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concentration had no effects on cell growth of P. ruminicola 23", P. bryantii B,4", B.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
Agss absorbanca pri valovni dolzini 654 nm
BSA goveji serumski albumin; angl. bovine serum albumin
CTR kontrola v poskusu
DS dialil sulfid
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultur
EU Evropska unija
KMK kratkoverizna mascobna kislina
mg/l miligram na liter
MK mascobna kislina
ml mililiter (107 litra)
mM milimol
m.o. mikroorganizem
nm nanometer (10” metra)
NPN neproteinski dusik; angl. non-protein nitrogen
OD opti¢na gostota; angl. optical density
PBS fosfatno zapufrana slana raztopina; angl. phosphate-buffered saline
pr. n. §t. pred nasim Stetjem
p gostota, masna koncentracija [kg/m’]
rpm Stevilo obratov v minuti; angl. rotations per minute
RSCC kontinuirana kultura, ki posnema vamp; angl. rumen stimulating

continuous culture system

SS suha snov

A% volumen [L]

vol.% volumski delez [v/v]
ul mikroliter (107 litra)

pm mikrometer (10 metra)
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1 UVOD

Porast svetovnega prebivalstva stopnjuje tudi povpraSevanje po hrani, zlasti bogati z
beljakovinami. Nekatere beljakovine tvorijo rastline, najdemo jih tudi v ribah,
najpomembnejsi vir kvalitetnih beljakovin pa sta meso in mleko, ki ju proizvajajo
prezvekovalci (govedo, ovce, koze,...). Zanje znacilni in nujni so prebavni in presnovni
procesi v vampu. V vampu so naseljene vampne bakterije, arheje, glive, prazivali in virusi.
Simbioza prezvekovalcev z vampnimi mikroorganizmi omogoca sposobnost pretvarjanja
prehransko revne krme v bogat proizvod. Glavni produkti mikrobne aktivnosti v vampu so
kratkoverizne mascobne kisline (KMK), metan (CHy), ogljikov dioksid (CO;) in amoniak
(NH3). KMK predstavljajo za prezvekovalca glavni vir energije, ki pokrijejo 70-80%
energetskih potreb gostitelja. Pomemben vir beljakovin in vitaminov so vampni simbionti,

ki postanejo dostopni v tankem ¢revesu po lizi mikrobnih celic v siri§¢niku.

Poleg glavnih produktov (meso, mleko) proizvajajo prezvekovalci oz. njihovi simbionti
tudi stranski produkt metan (CHy4). Produkcija metana v vampu prezvekovalcev pomeni za
zival energetsko izgubo in s tem Skodo za rejca, istoasno pa predstavlja pojav
onesnazevanja okolja s toplogrednimi plini. Zato Zelimo to proizvodnjo zmanjSati.
Metanogene arheje so same odporne na delovanje krmnih antibiotikov, lahko pa z
antibiotiki zmanjSamo produkcijo metana z inhibicijo bakterijskih vrst, ki proizvajajo
prekurzorje za sintezo metana. Namen manipulacije vampne mikrobne zdruzbe je
povecana produktivnost zivali (ve¢ja mlecnost, mesnatost, ve¢ volne) kot posledica
spremembne metabolnih procesov v vampu. Uporaba prehranskih antibiotikov za
spreminjanje obstojeCe mikrobne zdruzbe se je izkazala za ucinkovito, vendar je njihova
uporaba zaradi moznosti kopienja v mleku in mesu ter zaradi moznosti razvoja
bakterijskih resistenc na te in njim podobne antibiotike in prenosa na patogene bakterijske
seve prepovedana v EU od 01.01.2006. Zaradi prepovedi uporabe prehranskih antibiotikov
se i8Ce alternativne vire krmnih dodatkov. V zadnjem casu intenzivno preucujemo vplive

ne-antibioti¢nih krmnih dodatkov kot so probiotiki, prebiotiki in rastlinski izvlecki.

Namen diplomske naloge je bil s klasi¢nimi mikrobioloskimi in biokemijskimi metodami
preuciti vpliv Cesnovega izvlecka dialil sulfida na nekatere fenotipske lastnosti izbranih

sevov vampnih bakterij (Prevotella bryantii B;4', Prevotella ruminicola 23",



Mislej J. Vpliv ¢esnovega izvlecka dialil sulfida na rast ... kratkoveriznih mascobnih kislin in plinov. 2
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2007

Ruminococcus albus 20455, Ruminococcus flavefaciens 007 S/6, Butyrivibrio fibrisolvens
DSMZ 30717 in Fibrobacter succinogens S85), gojenih v &istih kulturah. Cesnove
substance so znane kot naravni antibiotik in insekticid. Cilj diplomske naloge je bil
ugotoviti, na katere vrste vampnih mikroorganizmov, kako in v kak$ni meri dialil sulfid
vpliva na rast, vsebnost beljakovin, koli¢ino nastalega metana s pomocjo produkcije
vodika in kratkoveriznih maS¢obnih kislin. Predpostavljali smo hipotezo, da se ob dodatku
dialil sulfida zmanjSa produkcija vodika, ki ga metanogene arheje izkoris€ajo in tako

tvorijo metan, ki je za okolje Skodljiv.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 SPLOSNO O PREZVEKOVALCIH

