Sprememba mascobnokislinske sestave membrane

V celici ljofilizacija povzrodi spremembe v razmerju nasicenih in nenasicenih mascobnih _ - {eleted:¢
kislin. Zaradi spremenjene mas¢obnokislinske sestave je manjsa aktivnost membransko ~{(peleted: v celici

vezanega encima ATP-aza in vecja prepustnost membrane. Posledica povecane
prepustnosti celicne membrane je izguba sposobnosti celice, da vzdrzuje normalno
vrednost pH. Zato je zelo pomembno, da med liofilizacijo uporabimo snovi, ki zmanjsajo
prepustnost membrane (Castro in sod., 1997).
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Na spremembo razmerja med nasiCenimi in nenasicenimi mascobnimi kislinami, ki se
pojavi med skladis¢enjem, vpliva tudi oksidacija. Vendar je njen vpliv opaznejsi Sele po
daljsem skladi$¢enju. Peroksidacija biomolekul, ki nastane, med skladis¢enjem, vpliva na

strukturo in funkcijo membrane. Lahko se pojavijo tudi poSkodbe DNA molekul, kar lahko
vodi v celi¢no smrt (Teixeira in sod., 1995).

2.5.3 Odziv celic na spremembe

sprozijo spremembe, kot so: spremenjena delitev celice, spremenjen metabolizem DNA,
spremembe v sestavi membrane in s tem spremenjen celicni transport. Vse spremembe
vodijo v izboljSanje celi¢ne tolerance (Ananta in Knorr, 2004).

Soku. Mehanizme njihovega delovanja proucujejo Stevilni raziskovalci (Prasad in sod.,
2003).

2.6 DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA PREZIVETJE BAKTERIJ V LIOFILIZIRANIH
PRIPRAVKIH

vplivajo lastnosti bakterij, predhodni stres in temperatura steklastega prehoda.
2.6.1 Lastnosti bakterij

Prezivetje celic med liofilizacijo in skladisc¢enjem je odvisno od vrste ali celo bakterijskega
seva. Med postopkom priprave se razli¢ne vrste bakterij razlicno odzivajo na spremembe.

Njihov odziv je odvisen od morfoloskih lastnosti in mascobnokislinske sestave celicne

membrane (Carvalho in sod., 2002).

2.6.1.1 Morfoloske lastnosti

velikosti celic. Ekstracelularni kristali, ki nastanejo med zamrzovanjem, namre¢ povzrocijo
ve¢ poskodb na velikih celicah kot na manjsih (Fonseca in sod., 2000). Tako so v
liofiliziranih pripravkih enterokoki odpornejsi kot na_primer laktobacili. Vzrok za to je
razmerje med povrSino in volumnom. Laktobacili imajo ve¢jo povrSino in zato vec
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2.6.1.2 Mascobnokislinska sestava celiéne membrane

Pogoji, pri katerih celice rastejo, vplivajo na sestavo celicne membrane. Pomembna je
temperatura rasti, ker je od nje odvisna mascobnokislinska sestava celicne membrane
(Annous in sod., 1999). Pri nizjih temperaturah se tvori ve¢ dolgoveriznih mascobnih
kislin, zato bakterije lazje prezivijo zamrzovanje (Fernandez Murga in sod., 2000).

Na mascobnokislinsko sestavo celicne membrane vpliva tudi faza, v kateri prekinemo rast.
V celicah, katerih rast smo prekinili v stacionarni fazi, je ve¢ja koncentracija nasi¢enih
za$citi celic med liofilizacijo. Celice v stacionarni fazi tvorijo stresne beljakovine, ki §¢itijo
membransko vezane encime in vplivajo na fizioloske lastnosti celice (Baati in sod., 2000).
Stresne beljakovine naj bi bile odgovorne tudi za stabilizacijo membranskih beljakovin in
lipidov (Beney in Gervais, 2001).

2.6.2 Vpliv predhodnega stresa

Ce celice kraj§i &as izpostavimo stresu, ki nima letalnega udinka, jih ve& preZivi
liofilizacijo. Celice lahko izpostavimo hladnemu oz. toplotnemu stresu ali nizjim
vrednostim pH. Celica, ki je bila predhodno izpostavljena stresu, lazje premosti stres med
tehnoloSkim postopkom priprave in v prebavnem traktu (Stanton in sod., 2005).

Ziadi in sodelavci (2005) so ugotovili, da MKB, ki so izpostavljene toplotnemu stresu
(46 °C, 45 minut), zacnejo tvoriti heat-shock beljakovine. Bakterije, ki tvorijo vecjo
koli¢ino teh beljakovin, prezivijo proces liofilizacije v ve¢jem Stevilu. Odpornejse bakterije
lahko pridobimo s pomocjo temperature kot naravne selekcije. Kulturo veckrat zamrznemo
in odmrznemo ter tako izlo¢imo manj odporne celice (Monnet in sod., 2003).

To je posledica tvorbe vecjih koli¢in dolocenih beljakovin (Silva in sod., 2005).

2.6.3 Temperatura steklastega prehoda

temperature, pri kateri steklo preide iz trdega v tekoce stanje. Dolo¢imo ga z merjenjem
spreminjanja elasticnega modula v odvisnosti od temperature (Patist in Zoerb, 2005).

Temperatura steklastega prehoda je odvisna od koli¢ine vode v sistemu (hrani,
farmacevtskih proizvodih, bioloskih materialih). Pri bioloskih materialih (membranah,
beljakovinah, liposomih) ta temperatura vpliva na njihovo stabilnost. Pri nizjih
temperaturah je sistem stabilen, medtem ko pri vi§jih temperaturah razlika med

o ‘[Deleted: Ta
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temperaturo steklastega prehoda in temperaturo skladi§¢enja vpliva na fizikalne, kemic¢ne
in bioloske spremembe v sistemu (Patist in Zoerb, 2005).

lahko prepre¢imo z dodajanjem trehaloze in drugih snovi, ki zviSajo temperaturo
steklastega prehoda in tako ohranimo stabilnost sistema. Pomembna je tudi povezava, ki
nastane med sladkorjem in biomolekulo. Tako, na_primer, dekstrin, ki ima bistveno visjo

celiéne membrane s trehalozo.

Preglednica 4: Temperature steklastega prehoda nekaterih sladkorjev (Patist in Zoerb, 2005)

Sladk Temperatura steklastega
adkor
prehoda (°C)
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b)
niR ittt et R AR R
88888 7 Lalelelel 88484
8 Phospholipid

‘ Slika 1:  Zas¢ita celiécne mambrane s trehalozo: celiéna membrana v laminarni fazi (A), prehod v fazo gelyned

suSenjem (B), membrana po rehidraciji (C); a) neza$¢itena membrana, b) membrana, zascitena s trehalozo

(Patist in sod., 2005)

2.6.4 Vpliv rastnega medija

liofilizacijo lahko zmanjSamo z dodatkom specifi¢nih snovi v rastni medij. Te snovi lahko
povzrocijo morfoloske ali fizioloske spremembe v celici tako, da povecajo odpornost celic

sestavi celi¢cne membrane (Carvalho in sod., 2004b).
2.6.4.1 Kompatibilne snovi

Kompatibilne snovi so majhne molekule, ki so dobro topne in lahko s pomocjo

specificnega transporta prehajajo skozi membrano v citoplazmo. V njej, se akumulirajo in__

ker spremenijo fiziolosko stanje celic (Kets in sod., 1996). Vendar pa mehanizem

2.6.4.2 Eksopolisaharidi
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Eksopolisaharidi so skupina metabolitov, ki jih proizvajajo bakterije, in jih delimo pa dve

glavni skupini. V prvo uvrsc¢amo tiste, ki se lahko vezejo na celi¢no steno in ustvarijo

ne vezejo. Koli¢ina eksopolisaharidov, ki nastane med fermentacijo, je odvisna od koli¢ine
ogljikovih hidratov v rastnem mediju (Degeest in sod., 2001).

Eksopolisaharidom pripisujejo podobno vlogo kot polimerom, ki tvorijo film na povrsini
celice. Vendar pa niso potrdili, da bi produkcija eksopolisaharidov vplivala na vedji
odstotek prezivelosti med zamrzovanjem, liofilizacijo in skladis¢enjem (Carvalho in sod.,
2003b).

2.6.4.3 Sladkorji v rastnem mediju

Za zascito MKB med liofilizacijo in skladiS¢enjem so potrebne tudi snovi, ki jih bakterije

tvorijo yjned fermentacijo. Na nastanek le-teh vpliva predvsem vrsta sladkorja, ki je v

rastnem mediju. Vrsta in koli¢ina metabolitov je odvisna od vrste fermentacije, ki je lahko
homofermentativna ali heterofermentativna. Pri homofermentativni fermentaciji bakterije
tvorijo samo mlecno kislino in poteka po Embdem-Mayerhof-Parnasevi poti. Pri

heterofermentativni fermentaciji pa bakterije tvorijo poleg mlec¢ne kisline tudi ogljikov _

dioksid in etanol ali acetat. Ali se tvori etanol ali acetat, je odvisno od redoks potenciala.
Fermentacija poteka po fosfoketolazni poti (Hofvendahl in Hahn-Hagerdal, 2000).

Dodatek razli¢nih vrst sladkorjev (glukoze, fruktoze, laktoze, manoze) osnovnemu gojiscu
MRS vpliva na morfoloske in fizioloske spremembe celic. Te spremembe povzrocijo

razliéno stopnjo odpornosti proti stresnim, dejavnikom, iz okolja, vplivajo pa tudi na _

- o .
odstotek prezivelosti bakterij med skladis¢enjem pri sobni temperaturi, Se zlasti med “\1\\?3‘3'6"'3"-
'\ | Deleted:
\

daljsim skladis¢enjem (Carvalho in sod., 2004a).

2.7 VLOGA ZASCITNIH SNOVI, KI JIH DODAJAMO PRIPRAVKOM PRED
LIOFILIZACIIO

Stevilo aktivnih celic se ne zmanj$uje samo med zamrzovanjem in liofilizacijo, ampak tudi
med skladis¢enjem. Carvalho in sodelavci (2003b) in Stanton in sodelavci (2005)

skladis¢enjem. Zascita celice je pomembna zaradi sprememb osmotskega tlaka in znizane
temperature med liofilizacijo. Pri izbiri zas¢itnega sredstva je pomembno, da omogoci
dobro zascito celic med liofilizacijo, poleg tega pa mora omogociti hitro in enostavno
rehidracijo (Costa in sod., 2000).
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Delovanje snovi, ki jih dodajamo v medij pred liofilizacijo, je odvisno od sposobnost;,'y,/{De'etemZmOi“OSti

njihovega prehajanja skozi celicno membrano. Glede na to lastnost snovi razdelimo v tri

skupine (Carvalho in sod., 2004a):

e snovi, ki prehajajo skozi celi¢no steno in celicno membrano (glicerol),

e snovi, ki prehajajo skozi celi¢no steno, ne pa skozi celicno membrano (disaharidi,
aminokisline, nizkomolekularni polimeri),

e snovi, ki ne prehajajo niti skozi celi¢no steno niti_skozi celicno membrano (polimeri z

visoko molekulsko maso, kot so beljakovine in polisaharidi).
2.7.1 Dodatek sladkorjev

Sladkorji, ki jih dodamo v medij pred liofilizacijo, po liofilizaciji nadomestijo molekule

vode v membrani. Sladkorji se povezejo s polarnimi skupinami beljakovin in takgg,/{De'Eted:S‘em

preprecijo razgradnjo in agregacijo beljakovin (Costa in sod., 2000).