Prezvekovalci so najuspesnejsa skupina rastlinojedov, zato ker so razvili sistem prebave, ki
temelji na simbiotskem odnosu med prezvekovalcem in mikroorganizmi. Ti zivijo v
obseznih predzelodcih (vamp, kapica, prebiralnik) in pomagajo gostitelju pri prebavi
hranilnih snovi, predvsem celuloze in drugih tezje prebavljivih sestavin rastlinske celi¢ne
stene. Beljakovine v vampu se stalno izmenjavajo. V vampu se krma premesa z ostalo
vsebino z mo¢nimi kontrakcijami miSic vampne stene in tako pride v stik z mikrobnimi
simbionti, ki krmo razgradijo in jo v procesu fermentacije izkoristijo kot vir energije in
gradbenih elementov za lastno rast in razvoj. Pri tem pa izlo¢ajo razli¢ne stranske produkte
fermentacije, predvsem kratkoverizne mascobne kisline (KMK) in pline (CO, in Hy).
Vodik metanogene arheje pretvorijo v metan. V vampu nastane na dan ve¢ 100 litrov

plinov (Oresnik in Kermauner, 2002).

2.2  ZGRADBA VAMPA

Vamp je najbolj prostran, votel, vrecast prebavni organ v sklopu prebavnega trakta
prezvekovalcev. MiSicno steno pokriva navzven serozna, navznoter pa kutana sluznica.
Sluznica je pokrita s Stevilnimi nitastimi, listastimi in kijastimi papilami. Stena vampa je
posebej odebeljena in tam predstavlja mocne miSi¢ne grede, razmesc¢ene pod posameznimi
odseki. V zgornjem delu dorzalne vrece vampa se zbirajo v fermentaciji nastali plini. Po
hranjenju v vampu ni proste tekocine. S ¢asom od zadnjega obroka vsebina vampa postaja

vse bolj redka (Vatovec, 1971).

Ker se hrana dalj ¢asa zadrzuje v predzelodcih, je prebavljivost krme bolj$a in s tem tudi
boljsa izraba energije in istoCasna vecja sinteza beljakovin in vitaminov iz krme, ki je sicer

praviloma bogata s celulozo in revna z beljakovinami (Hobson, 1988).

V vampu so ugodni pogoji za razvoj mikrobne zdruzbe ali mikrobiote: obilo hranljivih

snovi in relativno pocasen iztok iz vampa. V anaerobnih razmerah naseljujejo vamp
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bakterije, arheje, prazivali, glive in virusi (Hobson, 1988). Bakterij je najvec, od 10 do 100
milijard v 1 ml vampne vsebine. Prazivali (protozoa) je precej manj (okrog 1 milijon v ml),
vendar so precej vecje, zato so po masi skoraj izenacene z bakterijami. Glive predstavljajo

okrog 10% vse mikrobne mase (Oresnik in Kermauner, 2002).

Pri prezvekovalcih je najbolj raziskan del prebavil ravno vamp, predvsem zaradi velike
gostote poselitve in kompleksnih interakcij. V vampu zivi ogromno Stevilo (verjetno vec
kot 1000, vendar je vecina Se neopisanih) razli¢nih vrst bakterij ter relativno malo vrst
metanogenih arhej in anaerobnih gliv. Taksonomska razvrstitev mikrobov je pomembna
tako za identifikacijo in klasifikacijo kot tudi za razumevanje metabolnih aktivnosti ter
dolocenega mikrobnega razvoja. Mikrobna zdruzba v vampu je dokaj dobro raziskana in
pogosto sluzi kot model za preucevanje drugih prebavnih ekosistemov, tako pri
rastlinojedih kot tudi pri nerastlinojedih zivalih. Fermentativni mikrobi, zlasti bakterije,
hidrolizirajo rastlinske polimere na krajSe oligomere in monomere. Substrati, ki pri tem
nastanejo, se prenasajo v mikrobne celice s specificnimi transportnimi mehanizmi. V
celicah poteka fermentacija, katere produkti so acetat, propionat, butirat in druge masc¢obne
kisline, CO; in vodik. Bakterije so najpomembnejsa skupina mikroorganizmov, vkljuc¢enih
v procese razgradnje vlaknine. Veliko vampnih bakterij izkoristi amoniak, ureo in ostale
dusikove snovi kot samostojni vir dusika. 60 — 80% bakterijskih beljakovin je sintetiziranih

iz predhodnega amoniaka (Mackie in sod., 2001).

Dehelo érevao
Tanka Srewao

f
|

Slika 1: Prebavni trakt pri prezvekovalcih (prirejeno po Graham, 2005)
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V vampu je konstantna temperatura (39°C), pH vampne vsebine pa je 6,5. Hrana prihaja v
vamp pomesana s slino, ki vsebuje bikarbonate. Pred vstopom v vamp se hrana pomesa in
tako vstopi v vamp pripravljena na mikrobno razgradnjo. Hrana se v vampu zadrzuje 9 do
12 ur. V vampu se kopici velika koli¢ina CH4 in CO; in sicer je CO; 65% in CH4 35%
(Madigan in sod., 2000).