Sladkorje in sladkorne derivate lahko razdelimo v tri skupine (Carvalho in sod., 2002,
2003c, 2004b):

o sladkorji (glukoza, fruktoza, laktoza, saharoza),

e sladkorni alkoholi (sorbitol in inozitol),

e nereducirajoci sladkorji (trehaloza).

Ucinkovitost sladkorjev, kot zascitnih snovi med liofilizacijo, je razlicna in odvisna od
metabolizma bakterije. Tako, na_primer, glukoza, fruktoza, laktoza in manoza uc¢inkovito

in skladis¢enjem (Carvalho in sod., 2002).

2.7.1.1 Trehaloza

: se tvorijo

Pri prougevanju liofilizacije je najbolj razsirjeno zas¢itno sredstvo trehaloza, ki v, -~ { Deleted: .
kombinaciji s saharozo ucinkovito $€iti strukturne in funkcionalne beljakovine. Trehaloza o {De'emd: v
je S posebnq, ucinkovita, ker lazje tvori vodikove vezi. Zaradi boljse fleksibilnosti vezi -~ {Peteted:
med monomerama glukoze tudi lazje tvori tetraedricno strukturo. Trehaloza ima v
primerjavi z maltozo in saharozo tudi visoko temperaturo steklastega prehoda (preglednica
4) (Patist in Zoerb, 2005). S podaljsevanjem skladiS¢enja se ucinkovitost trehaloze_manjsa,
Ee bi to, primerjalj z drugimi, sladkorji, V_komercialne namene se manj uporablja tudi _--{Deleted: v

zaradi visoke cene (Carvalho in sod., 2002).
2.7.1.2 Saharoza

Saharoza, ki jo dodamo v medij pred liofilizacijo, pozitivno vpliva na celicno membrano.
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777777777777777777777777 - - N
zasc¢itne snovi, ki imajo velike molekule (Oldenhof in sod., 2005). NN { Deleted: ,
AN {Deleted: saharoza
\
Trehaloza in saharoza se vezeta na polarno skupino lipidov v celicni membrani. Takq, ( Deteted:

T {Deleted: S tem

o

ucvrstita strukturo celicne membrane in jo stabilizirata (Beney in Gervais, 2001).
2.7.1.3 Sorbitol

Sorbitol je ucinkovito zas¢itno sredstvo predvsem med skladis¢enjem liofiliziranih
pripravkov (Carvalho in sod., 2003c). Sistem delovanja sorbitola, kot zas¢itne snovi, Se
raziskujejo, obstaja pa nekaj hipotez:

e preprecuje poskodbe na membrani (Linders in sod., 1997),

e preprecuje poskodbe zaradi oksidacije (Linders in sod., 1997), - {peteted: anie
e stabilizira strukture beljakovin (Wisselink in sod., 2002). - { Deteted: acija

2.7.1.4 Manitol

Manitol je pomemben kot antioksidant. V kombinaciji z askorbinsko kislino grpgpié.gg,/{De'eted:ma“iml

skodo, ki nastane kot posledica oksidacije. ZmanjSa_tudi Stevilo prostih radikalov v
pripravku med skladi§¢enjem in veze vodikov peroksid, ki nastane med oksidacijo, v
kompleks (Andersen in sod., 1999)

2.7.1.7 Skrob

Skrob, tako kot drugi polisaharidi, okrog celice ustvari zag¢itni film. Ima visoko viskoznost
in majhno mobilnost, zaradi Cesar se poveca stabilnost celice. Poleg tega tvori tudi vez s
proteini in fosfolipidi, kar Se dodatno prispeva k trdnosti strukture celice (Patist in Zoerb,
2005).

2.7.2 Dodatek drugih snovi

2.7.2.1 Natrijev glutamat

beljakovin. Nastane, namre¢ yeakcija, med amino skupino natrijevega glutamata in _-- { petetea: pride
karboksilno skupino beljakovin celice (Carvalho in sod., 2003c). - \% Deleted: do
Deleted: ¢

L J

2.7.2.2 Mleko v prahu
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Mleko sciti celice tako, da prepre¢i poskodbe celicne membrane, ki nastanejo med
liofilizacijo in skladis¢enjem (Castro in sod., 1997). Zayed in Ross (2004) sta ugotovila, da

deluje kot zascitno sredstvo, ker ustvari porozno strukturo liofiliziranega izdelka, s ¢imer, -~

olajsa rehidracijo. Mlecne beljakovine ustvarijo zasc¢itno prevleko okoli celic.
2.7.2.3 Antioksidanti

Kot antioksidanta se uporabljata propil-galat in askorbinska kislina.

skladis¢enjem (Carvalho in sod., 2002).

Askorbinska kislina, ki jo dodajamo v rastni medij ali pripravek pred zamrzovanjem, med
liofilizacijo in skladis¢enjem_vpliva razli¢no: Jahko je, vir hranilnih snovi ali pa deluje kot

dodatno pospesi prisotnost kovin (Andersen in sod., 1999).
2.7.2.4 Glicerol

Glicerol uporabljamo predvsem kot zasCitno sredstvo med zamrzovanjem, Vpliva na

tvorbo manjsih kristalov, ki povzro¢ajo manjse poskodbe na celici, kot jih povrocajo vecji.
Njegova ucinkovitost se poveca, ¢e dodamo Se druge zas€itne snovi, pna primer saharozq, in

snovi vpliva na osmotsko stanje v celici. Ce so bakterije pred liofilizacijo izpostavljene

2.7.2.6 Tween 80

Dodatek tweena 80 v rastni medij vpliva na spremembo maScobnokislinske sestave celicne
membrane in znizuje stopnjo oksidacije lipidov (Fernandez Murga in sod., 2000). Poveca
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se tudi odpornost bakterij proti Zol¢u, ker deluje kot stabilizator membrane (Kimoto in
sod., 2002).

2.8 SIROTKA

Kot rastni medij za MKB lahko uporabimo tudi sirotko, ki nastane kot stranski produkt pri
izdelavi sira in industrijskega kazeina. Je bogat vir mnogih hranljivih snovi, najvecji pa je
delez laktoze in beljakovin (Zadow, 2003).

Kazeini se izlo¢ajo v procesu acidifikacije kot posledica zmanjSanih vrednosti pH ali pa
zaradi dodatka encimskega pripravka (himozina), ki povzro¢i njihovo koagulacijo. Pri
proizvodnji sira se iz desetih litrov mleka izlo¢i priblizno devet litrov sirotke (Pomeranz,
1992).

2.8.1 Kemijska sestava sirotke

V povprecju sirotka vsebuje 93 % vode in 7 % suhe snovi, njena kemijska sestava pa je
odvisna od vrste mleka in tipa sira, ki smo ga izdelali. Sirotka poleg velike kolicine laktoze
vsebuje tudi beljakovine, manjsi delez soli in mascob. Od vitaminov so v njej predvsem
vodotopni, katerih vsebnost je enaka vsebnosti v mleku (Pomeranz, 1992). V sirotki je
delez laktoze lahko tudi 75 % suhe snovi, vendar je ta laktoza premalo sladka, da bi bila
komercialno uporabna (Zadow, 2003). Najpomembnejsi del sirotke so sirotkine
beljakovine s svojimi hranljivimi in bioloskimi lastnostmi (Doultani in sod., 2004).
Sirotkine beljakovine delimo na: B-laktoglobuline (50 %), a-laktoalbumine (25 %) in druge
beljakovine (25 %). Beljakovine imajo visoko prehransko vrednost in vsebujejo veliko
esencialnih aminokislin (Zadow, 2003).

2.8.2 Uporaba sirotke

Zivilska industrija uporablja sirotko in njene izdelke (sirotkin koncentrat oz. izolat
sirotkinih beljakovin) kot dodatek za obogatitev nekaterih vrst sira in drugih fermentiranih
mlecnih izdelkov, za pripravo adaptiranega mleka, v proizvodnji pija¢ in otroske hrane,
slas¢ic¢arstvu, mesni industriji ter kot dodatek predpripravljenim Zivilom, kot so juhe,
zamrznjena Zzivila in podobno (Pomeranz, 1992; Zadow, 2003).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 NACRT IN POTEK POSKUSA

V sklopu raziskovalnega dela smo Zzeleli ugotoviti ucinkovitost in primernost nekaterih
za$¢itnih snovi pri pripravi liofiliziranih pripravkov seva Lb. gasseri K7, namnozenega v
posneti sirotki. Poleg prezivelosti nas je zanimalo tudi, ali pripravek ohrani bakteriocinsko
aktivnost.

Potek dela smo razdelili v tri dele.

V prvem delu poskusa smo v bioprocesu pripravili kulturo seva K7. V drugem delu
poskusa smo dobljeni fermentacijski brozgi dodali eno od zascitnih snovi; uporabili smo
saharozo (5, 10, 15 in 20 %), laktozo (5 in 10 %), skrob (5, 10, 15, 20 %), glicerol (5 %),
askorbinsko kislino (0,05 %). Vzorce smo zamrznili in nato liofilizirali. Po koncani

cwwe

V tretjem delu poskusa smo ugotavljali prezivelost Lb. gasseri K7 in ohranitev
baktriocinske aktivnosti pripravka med 8-tedenskim skladis¢enjem. Analize smo izvajali v
razmiku sedmih dni. Po rehidraciji smo vzorce cepili na hranljivo gojisce za ugotavljanje
laktobacilov. Bakteriocinsko aktivnost pa smo ugotavljali z metodo kriti¢ne razred¢itve na
mikrotiterskih plos¢ah z indikatorskim sevom Lb. sake NCDO 2174,
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priprava gojisca

l

Dodatek 1 % inokuluma
seva Lb. gasseri K7

l

fermentacija

T=37°C pH=5,75 200 obratov/min

l

doloc¢anje bakteriocinske
aktivnost po fermentaciji

/

odvzem vzorcev
in dodatek zasc¢itnih
snovi

dolocanje stevila
celic po fermentaciji

zamrzovanje
T=-18°C vsaj 24 ur

l

liofilizacija
T=-55°C

skladis¢enje

l

analiza vsakih sedem

dni

dolocanje bakteriocinske
aktivnosti pripravka

\

dolocanje stevila prezivelih
celic Lb. gasseri K7

Slika 2: Hodogram poteka celotnega poskusa
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3.2 MATERIAL
3.2.1 Bakterijski sevi

e Lactobacillus gasseri K7, bakteriocinogeni probioti¢ni sev iz zbirke kultur Katedre za
mlekarstvo

e Lactobacillus sake NCDO 2174, indikatorski sev za ugotavljanje bakteriocinske
aktivnosti seva Lb. gasseri K7

3.2.2 Gojisca in dodatki

e posneta sirotka

kvasni ekstrakt (Biolife, Italija)

tween 80 (Biolife, Italija)

e trdo gojis¢e MRS za ugotavljanje $tevila zivih celic Lb. gasseri K7

Gojis¢e MRS smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Nemcija) in ga 15
minut sterilizirali pri temperaturi 121 °C. Pred razlivanjem v petrijeve plos¢e smo
gojisce v vodni kopeli ohladili na 45 °C.

e tekoce gojisce MRS za ugotavljanje bakteriocinske aktivnosti

Gojisce smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Nemcija), napolnili epruvete
po 10 ml in 15 minut sterilizirali pri temperaturi 121 °C.

3.2.3 Zasc¢itne snovi

e saharoza (Kemika, Hrvaska)
e laktoza (Kemika, Hrvaska)
e skrob (Kemika, Hrvaska)

e glicerol (Kemika, Hrvaska)

e askorbinska kislina (Merck, Nemcija)
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3.2.4 Kemikalije

1 M Hz80,, pripravili iz 98 % H2 SO (Merck, Neméija)

e 4 M NaOH, pripravili iz NaOH v granulah (Merck, Nemcija)
e 10% H,O,, pripravili iz 33 % H,0, (Kemika, Hrvaska)

e fizioloska raztopina

e Rignerjevo tabelo (Merck, Nemcija) smo raztopili v 500 ml destilirane vode, napolnili
v epruvete po 9,3 ml in 15 minut sterilizirali pri temperaturi 121 °C.

33 METODE
3.3.1 Priprava fermentacijskega medija

Sirotko, ki smo ji dodali kvasni ekstrakt (4 g/l) in tween 80 (1 g/I), smo 15 minut
sterilizirali v avtoklavu pri temperaturi 110 °C. Pred uporabo smo fermentacijski medij
centrifugirali (SorvallRC5C, ZDA) 15 minut pri 10000 g, da smo odstranili beljakovine, ki
so se izkosmicile med postopkom v avtoklavu.

3.3.2 Priprava fermentorja

Fermentor smo napolnili z vodo, prikljucili elektrodo za merjenje vrednosti pH in jo
umerili. Vse skupaj smo 15 minut sterilizirali pri temperaturi 121 °C. Po sterilizaciji smo
bioreaktor ohladili, ga izpraznili in napolnili s centrifugirano sterilno sirotko z dodatkom
kvasnega ekstrakta in tweena 80 (fermentacijski medij). Prikljucili smo Se cevke za dovod
baze in kisline (sistem za uravnavanje vrednosti pH) ter sistem za merjenje motnosti.

3.3.3 Fermentacija
Sirotko (2000 ml) z dodatkom kvasnega ekstrakta in tweena 80 smo inokulirali z 1 %

inokuluma 18-urne kulture seva Lb. gasseri K7 in izpeljali fermentacijo pri temperaturi 37
°C, vrednosti pH 5,75 in podtlaku 0,5 bara. Mesanje smo uravnali na 200 obratov/min. Za

uravnavanje vrednosti pH smo uporabili 1 M H,SO, in 4 M NaOH. Fermentacijo smo
koncali po koncu eksponencialne faze rasti (po priblizno 11 urah).

3.3.4 Priprava vzorcev za liofilizacijo

Fermentacijski brozgi (5 ml) smo dodali eno od zas¢itnih snovi, in sicer:
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e saharozo (5, 10 15in 20 %)

o laktozo (5 in 10 %)

e skrob (5, 10, 15 in 20 %)

e glicerol (5 %)

e askorbinsko kislino (0,05 %)

e saharozo (5, 10, 15 in 20 %) + askorbinsko kislino (0,05 %)
e laktozo (5 in 10 %) + askorbinsko kislino (0,05 %)

e skrob (5, 10, 15 in 20 %) + askorbinsko kislino (0,05 %)

e glicerol (5 %) + askorbinsko kislino (0,05 %)

Vzorce smo zamrznili na temperaturo —18 °C in jih na tej temperaturi hranili najmanj 24
ur.

3.3.5 Liofilizacija in skladi$¢enje

Zamrznjene vzorce smo do suhega susili v vakumskem susilniku (Heto Lab Eqipment A/S,
Danska) pri tlaku, nizjem od 1 mm Hg, in temperaturi —55 °C. Liofilizirane vzorce smo
hranili v zaprtih stekleni¢kah v temi pri sobni temperaturi (20 °C).

3.3.6 Ugotavljanje $tevila Zivih celic seva Lb. gasseri K7

Liofilizirane pripravke smo rehidrirali z dodatkom 5 ml fizioloSke raztopine in pustili 20
minut, da so se celice adaptirale.

Rehidrirane vzorce smo dobro premesali in 1 ml vzorca prenesli v epruveto z 9 ml
fizioloske raztopine. Tako smo dobili razred¢itev R = 10-!. Vsebino smo dobro premesali
in nadaljevali desetkratno razred¢evanje do zelene razred¢itve. Ponavadi smo razredcevali
do R = 10-¢. 1z zadnjih treh razredcitev smo po 1 ml vzorca prenesli na petrijeve plosce, ki
smo jih smo prelili s trdim gojis§¢em MRS in jih 48 ur inkubirali pri temperaturi 37 °C.
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rehidracija vzorcev z dodatkom
5 ml fizioloske raztopine

l

desetkratno razred¢evanje do
zelene razredcitve

l

prenos 1 ml razred¢enega
vzorca na perijeve plosce

!

prelivanje z raztopljenim
trdim gojis¢em MRS

!

48 urna inkubacija pri 37 °C

Slika 3: Hodogram poteka dologanja $tevila celic Lb. gasseri K7

3.3.7 Ugotavljanje bakteriocinske aktivnosti pripravka

Bakteriocinsko aktivnost smo ugotavljali v supernatantu, ki smo ga dobili po
centrifugiranju rehidriranega sirotkinega pripravka. Vzorce smo centrifugirali 5 minut pri
14 000 g (Hettich, Nemcija). Uporabili smo metode kriticne razred¢itve na mikrotiterskih
plos¢ah z indikatorskim sevom Lb. sakei NCDO 2174, kot so Ze opisali Bogovi¢ Matijasi¢
in sodelavci (1998).

Postopek je bil naslednji: najprej smo indikatorski sev Lb. sakei NCDO 2174 inkubirali 18
ur pri temperaturi 30 °C. Po inkubaciji smo kulturo razred¢ili s svezim tekocem gojis¢em
MRS 10000-krat. V vsako luknjo (razen v prvo in zadnjo kolono) na mikrotiterski plosci
smo prenesli 50 pl tekocega gojis€a MRS, v luknje v drugi koloni pa Se 50 pl tekocega
gojis¢a MRS in 4 pl supernatanta centrifugiranega rehidriranega sirotkinega pripravka. Z
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veckanalno pipeto smo prenesli 50 pl vzorca iz te kolone v naslednjo in tako naprej vse do
predzadnje. Tako smo dobili 2-kratne razredc¢itve. Zadnjih 50 pl smo zavrgli. Na koncu
smo v vsako luknjico dodali e 150 pl 10000-krat razred¢ene kulture Lb. sakei NCDO
2174. V prvo kolono smo dodali 200 pl tekocega gojis¢a MRS, v zadnjo pa 200 pl 10000-
krat razred¢ene kulture Lb. sakei NCDO 2174. Plos¢e smo inkubirali 18 ur pri temperaturi
30 °C ter nato vsebino premesali in izmerili opticno gostoto pri 620 nm. Prva kolona sluzi
za umerjanje fotometra. Enota bakteriocinske aktivnosti, ki jo ozna¢imo kot BA/ml,
oznacuje koli¢ino bakteriocinov, ki povzro¢i > 50 % inhibicijo seva Lb. sakei NCDO 2174
v primerjavi s kontrolo (zadnja kolona), ki je brez bakteriocinov.

2 % (1/ul bakteriocinskega pripravka oz. frakcije) x1000 pl

rehidracija vzorca z dodatkom 5 ml
fizioloske raztopine

l

centrifugiranje
S min 14000 g

l

priprava mikrotiterskih plos¢ z
indikatorskim sevom
Lb. sakei NCDO 2174

|

inkubacija
18h30°C

l

merjenje optoicne gostote
pri 620 nm

Slika 4: Hodogram poteka dolo¢anja bakteriocinske aktivnosti pripravka z metodo kriti¢ne razred¢itve na mikrotiterskih

ploscah z indikatorskim sevom Lb. sakei NCDO2174
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4 REZULTATI

Na podlagi delovne hipoteze, da bo dodatek za$¢itnih snovi v fermentacijsko brozgo pred
liofilizacijo vplival na stopnjo prezivetja Lb. gasseri K7 in bakteriocinsko aktivnost
pripravka, smo skusali dokazati, da se Stevilo celic seva Lb. gasseri K7 med 8-tedenskim
skladiS¢enjem ne bo zmanjsalo, vrednost bakteriocinske aktivnost pripravka pa bo ostala
visoka.

V prvem delu poskusa, ki je bil opravljen 1.6.2005 smo med fermentacijo z on-line
merjenjem OD 600 nm spremljali rast seva Lb. gasseri K7 v pripravljenem
fermentacijskem mediju, da smo dolocili eksponencialno fazo rasti, kjer je celic najvec in
vrednost bakteriocinske aktivnosti najvisja. Po koncani fermentaciji smo dolocili Stevilo
celic in bakteriocinsko aktivnost v fermentacijski brozgi.

V drugem in tretjem delu poskusa, ki je trajal od 2.6. 2005 do 23.8.2005 smo dobljeni

cwwe

tedenskim skladis¢enjem smo enkrat tedensko opravljali analize s katerimi smo ugotavljali
preZivelost seva Lb. gasseri K7 in bakteriocinsko aktivnost pripravka.