2.2.1 Bakterije

Bakterije so v vampu najStevilcnejSe. Lahko so striktni ali fakultativni anaerobi.
Fakultativni anaerobi predstavljajo stalno komponento vampne mikrobne zdruzbe, ki je
pomembna predvsem iz vidika odstranjevanja kisika. Fakultativni anaerobi kot potrosniki
kisika pomagajo vzdrzevati moc¢no reducirano anaerobno okolje, ki je potrebeno za obstoj

vecine vampnih simbiontov (Mackie in sod., 2001).

Bakterije so morfolosko, fiziolosko, taksonomsko in filogenetsko precej razli¢ne (Stewart
in sod., 1997). Najbolj zastopani po Gramu negativni rodovi so Prevotella, Ruminobacter,
Fibrobacter, Succinivibrio in Treponema ter nekateri drugi, po Gramu pozitivni rodovi pa
so Ruminococcus, Streptococcus, Clostridium in Eubacterium. Nekatere vampne
bakterijske vrste je zaradi netipicne zgradbe celicne stene tezko razvrstiti po Gramu.
Taksne so nekatere vrste iz rodov Butyrivibrio in Selenomonas, ki sodijo med klostridijem
sorodne po Gramu pozitivne bakterije z nizko vsebnostjo G + C, po Gramu pa se zaradi
tanjSe celicne stene barvajo negativno. Glede na hranilni substrat, ki ga lahko izkoris¢ajo,
jih delimo na saharoliticne, amiloliticne, celuloliti¢ne, proteoliti¢ne in lipoliticne in kot

takSne imajo pri procesih prebave odloc¢ilno vlogo (Madigan in sod., 2001).

2.2.1.1 Vrste iz rodu Prevotella

Bakterije iz rodu Prevotella predstavljajo eno izmed najvecjih skupin vampnih bakterij, so
striktni anaerobi in po Gramu negativni kokobacili, ki zZivijo v samem vampnem soku
(Wallace in sod., 1993). Vrsti Prevotella bryantii pripisujemo pomembno vlogo v
metabolizmu duSika in je v primerjavi z ostalimi vampnimi bakterijami manj obcutljiva na
nizke vrednosti pH (Russel in Rychlik, 2001) in tudi nekatere krmne dodatke npr.

ionoforni antibiotik monenzin (Callaway in Russel, 1999).
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Vrsta Prevotella ruminicola je ena izmed najbolj zastopanih in raziskanih skupin
mikroorganizmov v vampu. Raziskave kaZejo, da ima P. ruminicola pomembno vlogo pri
izkori$¢anju rastlinskih polisaharidov, predvsem ksilanov, pektinov in Skroba, poleg tega

pa sodeluje tudi pri metabolizmu peptidov in beljakovin (Avgustin in sod., 1997).

2.2.1.2  Vrsta Butyrivibrio fibrisolvens

Butyrivibrio fibrisolvens je bakterija, ki kaze Gram pozitivno strukturo celi¢ne stene,
vendar se zaradi tanjSe stene, ki ne zadrzi kompleksa kristal vijolicnega barvila barva po
Gramu negativno (Madigan in sod., 2000). Butirivibriji so striktno anaerobne bakterije in
imajo obliko ukrivljene pali¢ice. Najdemo jih v prebavnem traktu prezvekovalcev in
nekaterih predelih prebavnega trakta drugih sesalcev. V vampu so butirivibriji med
najpomembnej$imi ksilanoliticnimi bakterijami in glavni producenti maslene kisline v
vampu, ki predstavlja 16% vseh kratkoveriznih mascobnih kislin (Stewart in sod., 1997).

Fermentirajo tudi celo vrsto razli¢nih ogljikovih hidratov.

2.2.1.3 Vrste iz rodu Ruminococcus

Ruminococcus albus in Ruminococcus flavefaciens sta po Gramu pozitivni bakterijski vrsti
(Varel in Dehority, 1989), ki se v vampu pojavljata v obliki diplokokov, glavni
fermentacijski produkt pa je ocetna kislina (Hungate, 1957). Produkti fermentacije pri
bakteriji R. albus so ocetna in mravlji¢na kislina (Hungate, 1957), vodik (H,) in ogljikov
dioksid (CO,). Glavni fermentacijski produkt seva R. flavefaciens je ocetna kislina, ostali
produkti so jantarna kislina, v nekaterih primerih pa tudi mle¢na kislina in vodik (Bryant,

1986).

Obe vrsti sta dokaj razsirjeni, saj so ruminokoke odkrili ne le v vampu prezvekovalcev,
temvec tudi v anaerobnih delih prebavnih traktov Stevilnih drugih zivali, tako rastlinojedih
kot vsejedih. Ruminokoki pomembno sodelujejo pri razgradnji strukturnih polisaharidov in
tako opisujemo npr. R. flavefaciens kot eno izmed najbolj celulolitiénih vampnih
bakterijskih vrst.
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2.2.1.4 Vrsta Fibrobacter succinogenes

Med najbolj celuloliticne (Varel in Dehority, 1989) in dokaj zastopane anaerobne
bakterijske vrste v vampu sodi F. succinogenes (10’ m.o./ml vampnega soka), ki je
evolucijsko in taksonomsko popolnoma drugacen od drugih vampnih bakterij (Koike in
Kobayashi, 2001). Je Gram negativna bakterijska vrsta (Madigan in sod., 2000), katere

glavna fermentacijska produkta sta ocetna in jantarna kislina (Stewart in Duncan, 1985).

2.2.2 Vampne arheje

Predstavniki arhej, ki zivijo v vampu prezevekovalcev so metanogene arheje. Arheje, ki
predstavljajo samostojno kraljestvo (Archaea) razvrstimo v tri skupine t.j. Crenarchaeota,
Euryarchaeota in Korarchaeota. Skupino Euryarchaeota sestavljajo halofilne in
metanogene arheje. Te Zivijo v anaerobnih pogojih. V vampu izkoris$¢ajo kot vir energije
predvsem vodik, kot elektronski akceptor pa ogljikov dioksid in pri tem nastaja metan.
Vampne arheje so striktni anaerobi in taksonomsko in filogenetsko dokaj raznolika
druzina. Najpogostejsa arheja v vampu goveda je Methanobrevibacter ruminantium, poleg
nje pa sta bili izolirani tudi Methanobacterium formicicum in Methanomicrobium mobile
(Mackie in sod., 2001). Vseh vampnih metanogenih arhej je v vampu preko 50 razli¢nih

vrst (Madigan in sod., 2003).

2.2.3 Vampne glive

Vampne glive so prav tako obvezni anaerobi. Celi¢ne stene gliv so setavljene iz hitina.
Vampne glive imajo specializiran zivljenjski krog, ki se zacne s prostoplavajoco obickano
zoosporo, ki se pritrdi na rastlinske delce. V fazi odraslosti za¢ne sporangij brsteti in
sprosti zopet gibljive zoospore, ki znova zacnejo zivljenjski ciklus. Anaerobne glive so
vpletene v razgradnjo polisaharidov rastlinskih celicnih sten in proizvajajo vrsto
kratkoveriznih mascobnih kislin (KMK) kot kon¢nih produktov fermentacije (Mackie in
sod., 2001).

2.2.4 Vampne prazivali

V vampu prezvekovalcev je naseljenih veliko Stevilo razliénih prazivali, ki skupaj

predstavljajo tudi do 50% mikrobne biomase (Madigan in sod., 2000). Njihova naloga je,
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da kot predatorji s plenjenjem bakterij vzdrzujejo ravnotezje med razli¢nimi bakterijskimi
vrstami, hkrati pa povecajo hitrost metabolnega krozenja bakterijskih beljakovin v vampu.
Imajo tudi sposobnost sinteze beljakovin in sicer iz aminokislin hrane ali tistih, ki jih
sintetizirajo bakterije, gradijo beljakovine lastnega telesa in tako sodelujejo pri pretvarjanju
rastlinskih beljakovin v zivalske. Vampne prazivali po njihovi prebavi v siriS¢niku in
tankem ¢&revesu (Dehority, 1991), predstavljajo pomemben vir dusika. Stevilo prazivali v

vampu je odvisno od krme katero gostitelj zauzije (Hungate, 1960).

2.3 METABOLNI PROCESI PREBAVE V PREDZELODCIH

2.3.1 Presnova ogljikovih hidratov v vampu

Kompleksne ogljikove hidrate razgradijo v vampu mikroorganizmi na enostavne sladkorje
ki jih uporabijo za lastno presnovo. V teh presnovnih procesih nastajajo kratkoverizne
mascobne kisline kot npr. ocetna, propionska in maslena kislina in plina vodik in ogljikov
dioksid. Kratkoverizne mascobne kisline se absorbirajo skozi vampno sluznico in jih
organizem prezvekovalca uporablja v svoji presnovi (OreSnik in Kermauner, 2002),
ogljikov dioksid pa zival v glavnem izriga oziroma se z delovanjem metanogenih arhej

pretvori v metan (Wolin in sod., 1997).
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Slika 2: Presnova ogljikovih hidratov v vampu (prirejeno po Russel in Rychlik, 2001)



Mislej J. Vpliv ¢esnovega izvlecka dialil sulfida na rast ... kratkoveriznih mascobnih kislin in plinov. 9
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2007

2.3.2 Presnova beljakovin v vampu

Vecina beljakovin iz krme se pod vplivom proteoliticnih encimov, ki jih izlo€ajo
mikroorganizmi, razgradi Ze v vampu. Razgradijo se do peptidov in prostih aminokislin,
le-te pa do organskih kislin in CO,. V primeru, da je v vampu nizek pH, se razgradnja
beljakovin zmanjSa. Aminokislinska sestava beljakovin je odvisna od sestave obroka. Pri
krmi bogati z beljakovinami nastane v vampu veliko amoniaka (Ores$nik in Kermauner,
2002). Ko amoniak preseze optimalen nivo, se absorbira v kri, po krvi gre v jetra kjer se
veze z ogljikovim dioksidom v ureo. Urea prehaja v kri in preko ledvic se izlo¢a s seCem,

deloma pa prehaja v Zleze slinavke in preko sline nazaj v vamp (Nolan, 1975).