Eksperimentalni del naloge je bil opravljen v ¢asu od aprila 2005 do septembra 2005.
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4.1 PRIDOBIVANIJE BAKTERIOCINSKO AKTIVNE BIOMASE Lb. gasseri K7
V BIOREAKTORJU

18-urno kulturo Lactobacillus gasseri K7 smo kot 1-odstotni inokulum nacepili v posneto
sirotko z dodatkom kvasnega ekstrakta (4 g/I) in tweena 80 (1 g/I). Fermentacija je
potekala v bioreaktorju pri temperaturi 37 °C in konstantni vrednosti pH 5,75. Bioproces
smo prekinili po 11 urah oz. po eksponencialni fazi rasti mikrobne populacije. Rast
mikrobne populacije smo spremljali z merjenjem OD pri 600 nm.
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Slika 5: Spremljnje rasti seva Lb. gasseri K7 v sirotki z dodatkom kvasnega ekstrakta in tweena 80 pri

temperaturi 37 °C, podtlaku 0,5 bara in pH vrednosti 5,75

Vzorec fermentacijske brozge je po 11-tih urah v ml vseboval 8,8-10% ke/ml probioti¢nega
seva Lb. gasseri K7 in imel bakteriocinsko aktivnost 256000 BA/ml.
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42 PREZIVELOST SEVA Lb. gasseri K7 MED LIOFILIZACJO IN
SKLADISCENJEM TER BAKTERIOCINSKA AKTIVNOST SIROTKINEGA
PRIPRAVKA BREZ DODANIH ZASCITNIH SNOVI

Po liofilizaciji fermentacijske brozge, ki ji nismo dodali za$¢itnih snovi, smo dobili
praskast pripravek.

Na sliki 6 je prikazano S$tevilo preZivelih celic Lb. gasseri K7 po zamrzovanju (pred
liofilizacijo), po liofilizaciji ter zmanj$evanje $tevila Zivih celic seva Lb. gasseri K7 med 8-
tedenskim skladi§¢enjem. Na sliki 7 pa je prikazano zmanjSevanje bakteriocinske

aktivnosti pripravka med istimi postopki.

Rezultati poskusa so zbrani v Prilogi A2.

8 +

Stevilo Lb. gasseri K7 (log ke/ml)

¢as analize

|O Stevilo bakterij (brez dodanih zaggitnih snovi) |

Slika 6: PreZivelost seva Lb. gasseri K7 v mediju brez dodanih za§¢itnih snovi med zamrzovanjem (pred
liofilizacijo), po liofilizaciji ter med 8- tedenskim skladiscenjem liofiliziranega pripravka
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Slika 7: Bakteriocinska aktivnost pripravka s sevom Lb. gasseri K7 v mediju brez dodanih zas¢itnih snovi,

po fermentaciji, pred in po liofilizaciji ter med 8-tedenskim skladi§¢enjem

Kot je razvidno iz slike 6, se je Stevilo celic seva Lb. gasseri K7 med zamrzovanjem
zmanjSalo za 1,42 log enot. Zamrzovanje je bolj vplivalo na bakteriocinsko aktivnost, ki se
je zmanjsala od zacetnih 256000 BA/ml na 128000 BA/ml (slika 7). Med postopkom
vakumskega susenja je odmrlo oz. bilo poskodovanih 0,44 log enot celic, bakteriocinska
aktivnost pa je ostala nespremenjena. Po dveh tednih skladiscenja se je Stevilo zivih celic
zmanj$alo za manj kot 1 log enoto, bakteriocinska aktivnost pa je ostala nespremenjena. Po
tretjem tednu skladiS¢enja smo zaznali zmanjSanje bakteriocinske aktivnosti na 64000
BA/ml in le rahlo zmanjSanje 3tevila celic. Stevilo celic je ostalo konstantno do osmega
tedna. Osemtedensko skladis¢enje je prezivelo 5,5-10° celic, medtem ko se je
bakteriocinska aktivnost zmanjsala na 32000 BA/ml.
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43 VPLIV SAHAROZE NA PREZIVETJE SEVA Lb. gasseri K7 MED
LIOFILIZACIJO IN SKLADISCENJEM TER BAKTERIOCINSKO AKTIVNOST
LIOFILILIZIRANIH PRIPRAVKOV

Ko smo kot zas¢itno sredstvo uporabili saharozo (5, 10, 15, 20 %), so se vzorci slabse
posusili. Predvsem pri vzorcih z vi§jo koncentracijo saharoze (15 in 20 %) smo dobili
visokoviskozno raztopino. Pri vzorcih z nizjo koncentracijo (5 in 10 %) pa smo dobili
pastozno maso. Rezultati §tevila Zivih celic seva Lb. gasseri K7 v fermentacijski brozgi v
pripravku pred liofilizacijo, po njej in med skladiS¢enjem ter bakteriocinska aktivnost
liofiliziranih pripravkov so prikazani na slikah 8 in 9 ter v Prilogi A3.

Stevilo Lb. gasseri K7 (log ke/ml)
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Slika 8: Prezivelost seva Lb. gasseri K7 v mediju s saharozo (5, 10, 15 in 20 %) med zamrzovanjem, po

liofilizaciji ter med 8-tedenskim skladi§¢enjem liofiliziranih pripravkov
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Slika 9:Bakteriocinska aktivnost pripravka s sevom Lb. gasseri K7 v mediju s saharozo (5, 10, 15, 20 %),
po fermentaciji, pred liofilizacijo in po njej ter med 8-tedenskim skladis¢enjem liofiliziranih

pripravkov

Na sliki 8 vidimo, da je dodatek saharoze izboljsal prezivetje celic med zamrzovanjem, saj
se §tevilo celic zmanjSa samo za 0,24-0,62 log enot. Zascita celic se je izboljSevala s
povecevanjem koncentracije saharoze. Pri vseh koncentracijah saharoze se je med
zamrzovanjem zmanjsala bakteriocinska aktivnost pripravkov na 128000 BA/ml. Tako
vrednost so pripravki zadrzali tudi po liofilizaciji, nato pa smo med skladis¢enjem opazili
precejSnje nihanje bakteriocinske aktivnosti pripravkov. Med procesom liofilizacije je
odmrlo oz. bilo poskodovanih 0,30-0,59 log enot celic. 20-odstoten dodatek saharoze je
tudi med liofilizacijo najbolje zas¢itno ucinkoval na celico. Med skladi§¢enjem smo
predvsem v prvih tednih zasledili vecje prezivetje celic ob dodatku visjih koncentracij
saharoze (15 in 20 %), razlike pa so bile majhne. Po osmih tednih skladiS¢enja smo
najman;j zivih celic zasledili pri 15 % in 20 % koncentraciji saharoze (manj kot 10* ke/ml).
Poleg majhnega Stevila celic je bila pri teh koncentracijah najnizja tudi vrednost
bakteriocinske aktivnosti (32000 BA/ml).
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44 VPLIV LAKTOZE NA PREZIVETJE SEVA Lb. gasseri K7 MED
LIOFILIZACIJO IN SKLADISCENJEM TER BAKTERIOCINSKO AKTIVNOST
LIOFILIZIRANIH SIROTKINIH PRIPRAVKOV

Odlocili smo se za dodatek laktoze v koncentracijah 5 % in 10 %. Tudi pri liofilizaciji
vzorcev z dodatkom laktoze nismo mogli posusiti vzorca v praskasto obliko. Laktoza pri
vi§jih koncentracijah kristalizira, zato se pri rehidraciji ne raztopi povsem. Ker se je
kristalizacija pojavila ze pri 10 % koncentraciji, smo se odlo¢ili, da ne bomo uporabili
vigjih koncentracij saharoze (15 in 20 %). Stevilo zivih celic je prikazano na sliki 10,
bakteriocinska aktivnost pripravka med skladiS¢enjem pa na sliki 11. Rezultati so zbrani
tudi v Prilogi A4.
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Slika 10: Prezivelost seva Lb. gasseri K7 v mediju z laktozo (5 in 10 %) med zamrzovanjem, po liofilizaciji

ter med 8-tedenskim skladiS¢enjem liofiliziranih pripravkov
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Slika 11: Bakteriocinska aktivnost pripravka s sevom Lb. gasseri K7 v mediju z laktozo (5 in 10 %), po

fermentaciji, pred liofilizacijo in po njej ter med 8-tedenskim skladis¢enjem

Pri obeh koncentracijah smo ugotovili, da se je med postopkoma ohranilo veliko celic,
zmanj$ala pa se je bakteriocinska aktivnost. Med zamrzovanjem se je §tevilo celic pri 5 %
koncentraciji laktoze zmanjsalo za 0,79 log enot in 0,66 log enot pri 10 % koncentraciji,
med liofilizacijo pa 0,29 log enot pri 5 % koncentraciji in 0,28 pri 10 % koncentraciji. Po
cetrtem tednu skladiScenja smo vec Zivih celic ugotovili v pripravkih s 5 % koncentracijo
laktoze (7,1-107 ke/ml). Pri tej koncentraciji smo izmerili tudi vi§jo bakteriocinsko
aktivnost (128000 BA/ml). Podobno $tevilo zivih celic smo ugotovili v pripravku s 5 %
koncentracijo laktoze tudi na koncu skladi$¢enja. Bakteriocinska aktivnost je bila enaka pri
obeh koncentracijah in je znasala 64000 BA/ml.
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4.5 VPLIV SKROBA NA PREZIVETIJE SEVA Lb. gasseri K7 MED LIOFILIZACIJO
IN SKLADISCENJEM TER BAKTERIOCINSKO AKTIVNOST
LIOFILIZIRANIH SIROTKINIH PRIPRAVKOV

Skrob smo dodali v koncentracijah 5, 10, 15 in 20 %. Vzorci, ki smo jim kot zas¢itno
sredstvo dodali Skrob, so se med liofilizacijo dobro posusili in dobili smo popolnoma
praskaste preparate, ki so se tudi zelo dobro rehidrirali. Rezultati §tevila zivih celic seva
Lb. gasseri K7 in bakteriocinska aktivnost pripravkov v razli¢nih fazah med liofilizacijo in
skladis¢enjem pripravkov so prikazani na slikah 12 in 13 ter v Prilogi AS.

Stevio Lb. gasseri K7 (log ke/ml)
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Slika 12: Prezivelost seva Lb. gasseri K7 v mediju s $krobom (5, 10, 15 in 20 %), med zamrzovanjem, po

liofilizaciji ter med 8-tedenskim skladi§¢enjem
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Slika 13: Bakteriocinska aktivnost pripravka s sevom K7 v mediju s $krobom (5, 10, 15 in 20 %) po

fermentaciji, pred liofilizacijo in po njej ter med 8-tedenskim skladis¢enjem

Kot vidimo na sliki 12, se med zamrzovanjem zacetno Stevilo celic bistveno ne zmanjsa.
PoSkodovanih ali odmrlih je bilo 2 % do 5 % celic. Zacetna vrednost bakteriocinske
aktivnosti (256000 BA/ml) se je zmanjSala na 128000 BA/ml. Po liofilizaciji se je Stevilo
celic zmanjSalo za najve¢ 0,66 log enot pri 5 % dodatku Skroba, vrednost bakteriocinske
aktivnosti pa se ni spremenila. Do tretjega tedna se Stevilo celic pri razlicnih
koncentracijah ni bistveno razlikovalo. Po $tirih tednih skladis¢enja se je bakteriocinska
aktivnost zmanjSala pri 10 % in 15 % koncentraciji (64000 BA/ml), najvi§ja je ostala v
pripravku z 20 % dodanega Skroba (128000 BA/ml). Med skladiS¢enjem so najmanj
poskodb utrpele celice pri 20 % koncentraciji, saj se je Stevilo zZivih celic zmanjSalo samo
za 0,68 log enot glede na Stevilo zivih celic, prisotnih v vzorcih po liofilizaciji. Po osmih
tednih skladi$¢enja smo najmanjSe izgube celic opazili pri 20 % koncentraciji Skroba;
vzorec je vseboval Se 2,9-107 ke/ml celic. Vrednost bakteriocinske aktivnosti se je
spremenila le pri 20 % koncentraciji, kjer se je zmanjSala na 64000 BA/ml, kolikor je
znaSala tudi pri preostalih.
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46 VPLIV DODATKA GLICEROLA NA PREZIVETIJE SEVA Lb. gasseri K7 MED
LIOFILIZACIJO IN SKLADISCENJEM TER BAKTERIOCINSKO AKTIVNOST
LIOFILIZIRANIH SIROTKINIH PRIPRAVKOV

Pri uporabi glicerola, kot zascitnega sredstva, smo se odlocili, da bomo uporabili le 5 %
koncentracijo. Za uporabo vi§jih koncentracij (10, 15 in 20 %) se nismo odlo¢ili, ker nam
med liofilizacijo tudi pri 5 % koncentraciji vzorca ni uspelo posusiti v praskast pripravek.

Stevilo Lb. gasseri K7 (log ke/ml)
w
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Slika 14: Prezivelost seva Lb. gasseri K7 v mediju z glicerolom (5 %) med zamrzovanjem, po liofilizaciji ter

med 8-tedenskim skladis¢enjem liofiliziranih pripravkov
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Na sliki 14 vidimo, da je postopek zamrzovanja pripravka prezivela veéina celic, prisotnih
v fermentacijski brozgi (98 %). Med zamrzovanjem se je zacetna vrednost bakteriocinske
aktivnost (256000 BA/ml) zmanjSala na 128000 BA/ml. Med procesom liofilizacije je
bakteriocinska aktivnost ostala nespremenjena, odmrlo pa je 0,54 logaritemskih enot celic,
ki so prezivele zamrzovanje. Stevilo Zivih celic v pripravku se je med skladi¢enjem hitro
zmanj$alo, zmanjSala pa se je tudi bakteriocinska aktivnost (slika 15). Po osmih tednih
skladiscenja je bilo v pripravku manj kot 10 ke/ml celic, bakteriocinska aktivnost pripravka
pa je bila najmanjsa od vseh pripravkov, saj smo izmerili samo 4000 BA/ml.

4.7

VPLIV DODATKA ASKORBINSKE KISLINE NA PREZIVETJE SEVA Lb.
gasseri K7 MED LIOFILIZACIJO 1IN  SKLADISCENJEM  TER
BAKTERIOCINSKO AKTIVNOST LIOFILIZIRANIH SIROTKINIH
PRIPRAVKOV

- {Deleted: 9
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Pri vzorcih, ki smo jim dodali askorbinsko kislino, smo po liofilizaciji dobili praskast
preparat, ki se je dobro rehidriral. Rezultati analiz so prikazani na slikah 16 in 17 ter v
Prilogi A7.

o

Stevilo Lb. gasseri K7 (log ke/ml)
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Slika 16: Prezivelost seva Lb. gasseri K7 v mediju z askorbinsko kislino (0,05 %) med zamrzovanjem, pred
liofilizacijo in po njej ter med 8-tedenskim skladiS¢enjem liofiliziranega pripravka

300000 1

250000 + [ ]

200000 +

150000 +

ST

bakteriocinska aktivnost (BA/ml)

C‘;& o\\o ‘bé}\\ & & o o o
4 & @ @ @ @ @

Q

< N) ¢as analize

| EBA (0,05 % askorbinska kislina) |

Slika 17: Bakteriocinska aktivnost pripravka s sevom Lb. gassei K7 v mediju s askorbinsko kislino (0,05 %)

po fermentaciji, pred liofilizacijo in po njej ter med 8-tedenskim skladis¢enjem
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Kot vidimo na sliki 16, je postopek zamrzovanja poskodoval najvecji delez celic, saj se je
Stevilo zivih celic zmanj$alo z zacetnih 8,8-108 v ml fermentacijske brozge na 5,1-107.
Askorbinska kislina je dobro zascitila celice med procesom liofilizacije pa tudi med
skladiS¢enjem, saj smo v liofiliziranem pripravku Se po 8. tedenu skladis¢enja ugotovili
5,5-106 celic/ml. Bakteriocinska aktivnost pripravka se je najbolj zmanjSala med
zamrzovanjem, naslednje zmanjSanje bakteriocinske aktivnosti pa smo opazili po 4. tednu
skladiS¢enja pripravka. Po 8-ih tednih skladiS¢enja je bila bakteriocinska vrednost

liofiliziranega pripravka e vedno 64000 BA/ml.

Zanimalo nas je tudi, kako na prezivetje seva Lb. gasseri K7 in bakteriocinsko aktivnost
pripravka vpliva dodatek askorbinske kisline (0,05 %) v kombinaciji s saharozo (5, 10, 15
in 20 %), laktozo (5 in 10 %), $krobom (5, 10, 15 in 20 %) in glicerolom (5 %). Stevilo
celic in bakteriocinsko aktivnost smo ugotavljali po $tirih in osmih tednih skladiscenja.

Ko smo vzorcem z dodatkom askorbinske kisline dodali Se razli¢ne zas€itne snovi, so bili
vzorci po liofilizaciji podobni vzorcem, pri katerih smo uporabili samo zas¢itne snovi. V
preglednici 3 so navedeni rezultati $tevila Zivih celic seva Lb. gasseri K7 in bakteriocinske
aktivnosti liofiliziranih pripravkov.

Preglednica 5: Prezivelost seva Lb. gasseri K7 in bakteriocinska aktivnost liofiliziranega pripravka z
dodatkom saharoze (5, 10, 15, 20 %), laktoze (5 in 10 %), Skroba (5, 10, 15, 20 %), glicerola
(5 %), in dodatka 0,05 % askorbinske kisline po 4- in 8-tedenskem skladis¢enju

Po liofilizaciji Po 4. tednu Po 8. tednu
Konc. . L .. L. . ..
. . Stevilo Bakteriocinska Stevilo Bakteriocinska Stevilo Bakteriocinska
Zascitna | zaScitne ) ) . . . )
) celic aktivnost celic aktivnost celic aktivnost
snov snovi
%) (log ke/ml) (BA/ml) (log ke/ml) (BA/ml) (log ke/ml) (BA/ml)
0
Saharoza 5 7,99 128000 6,11 64000 5,34 64000
Saharoza 10 8,11 128000 6,98 64000 6,18 64000
Saharoza 15 8 128000 7,18 64000 <4 32000
Saharoza 20 8,34 128000 7,08 32000 <4 32000
Laktoza 5 7,86 128000 6,93 64000 6,56 64000
Laktoza 10 8,11 128000 6,89 64000 6,23 64000
Skrob 5 8,11 128000 7,11 128000 7,41 64000
Skrob 10 8,15 128000 7,11 128000 7,28 64000
Skrob 15 8,08 128000 6,92 128000 7,32 64000
Skrob 20 8,11 128000 7,74 128000 7,46 64000
Glicerol 5 8,18 64000 3,15 8000 <l 4000
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Med skladiS¢enjem pripravkov, ki smo jim poleg osnovnega zascitnega sredstva dodali
tudi askorbinsko kislino, smo najmanjSe zmanjSanje Stevila celic ugotovili pri kombinaciji
Skroba in askorbinske kisline. Po stirih tednih se je zacetno Stevilo celic, ki so prezivele
liofilizacijo, zmanjSalo za 0,37 log enot, po osmih tednih pa za 0,65 log enot. Najvecje
zmanjianje $tevila smo zaznali pri kombinaciji glicerola in askorbinske kisline. Stevilo
celic se je po Stirih tednih zmanjSalo za 5,03 log enot, po osmih tedni pa za vec kot 7,18
log enot. Po stirih tednih skladiS¢enja smo najmanjSo vrednost bakteriocinske aktivnosti
pripravka izmerili pri kombinaciji glicerola in askorbinske kisline, kjer je znaSala 8000
BA/ml, najvecja pa se je ohranila pri vseh koncentracijah skroba (128000 BA/ml). Tudi po
osmih tednih smo najmanj$o bakteriocinsko vrednost izmerili pri kombinaciji glicerola in
askorbinske kisline (4000 BA/ml). Pri preostalih zascitnih snoveh, razen pri kombinaciji
saharoze (15, 20 %) in askorbinske kisline, je bakteriocinska aktivnost pripravka znasala
64000 BA/ml.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

1z rezultatov predhodnih raziskav vemo, da se Stevilo celic namnoZenih na komercialnih
za§€itnih snovi. Z zmanjSanjem S$tevila celic se zmanjSa uporabna vrednost liofiliziranih
pripravkov. Na zmanjSanje Stevila celic vpliva vec faktorjev kot so; sestava gojisca, vrsta
bakterij...

Z delom smo hoteli pokazati vpliv dodatka za$¢itnih snovi na preZivetje seva Lb. gasseri
K7 in bakteriocinsko aktivnost pripravka med liofilizacijo in skladi§¢enjem. Zanimala nas
je stopnja zmanj$anja Stevila celic Lb. gasseri K7 in bakteriocinske aktivnosti pripravka
med 8-tedenskim skladi§¢enjem.

5.1 RAZPRAVA

Liofilizacija je postopek, s katerim lahko pripravimo dolgo obstojne bakterijske pripravke,
primerne za skladi§¢enje, transport, preprosta pa je tudi njihova uporaba.