Pri mikrobni razgradnji in izgradnji lastnih beljakovin v vampu je zelo pomembno dejstvo,
da so mikroorganizmi sposobni sintetizirati ne le neesencialne, ampak tudi esencialne
aminokisline. To omogoca prezvekovalcem, da so mnogo manj odvisni od kakovosti

beljakovin v krmi kot neprezvekovalci (Oresnik in Kermauner, 2002).

2.3.3 Nastanek plinov

2.3.3.1 Metan

Metan nastane pri porabi s fermentacijo nastalega vodika v predzelodcih prezvekovalcev,
tvorijo ga pa kot kon¢ni produkt lastnega metabolizma izklju¢no metanogene arheje.
Medtem ko lahko produkte bakterijskih fermentacij, kot so kratkoverizne maS€obne kisline
in mikrobne beljakovine, prezvekovalci izkoristijo, metan izrigajo z drugimi plini v
ozra¢je. Metan nastaja tudi pri fermentaciji v debelem Crevesu drugih domacih zivali,
vendar so te koli¢ine precej manjse kot v vampu prezvekovalcev. Glede na to se sprosca
pri reji prezvekovalcev (govedo, ovce, koze) bistveno ve¢ metana kot pri reji
neprezvekovalcev (konji, praSi¢i, perutnina). V Sloveniji prispeva fermentacija v
prebavilih goved 76%, fermentacija v prebavilih praSi¢ev 2%, fermentacija v prebavilih
konj in drobnice pa 3% izpustov metana. Preostanek nastane med skladis¢enjem zivinskih

gnojil (Verbi€ in Susin, 2005).

Metan in diduSikov oksid sta edina toplogredna plina, ki ju spremljamo v okviru izpustov v
kmetijstvu. Zaradi razlik v toplogrednem ucinku ju za namene spremljanja izpustov

toplogrednih plinov preracunamo v ekvivalente ogljikovega dioksida. Metan ima 21 krat,
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didusikov oksid pa 310 krat mocnejsi toplogredni u¢inek kot ogljikov dioksid (Verbi€ in
Susin, 2005).

2.3.3.2 Inhibitorji nastanka metana

Glede na vrsto prehrane zivali je lahko izguba energije z nastajanjem metana v vampu do
10% (Czerkawski, 1969, cit. po Van Nevel in Demeyer, 1977; Van Nevel in Demeyer,
1977). Rast metanogenih arhej inhibirajo razlicne substance, kot so halogeni analogi
metana, sulfit, nitrat, nenasi¢ene mascobne kisline z dolgimi verigami. Pri inhibiciji
metanogeneze se poveca deleZ propionata v profilu mascobnih kislin iz katerega lahko
zival pridobi vec¢ energije kot iz bolj oksidiranih kratkoveriznih mas¢obnih kislin (Kamra,
2000, cit. po Patra in sod., 2006; Sliwinski, 2002, cit. po Patra in sod., 2006; Lila, 2003,
cit. po Patra in sod., 2006; Patra, 2006). Na zmanjSanje produkcije nastalega metana lahko

vplivamo tudi z dodatkom taninov (Patra in sod., 2006).

2.4 IONOFORNI ANTIBIOTIKI

Ionoforni antibiotiki so lipofilne substance, pri katerih je zunanjost hidrofobna, notranjost
pa hidrofilna. V sploSnem so ionoforni antibiotiki inhibitorni za Gram pozitivne vampne
bakterije (npr. Eubacterium, Lactobacillus in Streptococcus) in tiste, ki se pogosto barvajo
po Gramu negativno, vendar imajo Gram pozitivno strukturo celicne stene, slabo pa so
ucinkoviti proti Gram negativnim bakterijam (Watanabe in sod., 1981, cit. po Newbold in

sod., 1988; Newbold in sod., 1988).

2.4.1 Monenzin

V ZDA je bil leta 1976 kot krmni dodatek za povecanje produktivnosti domacih zivali
odobren ionoforni antibiotik monenzin, kasneje pa so odobrili $e uporabo nekaterih drugih
antibiotikov (Reed, 1979). V Evropi je bil s 1. januarjem 2006 prepovedan zaradi moznosti
akumuliranja antibiotika v Zivalskih proizvodih (mleko, meso) in posledicno vpliva na
zdravje ¢loveka (Russell in Houlihan, 2003). Monenzin (trgovska oznaka Rumensin) je
antibiotik, ki ga sintetizira bakterija Streptomyces cinnamonensins. Je zmerno aktiven in
vitro in deluje proti Gram pozitivnim bakterijam in dolo¢enim mikobakterijam (Haney in
Hoehn, 1967, cit. po Van Nevel in Demeyer, 1977; Van Nevel in Demeyer, 1977).

Monenzin je ucinkovit tudi proti parazitskim kokcidijem. Opravljenih je bilo veliko
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raziskav o vplivu monenzina na vampno fermentacijo tako na govedu kot tudi pri ovcah. Z
uporabo monenzina se poveca produkcija propionata in zmanjSuje produkcija metana (Van

Nevel in sod., 1977).

2.5 RASTLINSKI IZVLECKI

Dodatke, ki spreminjajo vampno fermentacijo (organske kisline, kvas, encimi, krmni
antibiotiki) uporabljajo za izboljSanje ucinkov pri mlecnem in mesnem proizvodnem
sistemu (Busquet in sod., 2005). Uporaba antibiotikov in prehranskih dodatkov je bila v
EU v januarju 2006 prepovedana (Opinion ..., 2003). Prepoved v EU temelji na dveh
predpostavkah: (i) da se antibiotiki akumulirajo v mleku oz. mesu in tako pridejo direktno
do potrosnika in (ii) da bi se zaradi pretirane rabe le-teh razvile rezistence, ki bi bile
prenosljive. Zaradi tega so zaceli izvajati raziskave z alternativnimi protimikrobnimi

sredstvi, s katerimi bi bilo spreminjanje vampne fermentacije varno.

Rastlinski izvlecki in tudi eteri¢na olja so se v tradicionalni medicini uporabljala skozi
stoletja med drugim zaradi njihovega protimikrobnega delovanja. Rastlinski izvlecki
vsebujejo Stevilne sekundarne metabolite, ki delujejo protimikrobno. Sekundarni metaboliti
so saponini, terpenoidi in fenilpropanoidi (sekundarni metaboliti cinamaldehida, eugenola
in anethola). Rastlinski izvlecki in njihovi sekundarni metaboliti vplivajo na mikrobno
fermentacijo v vampu, vendar imamo o njihovem delovanju malo informacij (Busquet in

sod., 2005).

Mnoge rastline Ze tisoCletja izkoris§¢amo v etno-medicinske in etno-veterinarske namene.
Ucinkovine najdemo v razli¢nih delih rastlin (listi, korenine, lubje, cvet) oziroma v
eteri¢nih in esencialnih oljih, grencicah, ¢reslovinah, diSavah in drugih izvleckih (Dano in

Bogh, 1999).

2.5.1 KEsencialna olja

Esencialna olja so po specifi¢cnem okusu in vonju poznana ze ve¢ stoletij. Pridobivamo jih
iz zeli in za¢imbnic (Wallace in sod., 2002) z destilacijo njihovih neolesenelih delov rastlin
(Dorman in Deans, 2000). Posledi¢no je tudi njihovo antisepticno delovanje Ze dolgo
poznano. Znacilnost esencialnih olj je, da so hitro hlapljiva in hidrofobna (Greathead,

2003).
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Esencialna olja so mozna alternativa antibiotikom in kemic¢nim biocidom. Raziskave so
pokazale, da je delovanje derivatov esencialnih olj protiglivno (60%) in protibakterijsko
(30%) (Cowan, 1999, cit. po Greathead, 2003; Greathead, 2003). Protibakterijski u¢inek
lahko dosezejo esencialna olja zaradi lipofilne narave, ki povzroci razpad celi¢ne stene.
Zunanja membrana Gram negativnih bakterij vsebuje lipopolisaharide, ki preprecujejo
vstop v celico Stevilnim snovem, med drugim tudi esencialnim oljem. Zato so naceloma
Gram negativne bakterije bolj odporne proti esencialnim oljem kot pa Gram pozitivne

bakterije (Greathead, 2003).

2.5.2 Saponini

Beseda saponin izhaja iz latinske besede sapo, kar pomeni milo. Saponini so glikozidi pri
katerih so vezni Cleni sladkorji povezani v triterpen ali pa v steroidno alkaloidno obliko.
Sladkorji, ki sestavljajo verigo tvorijo razlicne oblike obroCev in s tem razli¢ne strukture

(Wallace in sod., 2002).

H
i M.z8 25

Q \ DR IE
‘A,L,a - qzz 27 ,:L{:Eg 27

. - HOi H
Triterpen Steroid Steroidid alkaloid

Slika 3: Kemijske strukture, ki so sestavine saponinov (prirejeno po Hostettmann in Marston, 1995, cit. po
Wallace in sod., 2004)
Pri preucevanju vpliva saponinov na vampne mikroorganizme so raziskovalci preucevali
ali in kako saponini vplivajo na vampne fermentacije in ali zavirajo rast prazivali v vampu.
Ugotovili so, da so saponini toksi¢ni za vampne prazivali (Wallace in sod., 2002). Ravno
tako kot imajo saponini vpliv na vampne mikroorganizme, lahko mikroorganizmi
presnavljajo saponine. Le to pa je pomemben dejavnik, ki ga je pri saponinih potrebno

preuciti za hrano prezvekovalcev.