Liofilizirane pripravke lahko uporabimo za ve¢ namenov. Kadar je namen shranjevanje
celicnih kultur, Stevilo celic ni odloc¢ilnega pomena, saj lahko z nekajkratnim
precepljanjem tak$nih celic obnovimo njihovo vitalnost, pa tudi njihove funkcionalne
lastnosti. Ce Zelimo liofilizirane celice uporabiti neposredno kot starterske kulture, kot
dopolnilo prehrani ali kot dodatek krmi, pa mora pripravek vsebovati veliko zivih celic, saj
pri uporabi takSnih pripravkov pri¢akujemo hitro razmnozevanje celic in/ali njihovo
aktivnost oziroma funkcionalnost.

V industriji uporabljamo mlecnokislinske bakterije kot starterske kulture, zato je
pomembno, da so ¢im bolj koncentrirane, hkrati pa je odlocilnega pomena njihovo
prezivetje med liofilizacijo in skladiS¢enjem. Ohranitev zivih in aktivnih celic je
pomembno s tehnoloskega in ekonomskega stalis¢a (Carvalho in sod., 2003c). Med
postopkom liofilizacije so bakterije izpostavljene postopkom zamrzovanja in susenja. Med
zamrzovanjem v notranjosti celice nastajajo ledeni kristali, ki lahko poskodujejo celico.
Poskodbe nastanejo tudi zaradi povisane koncentracije snovi v notranjosti in ekstremnih
vrednosti pH. Zaradi liofilizacije nastanejo poskodbe na celicni membrani, lahko pa
liofilizacija povzroci tudi razgradnjo DNA in celi¢nih beljakovin (Zhao in Zhang 2005,
Saarela in sod., 2005). Med skladiS¢enjem sta zmanjSanje vodne aktivnosti in oksidacija
najpomembnejsa stresna dejavnika, ki vplivata na prezivetje (Bogovi¢ Matijasi¢ in sod.,
2004).

Ponavadi raziskovalci uporabljajo za namnoZevanje bakterij komercialna gojisca, npr.
gojis¢e MRS za laktobacile, ki jih obogatijo z razlicnimi snovmi (saharoza, laktoza).
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Pogosto v pripravek pred postopkom liofilizacije dodajajo tudi posneto mleko v prahu, ki
je vir beljakovin in $¢iti celiéne beljakovine. V na$i raziskavi smo sev Lactobacillus
gasseri K7 kutivirali v 2000 ml sirotke z dodatkom tweena 80 in kvasnega ckstrakta.
Sirotka je primerno gojisce, ker vsebuje velik delez laktoze, serumske beljakovine in tudi
krajSe peptide. 1z tako pripravljene fermentacijske brozge smo zeleli pripraviti liofilizirane
pripravke, ki bi vsebovali ¢im ve¢ zivih celic Lb. gasseri K7. Poleg tega naj bi med
skladi$¢enjem ohranili visoko bakteriocinsko aktivnost liofiliziranega pripravka. Sev Lb.
gasseri K7 namre¢ med logaritemsko fazo rasti izloda v medij bakteriocine s Sirokim
spektrom protimikrobnega delovanja (Bogovi¢-Matijasi¢, Rogelj, 2000). Pred
zamrzovanjem in liofilizacijo smo fermentacijski brozgi dodali razlitne koncentracije
saharoze, laktoze, Skroba, glicerola in askorbinske kisline ter ugotavljali, ali prispevajo k
boljsemu prezivetju celic in ohranitvi bakteriocinske aktivnosti pripravka.

Ali se bo vzorec posusil v praskasto obliko, je odvisno predvsem od dodane zascitne snovi.
Nekaterih snovi, ki smo jih uporabili za zascito celic, zaradi njihovih fizikalno-kemijskih
lastnosti ne moremo liofilizirati v praskasto obliko in dobimo pastozne vzorce. Tako smo
pri dodatku Skroba dobili popolnoma praskaste pripravke, pri dodatku glicerola pa so bili
vzorci §e zmeraj gosto tekod€i, Stevilo zivih celic Lb. gasseri K7 v liofiliziranih pripravkih
pa se je med skladi$¢enjem hitro zmanjSevalo (Slika 14). Po 8-tedenskem skladiscenju je
ml pripravka vseboval manj kot 10 zivih celic seva Lb. gasseri K7. Da povecana koli¢ina
vode v pripravku vpliva na zmanjSanje Stevila celic, so ugotovili tudi Teixeira in sod.
(1996).

Dodatek za$¢tnih snovi pred zamrzovanjem vpliva na obseg poskodb med liofilizacijo.
Carvalho in sodelavci (2002) poro¢ajo o zmanjSanju Stevila celic Lb. rhamnosus in Lb.
plantarum med liofilizacijo in 10-tedenskim skladis¢enjem pri vzorcih brez dodanih
zaScitnih snovi. V vzorcih z dodatkom zascitnih snovi (fruktoze, sorbitola, natrijevega
glutamata) v razli¢nih koncentracijah pa se je Stevilo prezivelih celic, glede na vzorce brez
dodanih zascitnih snovi, povecalo za 0,5-1,5 log enot. Zmanjsanje Stevila celic v vzorcih
brez dodanih za$¢itnih snovi med liofilizacijo so ugotovili tudi De Giulio in sodelavci
(2005). V vzorcih z dodanimi zasCitnimi snovmi (trehaloza, maltoza, saharoza in glukoza)
v koncentraciji 32 % je namrec prezivelo do 20 % vec celic.

Dodatek saharoze v fermentacijsko brozgo pred zamrzovanjem je pozitivno vplival na
preZivetje celic seva Lb. gasseri K7 med zamrzovanjem in liofilizacijo. V povprecju je ob
dodatku saharoze prezivelo 10 % vec celic kot v pripravkih brez dodanih zas¢itnih snovi.
Zascita je v povezavi s koncentracijo dodane saharoze, saj je najve¢ celic prezivelo v
pripravkih z 20 % saharoze (zacetno Stevilo celic se je po zamrzovanju zmanjsalo za 0,24
log enote in 0,6 po liofilizaciji) (Slika 8). Dodatek saharoze pa ni vplival na bakteriocinsko
aktivnost pripravkov, saj so bile vrednosti vzorcev z dodano saharozo enake vrednostim
vzorcev brez dodatka saharoze (Slika 8 in Slika 6). Ugotovili smo, da je saharoza pri
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dodatku vecjih koncentracij primernejSa za krajSe skladis¢enje. V prvih tednih skladis¢enja
(1.-4.) je prezivetje bakterij vecje pri vecjih koncentracijah saharoze (15 in 20 %). Pri teh
vzorcih je bilo po Cetrtem tednu poskodovanih oz. odmrlih 1,66—1,93 log enot celic, ki so
prezivele liofilizacijo. Po osmih tednih skladiscenja pa je bilo v teh vzorcih za 4-4,34 log
enot manj celic kot po koncu liofilizacije. Pri 5 in 10 % koncentraciji pa se je §tevilo celic
zmanjSalo le za 2,03-2,61 log enot. V primerjavi z vzorci brez dodanih za$¢itnih snovi je
med liofilizacijo ob dodatku saharoze prezivelo sicer vec celic, vendar pa so med
skladi§¢enjem pripravkov odmirale hitreje. Po S§tirih in osmih tednih skladiScenja je vec
celic prezivelo v vzorcih brez dodatka zasCitnih snovi (Slika 6 in Slika 8). Ko smo
uporabili vecje koncentracije saharoze, smo izmerili tudi manjSe vrednosti bakteriocinske
aktivnosti kot pri vzorcih z nizjo koncentracijo in v vzorcih brez dodanih zascitnih snovi
(Slika 7 in Slika 9). Rezultati so nas nekoliko presenetili, saj drugi avtorji navajajo
saharozo kot dobro zasCitno snov v postopkih liofilizacije. Da je saharoza ucinkovito
zasc€itno sredstvo, so na primer ugotovili Oldenhof in sodelavci (2005), ki so jo uporabili
pri pripravi pripravkov Lb. bulgaricus s postopkom susenja z razpr§evanjem. Prav tako so
njeno ucinkovitost potrdili Saarela in sodelavci (2005), ki so jo uporabili kot zascitno
sredstvo (5 % koncentracijo) pri liofilizaciji in skladi$¢enju Bifidobacterium animalis ssp.
lactis E-012010.

Pri preskusanju laktoze kot zaS€itne snovi smo naleteli na tezavo, saj so ze 5 in 10 %
dodatki laktoze v fermentacijsko brozgo povzrocili poslabSanje suSenja med liofilizacijo.
Zato so bili pripravki pastozni ali gosto viskozni in ne praskasti. Pri ve¢jih koncentracijah
je bila otezena tudi rehidracija, ker se je pojavila kristalizacija laktoze. Ugotovili smo, da
med liofilizacijo laktoza prav tako dobro $§Citi celice kot saharoza pri enakih
koncentracijah, med skladis¢enjem pa je celicam zagotavljala boljSo zascito, saj je 8-
tedensko skladiscenje prezivelo vec¢ celic kot v pripravkih z dodano saharozo (Priloga A3
in Priloga A4). Pri 5 % dodatku laktoze je preZivelo ve¢ celic kot pri vzorcih brez dodatka
zaS¢itnih snovi. Bakteriocinska aktivnost pripravka je bila po osmih tednih skladiscenja
vecja kot pri pripravkih brez dodatka zasc¢itnih snovi (Slika 7 in Slika 11). O ucinkovitosti
laktoze kot zas¢itnega sredstva porocajo Carvalho in sodelavci (2004a). Ugotovili so, da je
laktoza Se posebno ucinkovita kot zascitno sredstvo, ¢e jo dodamo v rastni medij (10 g/l v
gojis¢e MRS). Podobno gojis¢e smo uporabljali tudi mi, saj je znano, da je v sirotki velik
delez laktoze. Ceprav so bili pripravki z dodatkom laktoze stabilnejsi, z rezultatom nismo
bili prevec¢ zadovoljni, saj je Se vedno odmrlo prevec celic.