Juka (Yucca schidigera) je ena izmed rastlin, ki vsebuje saponine, ki zmanjSujejo
koncentracijo amonijskega duSika in spreminjajo deleze acetata in propionata (Grobner,

1982, cit. po Cardozo in sod., 2004; Ryan, 1997, cit. po Cardozo in sod., 2004; Cardozo,
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2004) v vampnem soku. Ravno tako saponini zavirajo rast vampnih bakterije v meSanih
kulturah in in vivo. V ¢&istih kulturah kazejo protibakterijski ucinek. Tako izvlecek Y.
schidigera inhibira rast bakterije Butyrivibrio fibrisolvens (Wallace in sod., 1994), medtem
ko so Wang in sod. (2000) ugotovili ovirano celulozno presnovo pri vrstah Ruminococcus

spp. in Fibrobacter succinogenes.

2.6 CESEN

2.6.1 Zgodovina uporabe ¢esna

Cesen izvira iz srednje Azije (Kazahstan, Uzbekistan, zahodna Kitajska). Spada v druzino

Alliaceae. V zgodovini se je uporabljal v zdravilne in kulinari¢ne namene.

Kot zdravilo je ¢esen v uporabi Ze ve¢ kot 2000 let, uporabnost ¢esna pa je znana ze vec
kot 5000 let. Omenjen je ze v kitajski literaturi. Uporabljali so ga tudi stari Egipcani za
zatiranje Stevilnih bolezni. Aristotel in Hipokrat sta opozarjala na zdravilne ucinke Cesna,
Pasteur pa je opisal njegove zdravilne in protibakterijske ucinke (Delaha in Garagusi,

1985).

Na podrocje Mediterana se je Cesen razsiril ze v stari dobi. V Egiptu so ga gojili ze 1600
let pr. n. §t. Najbolj znacilen je za Kitajsko, Mediteran in drzave Juzne Amerike. Veliko so
Cesen uporabljali Egip€ani, FenicCani, Vikingi, Kitajci, Grki, Hindujci in Rimljani.
Uporabljali so ga kot zdravilo proti ¢revesnim teZavam, napenjanju, ¢rvom, teZavam pri
dihanju, tezavam s problemati¢no kozo, poskodbam (ranam), proti staranju in Se Stevilnim
boleznim. Cesen se je uporabljal kot zdravilo za celjenje ran tudi med drugo svetovno

vojno. Poleg Cesna so zdravilni tudi esnovi izvlecki (Amagase in sod., 2001).

Cesen je imel pomembno vlogo tudi v ljudskem zdravilstvu. Najve&ji pomen pripisuje
ljudstvo Gesnovi tinkturi. Cesnova tinktura naj bi zdravila gripo, grizo, tifus in druge
nalezljive bolezni (Willfort, 1983). Zgodovinski recepti zagotavljajo, da delujejo proti
pleSavosti, noricam, turberkulozi, kozam, epilepsiji, koleri, malariji, revmatizmu in
ikricavosti. Prav tako naj bi ¢esen prepreceval tudi nekatere bolezni modernega ¢loveka

(sladkorna bolezen, rak, ...).
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2.6.2 Cesen

Cesen ima okroglo steblo, ki zraste do viSine enega metra. Steblo je popolnoma golo,
spodaj je obdano z listnimi noznicami, zgoraj je navadno 5 dolgih priostrenih listov.
Glavicasto socvetje obdaja dolg list. V socvetju je 25 do 30 jajcastih zarodnih brstickov,
med katerimi je nekaj majhnih belkastih cvetov; ti so skoraj vedno jalovi. Cesen cvete

julija in avgusta, zori pa avgusta in septembra (Willfort, 1983).

Slika 4: Stroki ¢esna

Strok ¢esna (Allium sativum) vsebuje veliko vitaminov, mineralov in elementov v sledovih.
V merljivih koli¢inah so odkrili selen in germanij, ki naj bi bila odgovorna za
protitumorske uginke. Cesen vsebuje tudi okoli 0,5% hlapnega eteri¢nega olja,
sestavljenega iz zveplovih spojin (alicin, dialil sulfidi, dialil didisulfidi, dialil tridisulfidi,
metilalil trisulfidi, polisulfidi in drugi) (Ankri in Mirelman, 1999).

Preglednica 1: Kljucni podatki in lastnosti dialil sulfida (Chemblink Online Informational Database of
Chemicals from China)

ime dialil sulfid (ang. diallyl sulfide)
sinonimi alil sulfid

molekulska formula CsH10S

molska masa 114,20 g/mol

vreliSce 138°C

zmrzi$ce -83°C

Stroki ¢esna so brez vonja, dokler jih ne ranimo. Raziskave so pokazale, da se substrat aliin

in encim aliinaza sprostita na razlicnih nivojih Cesnove obrambe proti patogenim
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organizmom (Ankri in Mirelman, 1999). Strok ¢esna je sestavljen iz 58-74% vode, 6-7,9%
beljakovin, 0,2% mascob, 30,8% ogljikovih hidratov, 0,8-1,5% balastnih snovi in 0,25-1%
suhe teze etericnega olja (Petauer, 1993). V strokih je brezbarvna aminokislina aliin (S-
alil-L-cistein sulfoksid), ki je brez vonja in nima nobene farmakoloske ucinkovitosti.
Aliina je v stroku okrog 1%. Aliin se pri nizkih temperaturah naravno akumulira v stroku
¢esna (Amagase in sod., 2001). Prva dve komponenti ¢esna, ki sta bili identificirani sta bili
alil merkaptan in dialil sulfid. Ugotovili so, da proizvajata mo¢an vonj (Laakso, 1989, cit.
po Amagase in sod., 2001; Amagase in sod., 2001). Pri interakciji med aliinom in aliinazo
nastane alicin (diallyl thiosulfinat), ki ustavi napadalca. Encim aliinaza povzro¢i pretvorbo
aliina v 2-propensulfensko kislino, ta pa dimerizira v aktivni alicin (Ankri in Mirelman,
1999). Za aliinazo je znacilno, da je zelo aktivna tudi pri nizkih temperaturah (2°C)
(Lawson in Hughes, 1992). Glavno antimikrobno komponento Cesna, alicin, sta prvic¢
omenila Cavallito in Bailey leta 1944. Zivljenjska doba alicina je zelo kratka, zato je tudi
delovanje omejeno samo na mesto poskodbe stroka (Ankri in Mirelman, 1999). Odvisna je
od koncentracije, temperature in topila, v katerem je alicin shranjen (Lawson, 1998). Pri
nizkih temperaturah se lahko aliin v ¢esnu sam akumulira (Amagase in sod., 2001). Alicin
je najbolj stabilen, ko je shranjen pri nizkih temperaturah v topilu, ki vsebuje veliko Stevilo
vodikovih vezi (Lawson, 1998). Alicin daje zdrobljenemu ¢esnu znacilen, neprijeten vonj,
hkrati pa mu pripisujejo tudi nekatere farmakologke u¢inke. Cisti alicin je lahko hlapljiva
molekula, ki se slabo meSa z vodnimi raztopinami in ima tipi¢ne diSave svezega Cesna.
Alicin lahko sintetiziramo z blago oksidacijo dialil disulfida. Ob razpadu alicina in
nekaterih drugih Zveplovih spojin iz stroka ¢esna nastanejo precej bolj obstojne vodotopne
organozveplove spojine, ki jim zaradi dolgozivosti pripisujejo bioaktivno ucinkovanje

¢esnovih preparatov v humani in Zivalski medicini (Ankri in Mirelman, 1999).
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Slika 5: Kemijska reakcija ob ranitvi ¢esna (prirejeno po Ankri in Mirelman, 1999)
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Cesnovi izvlecki delujejo na Sirok spekter mikroorganizmov (bakterije, glive, prazivali,
virusi). Cesen inhibira rast oziroma razmnoZevanje $tevilnih Gram negativnih in Gram
pozitivnih bakterij. Ugotovljen je bil tudi sinergistiCen efekt med alicinom in antibiotiki
(streptomicin, kloramfenikol) npr. na rast Mycobacterium turberculosis (Harris in sod.,
2001).

Alicinu poleg protibakterijskega, protiparazitskega in protiglivnega delovanja pripisujejo

tudi znizanje holesterola in nivoja trigliceridov v krvi (Amagase in sod., 2001).

Cesnovim izvle¢kom pripisujejo tudi moéno protiglivno delovanje. Cisti alicin je aktiven
7e v zelo majhnih koncentracijah in inhibira tako kalitev spor kot tudi rast hif v in vitro
sistemih (Ankri in Mirelman, 1999), medtem ko njegovo protiglivno delovanje v in vivo
sistemih do danes Se ni dokazano (Shadkchan in sod., 2004).

Protiparazitsko delovanje alicina je Ze dolgo znano. Alicin v majhnih koncentracijah
inhibira rast nekaterih parazitov npr. Giardia lamblia, Leishmania major, Leptomonas

colosoma idr. (Ankri in Mirelman, 1999).

Svezi Cesnovi izvlecki, v katerih je alicin glavna aktivna komponenta delujejo protivirusno
tako in vitro kot in vivo. Virusi, ki so obc¢utljivi na delovanje alicina so: cytamegalovirus,
influenza B, herpes simplex virus tip 1, herpes simplex virus tip 2, parainfluenza virus tip 3
(Ankri in Mirelman, 1999).

2.6.3 Cesnovi preparati

Na trgu se lahko dobi ve¢ ¢esnovih preparatov. Najvec jih vsebuje ¢esnov prah in ¢esnovo
olje. Cesnov prah je preparat iz narezanega in suhega &esna, ki ga nato zdrobimo in
dobimo &esnov prah. Cesnov prah tvori alicin ob dodatku vode (O'Gara in sod., 2000).
Uporablja se v gospodinjstvu. Glavna komponenta surovega ¢esna in ¢esnovega prahu je
aliin. Cesnov prah vsebuje najve