Najboljse prezivetje celic seva Lb. gasseri K7 smo ugotovili v liofiliziranih pripravkih z
dodatkom $kroba. Vsi vzorci, tudi tisti z najvecjo koncentracijo Skroba (15 in 20 %), so se
popolnoma posusili in smo dobili praskast pripravek. V primerjavi z vzorci brez dodanih
za§€itnih snovi je bilo Stevilo odmrlih celic med zamrzovanjem in liofilizacijo manjSe,
vrednost bakteriocinske aktivnosti pripravkov pa primerljiva (Priloga A2 in Priloga AS).
Manjse izgube kot v pripravkih brez dodanih zasc¢itnih snovi smo med liofilizacijo opazili



46

Martinsek D. Vpliv za$¢itnih snovi na prezivetje seva Lb. gasseri K7 med liofilizacijo in skladi§¢enjem.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2006

predvsem pri vecjih koncentracijah skroba (10, 15 in 20 %). V primerjavi s pripravki brez
dodatka zascitnih snovi so po koncu 8-tedenskega skladis¢enja vsi pripravki s Skrobom
vsebovali ve¢ zivih celic seva Lb. gasseri K7 (Slika 6 in Slika 12). Najbolj$o zas¢ito celic
smo ugotovili pri 20-odstotnem dodatku Skroba. NajmanjSe zmanjSanje bakteriocinske
aktivnosti pripravka smo ugotovili pri 20 % koncentraciji $kroba, kjer je po $tirih tednih
skladiS¢enja znasala 128000 BA/ml. Pri drugih koncentracijah dodanega skroba je znasala
64000 BA/ml in je bila vecja kot pri vzorcih brez dodatka zas¢itnih snovi. Po osmih tednih
smo zaznali zmanjSanje bakteriocinske aktivnosti tudi pri 20 % koncentraciji (Slika 13).
Med liofilizacijo in skladis¢enjem je $krob bolje §¢itil celice seva Lb. gasseri K7 kot
saharoza in laktoza. V ¢lankih raziskovalci ne omenjajo uporabe Skroba kot za$citne snovi
pri liofilizaciji MKB. Abadias in sodelavci (2001) so ga uporabili pri liofilizaciji kulture
Candida sake; rezultati so bili primerljivi z rezultati, ki so jih dobili pri vzorcih z
dodatkom disaharidov kot zas¢itnih snovi. Mattila-Sandholm in sodelavci (2002) porocajo
o uporabi Skroba pri inkapsulaciji, cemur sledi liofilizacija. Pri liofilizaciji je Skrob kot
za$Citna snov posebno zanimiv, ker se brez tezav rehidrira in ga lahko uporabimo kot
dodatek hrani ali zivalski krmi.

Glicerol je primerno zascitno sredstvo predvsem pri zamrzovanju bakterijskih preparatov
in njihovem shranjevanju v zamrznjeni obliki. Ni pa primerno zas€itno sredstvo, ko
liofilizirane preparate skladiS¢imo pri sobni temperaturi. Ko smo uporabili 5 % dodatek
glicerola, je po liofilizaciji vzorec ostal gosto teko€, zato se nismo odlocili za uporabo
vecjih koncentracij (10, 15 in 20 %). Postopek zamrzovanja je poskodoval 0,22 log enot
celic, postopek liofilizacije pa 0,76 log enot celic. Tako majhne so bile izgube pri drugih
skladis¢enjem zelo velike izgube celic, predvsem pri daljSem skladis¢enju. Po osmih
tednih so liofilizirani pripravki vsebovali manj kot 10 zivih celic seva Lb. gasseri K7 v ml
(Slika 14). Zelo se je zmanjsala tudi bakteriocinska aktivnost pripravkov, saj je po Stirih
tednih znagala 8000 BA/ml, po osmih pa 4000 BA/ml (Slika 15). Ce rezultate skladis¢enja
primerjamo z vzorci brez dodanih zascitnih snovi, je prezivetje pri vzorcih z dodanim
glicerolom bistveno manjse, prav tako je manjsa bakteriocinska aktivnost (Priloga A2 in
Priloga A14). Fonseca in sodelavci (2003) ter TrS$i¢ - Milanovié¢ in sodelavei (2001)
predlagajo uporabo glicerola v kombinaciji z laktozo in v manjsih koncentracijah (1 %
dodatek).

Askorbinska kislina, ki smo jo dodali pripravku, naj bi delovala kot antioksidant. Z
dodatkom askorbinske kisline zmanjSamo negativne vplive kisika na celice med
skladis¢enjem, saj vzorcev nismo hranili v kontrolirani atmosferi. Pri uporabi askorbinske
kisline smo ugotovili, da je po zamrzovanju ostalo neposkodovanih 7,71 log enot celic od
zacetnih 8,94 log enot. Po liofilizaciji je ostalo Stevilo neposkodovanih celic priblizno
enako. Najvec poskodb so celice utrpele med prvim tednom skladiscenja (0,71 log enot). V
nadaljevanju skladiS¢enja nismo opazili vecjih sprememb; po osmih tednih so pripravki v
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ml vsebovali 5,5-106 Zivih celic seva Lb. gasseri K7 (Slika 16). V pripravkih brez dodanih
za$citnih snovi je bilo celic manj (Slika 6). Bakteriocinska aktivnost je bila nespremenjena
(128000 BA/ml) do cetrtega tedna skladiScenja, ko smo opazili zmanjSanje bakteriocinske
aktivnosti na 64000 BA/ml. Ugotovili smo, da dodatek askorbinske kisline pozitivno
vpliva na ohranitev bakteriocinske aktivnosti, saj je bila v vzorcih brez dodanih za$¢itnih
snovi bakteriocinska aktivnost manjsa; po osmih tednih le 32000 BA/ml (Slika 7 in Slika
17). Zasc¢itno sposobnost askorbinske kisline lahko primerjamo z zas¢itno sposobnostjo
laktoze v koncentraciji 5 in 10 % ter zascitno sposobnostjo 20-odstotnega dodatka Skroba
(Priloga A4 in Priloga AS). Bakteriocinska aktivnost pripravka je bila enaka bakteriocinski
aktivnosti pripravkov z dodatkom drugih zascitnih snovi. ManjSo bakteriocinsko aktivnost
smo ugotovili le pri pripravkih z glicerolom (4000 BA/ml) (Slika 15).

Zanimalo nas je tudi, ¢e dodatek askorbinske kisline v koncentraciji 0,05 % poleg
osnovnega za§Citnega sredstva vpliva na prezivetje seva Lb. gasseri K7 in bakteriocinsko
aktivnost pripravka med skladiS¢enjem. Vzorce z dodatkom ene od zasCitnih snovi in
askorbinske kisline smo analizirali po Stirih in osmih tednih skladi§¢enja. Najmanj zivih
celic seva Lb. gasseri K7, po §tiri tedenskem skladi§¢enju, smo ugotovili pri kombinaciji
glicerola in askorbinske kisline, ko se je zacetno Stevilo celic 8,8-108 ke/ml zmanjSalo na
1,4:10° ke/ml, po osmih tednih skladi§¢enje pa smo ugotovili manj kot 10 ke/ml. Najvec
celic je prezivelo v pripravkih, ki smo jim kot zasc¢itno sredstvo dodali kombinacijo 20 %
skroba in 0,05 % askorbinske kisline. Po Stirih tednih je prezivelo 7,74 log enot celic od
zaCetnih 8,94 log enot, osemtedensko skladiscenje pa je prezivelo 7,46 log enot celic
(Preglednica 5). Izgube so bile za 1,72 log enot manjSe kot v pripravkih brez dodanih
zaSc¢itnih snovi in veliko manjSe kot pri drugih zaScitnih snoveh. Ob primerjavi rezultatov,
ko smo dodali samo osnovno zas€itno snov, s tistimi, ki smo jim dodali tudi askorbinsko
kislino, lahko ugotovimo, da dodatek askorbinske kisline bistveno ne prispeva k boljsi
zasCiti celic med skladiSCenjem pripravkov. Za 1,33 log enot in 0,88 log enot vi§je
vrednosti $tevila zivih celic seva Lb. gasseri K7 smo ugotovili le pri 5 % in 15 % dodanega
skroba (Preglednica 5 in Priloga AS5). Druge razlike so bile precej manjse. Kjer so bile
izgube velike Ze prej, dodatek askorbinske kisline ni vplival na povecano prezivetje. Tudi
najmanjSe vrednosti bakteriocinske aktivnosti pripravka smo izmerili pri kombinaciji
glicerola in askorbinske kisline (4000 BA/ml). Lahko ugotovimo, da je ta vrednost veliko
manj$a od vrednosti, ki smo jo izmerili pri drugih zaScitnih snoveh (64000 BA/ml).
Dodatek askorbinske kisline ni prispeval k ohranjanju bakteriocinske aktivnosti
pripravkov.
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52

SKLEPI

Toplotno obdelana sirotka, z dodatkom kvasnega ekstrakta (4 g/1) in tweena 80 (1 g/l),
je dober medij za kultivacijo seva Lb. gasseri K7.

Ob koncu eksponencialne faze rasti je fermentacijska brozga v ml vsebovala 8,8 x 108
zivih celic seva Lb. gasseri K7, njena bakteriocinska aktivnost pa je bila 256 000
BA/ml.

Med zamrzovanjem se je $tevilo Zivih celic seva Lb. gasseri K7 zmanjsalo za 1,42 log
enote, med liofilizacijo pa 3¢ za 0,44 log enote. Postopek je torej prezivelo 1,2 x 107
celic/ml oziroma samo 1,4 % celic, prisotnih v fermentacijski brozgi.

Med zamrzovanjem in liofilizacijo je najboljSo zaséito celic seva Lb. gasseri K7
zagotovil 20-odstotni dodatek saharoze. Postopek je prezivelo 2,2 x 10* celic/ml ali
24,9 %, vendar pa je bil dodatek saharoze neucinkovit pri za$c¢iti celic med
skladid&enjem liofiliziranih pripravkov, ki so po 8-ih tednih v ml vsebovali od 9,1 x 10’
zivih celic do manj kot 10* Zivih celic, kar je manj kot 0,1 % celic iz fermentacijske
brozge.

Med skladis¢enjem je najboljSo za$Cito celic seva Lb. gasseri K7 zagotavljal 20-
odstotni dodatek $kroba, saj je 8-tedensko skladiiGenje pripravkov prezivelo 3 x 10’
celic/ml ali 3,4 % celic iz fermentacijske brozge.

Med postopkom liofilizacije se je bakteriocinska aktivnost fermentacijske brozge
razpolovila (iz 256 000 BA/ml na 128 000 BA/ml) ne glede na dodano zas¢itno snov.

Liofilizirani pripravki z dodatkom $kroba so ohranili enako bakteriocinsko aktivnost Se
po 4-ih tednih skladisc¢enja (128 000 BA/ml), ponovno zmanjSanje BA pa smo
ugotovili po 8-ih tednih skladis¢enja (64 000 BA/ml).

Dodatek askorbinske kisline ni znacilno povecal zasCitnega ucinka preskusanih
zaSCitnih snovi niti pri zasCiti celic niti pri ohranjanju bakteriocinske aktivnosti
liofiliziranih pripravkov.
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6 POVZETEK

V raziskavi smo proucevali vpliv dodatka nekaterih zas¢itnih snovi na prezivetje seva
Lactobacillus gasseri K7 in bakteriocinsko aktivnost pripravka med liofilizacijo in
skadis¢enjem. Uporabili smo 5, 10, 15 in 20 % dodatek saharoze, 5 in 10 % dodatek
laktoze, 5, 10, 15 in 20 % dodatek Skroba, 5 % dodatek glicerola in askorbinsko kislino
(0,05 %). Prezivetje in bakteriocinsko aktivnost pripravka smo ugotavljali po zamrzovanju
(pred liofilizacijo), po liofilizaciji in enkrat na teden med osemtedenskim skladis¢enjem. V
pripravkih, ki smo jim poleg osnovnih za$¢itnih snovi dodali Se 0,05 % askorbinske
kisline, smo prezivetje in bakteriocinsko aktivnost ugotavljali po Stirih in osmih tednih
skladiS¢enja. Za ugotavljanje u¢inka dodanih zasc¢itnih snovi smo za primerjavo liofilizirali
tudi vzorce brez dodanih zai¢itnih snovi. Stevilo bakterij ob koncu fermentacije in 3tevilo
prezivelih bakterij smo ugotavljali s Stetjem kolonij na plos¢ah. Bakteriocinsko aktivnost
po fermentaciji in liofiliziranih pripravkov smo ugotavljali glede na stopnjo inhibicije seva
Lb. sakei NCDO 2174, v primerjavi s kontrolo. Sev Lb. gasseri K7 smo namnozili v
bioreaktorju pri konstantni vrednosti pH 5,75 in temperaturi 37 °C, v gojiscu sirotke z
dodatkom kvasnega ekstrakta in tweena 80. Fermentacijo smo zakljucili po koncu
eksponencialne faze. Pri saharozi postopek liofilizacije ni mo¢neje poskodoval celic, 0,95
log enot celic pri 15 % dodatku. Med skladis¢enjem smo ugotovili, da so bile izgube do
Cetrtega tedna manjSe pri 15 in 20 % koncentraciji (1,64 do 1,93 log enot), po osmem
tednu pa pri 5 in 10 % (2,03 do 2,61 log enot). Po osmih tednih je vrednost bakteriocinske
aktivnosti znasala 64 000 BA/ml pri 5 in 10 % koncentraciji in 32 000 BA/ml pri 15 in 20
%. Med liofilizacijo vzorcev z dodatkom laktoze je odmrlo najman;j celic pri 10 % dodatku
(0,94 log enot). Po stirih tednih se je Stevilo celic zmanjsalo za 1,01 log enot pri 5 %
dodatku oz. 1,53 log enot pri 10 % dodatku, po osmih pa 1,06 log enot pri 5 % dodatku oz.
2,07 log enot pri 10 % dodatku laktoze. Po osmih tednih je pri obeh koncentracijah
bakteriocinska aktivnost znaSala 64 000 BA/ml. Pri dodatku sSkroba je celice med
liofilizacijo in skladi$¢enjem najbolje zascitil 20 % dodatek, saj je 8-tedensko skladiscenje
pripravkov prezivelo 3-107 celic/ml ali 3,4 % celic iz fermentacijske brozge. Liofilizirani
pripravki z dodatkom $kroba so ohranili visoko bakteriocinsko aktivnost e po 4-ih tednih
skladis¢enja (128 000 BA/ml), po 8-ih tednih skladiScenja pa se je bakteriocinska aktivnost
zmanj$ala na 64 000 BA/ml. Dodatek glicerola je dobro zascitil celice med postopkom
liofilizacije, kot zelo slabo zaSCitno sredstvo pa se je izkazal med skladiScenjem
pripravkov. Pri vzorcih z dodatkom askorbinske kisline nismo opazili zmanjSanja Stevila
celic v vecjem obsegu (0,91 log enot po osmih tednih skladiscenja) in tudi bakteriocinska
aktivnost se je ohranila na visoki ravni (64 000 BA/ml). Pri kombinaciji osnovnih zasc¢itnih
snovi (saharoza, laktoza, Skrob, glicerol) z askorbinsko kislino smo ugotovili najboljSo
ucinkovitost pri kombinaciji Skroba (20 %) in askorbinske kisline. Prezivelo je 2,9-107
celic/ml, kar je zelo podobno kot pri samem dodatku $kroba. 1z dobljenih rezultatov lahko
zaklju¢imo, da je bil od preskusanih za$¢itnih snovi pri za$¢iti celic seva Lb. gasseri K7 in
ohranjanju bakteriocinske aktivnosti liofiliziranih pripravkov naju¢inkovitejsi skrob .
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PRILOGE

Priloga Al: Spremljanje rasti Lb. gasseri K7 v sirotki z dodatkom tweena 80 in kvasnega ekstrakta pri temperaturi 37
° C, pH vrednosti 5,75, z merjenjem OD pri 600 nm

Cas merjenja (h) Vrednost OD 600 nm
0 0,34
1 0,44
2 0,51
3 0,61
4 0,69
5 0,77
6 0,84
7 0,99
8 1,2
9 1,39
10 1,53
11 1,64
12 1,68

Priloga A2: Prezivelost seva Lb. gasseri K7 in bakteriocinska aktivnost pripravka v mediju brez dodanih za§gitnih snovi
pred liofilizacijo in po njej ter med 8-tedenskim skladis¢enjem

Cas analize log ke/ml BA/ml
Po fermentaciji 8,94 256000
Pred liofilizacijo 7,52 128000
Po liofilizaciji 7,08 128000
Po 1. tednu 7,00 128000
Po 2. tednu 6,36 128000
Po 3. tednu 6,11 64000
Po 4. tednu 6,04 64000
Po 8. tednu 5,74 32000

Priloga A3: Prezivelost seva Lb. gasseri K7 in bakteriocinska aktivnost pripravka v mediju z dodatkom saharoze (5, 10,
15 in 20 %) pred liofilizacijo in po njej ter med 8-tedenskim skladiScenjem

Koncentracija saharoze
5% 10 % 15% 20 %

Cas analize logke/ml | BA/ml | logke/ml | BA/ml | logke/ml | BA/ml | logke/ml | BA/ml
Po fermentaciji 8,94 256000 8,94 256000 8,94 256000 8,94 256000
Pred liofilizacijo 8,32 128000 8,41 128000 8,59 128000 8,70 128000
Po liofilizaciji 7,99 128000 8,11 128000 8,00 128000 8,34 128000
Po 1. tednu 7,36 64000 7,50 64000 7,69 64000 8,08 64000
Po 2. tednu 6,80 128000 6,79 128000 7,00 128000 7,28 128000
Po 3. tednu 6,28 64000 5,99 128000 6,34 128000 6,98 128000
Po 4. tednu 5,86 64000 5,72 64000 6,36 128000 6,41 64000
Po 8. tednu 5,96 64000 5,50 64000 <4 32000 <4 32000
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Priloga A4: Prezivelost seva Lb. gasseri K7 in bakteriocinska aktivnost pripravka v mediju z laktozo (5 in 10
%) pred liofilizacijo in po njej ter med 8-tedenskim skladis¢enjem

Koncentracija laktoze
5% 10 %

Cas analize log ke/ml BA/ml log ke/ml BA/ml
Po fermentaciji 8,94 256000 9,84 256000
Pred liofilizacijo 8,15 128000 8,28 64000
Po liofilizaciji 7,86 64000 8,00 128000
Po 1. tednu 7,23 128000 7,75 64000
Po 2. tednu 6,98 128000 741 64000
Po 3. tednu 6,90 64000 7,04 64000
Po 4. tednu 6,85 128000 6,58 32000
Po 8. tednu 6,80 64000 6,04 64000

Priloga A5: Prezivelost seva Lb. gasseri K7 in bakteriocinska aktivnost pripravka v mediju s $krobom (5, 10, 15, 20 %)
pred liofilizacijo in po njej ter med 8-tedenskim skladiS¢enjem

Koncentracija §kroba
5% 10 % 15% 20 %

Cas analize logke/ml | BA/ml | logke/ml | BA/ml | logke/ml | BA/ml | logke/ml | BA/ml
Po fermentaciji 8,94 256000 8,94 256000 8,94 256000 8,94 256000
Pred liofilizacijo 8,77 128000 8,46 128000 8,46 128000 8,64 128000
Po liofilizaciji 8,11 128000 8,15 128000 8,08 128000 8,11 128000
Po 1. tednu 7,50 64000 7,77 32000 7,61 64000 7,88 64000
Po 2. tednu 7,18 64000 7,70 128000 7,25 128000 7,85 128000
Po 3. tednu 6,41 64000 7,68 128000 6,67 128000 7,75 128000
Po 4. tednu 6,28 64000 6,96 64000 6,58 64000 7,32 128000
Po 8. tednu 6,08 64000 7,18 64000 6,44 64000 7,48 64000

Priloga A6: Prezivelost seva Lb. gasseri K7 in bakteriocinska aktivnost pripravka v mediju z glicerolom (5 %) pred
liofilizacijo in po njej ter med 8-tedenskim skladis¢enjem

Konc. glicerola

5%
Cas analize log ke/ml BA/ml
Po fermentaciji 8,94 256000
Pred liofilizacijo 8,72 128000
Po liofilizaciji 8,18 128000
Po 1. tednu 7,00 32000
Po 2. tednih 5,40 16000
Po 3. tednih 4,32 16000
Po 4. tednih 3,11 8000
Po 8. tednih 1,00 4000
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Priloga A7: Prezivelost seva Lb. gasseri K7 in bakteriocinska aktivnost pripravka v mediju z askorbinsko kislino pred
liofilizacijo in po njej ter med 8-tedenskim skladis¢enjem

Konc. askor. ksl.

0,05 %
Cas analize log ke/ml BA/ml
Po fermentaciji 8,94 256000
Pred liofilizacijo 7,71 128000
Po liofilizaciji 7,65 128000
Po 1. tednu 6,94 128000
Po 2. tednu 6,99 128000
Po 3. tednu 7,14 128000
Po 4. tednu 6,99 64000
Po 8. tednu 6,74 64000




Martinsek D. Vpliv za$¢itnih snovi na prezivetje seva Lb. gasseri K7 med liofilizacijo in skladis¢enjem.
Diplomsko delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2006

ZAHVALA

Prof. dr. Ireni Rogelj se zahvaljujem za mentorstvo pri dipolmski nalogi, za pomo¢ in
strokovno vodenje.

Hvala dr. Andreji Mikli¢ za pomo¢ pri vodenju eksperimentalnega dela in izdelavi
diplomskega dela.

Prof. dr. Petru Rasporju se zahvaljujem za recenzijo diplomske naloge.

Hvala Katedri za mlekarstvo Oddelka za Zootehniko za pomoc.

Hvala gospe Marjetki Sivic za jezikovni pregled.

Velika zahvala ocetu, mami in sestri za podporo tekom Studija.

Hvala tudi vsem drugim, ki Vas nisem omenil, za pomoc in vzpodbudne besede.

Na koncu bi se rad Se enkrat zahvalil vsem. Vsak od zgoraj omenjenih je pomembno
prispeval, da sedaj s ponosom stojim na cilju.



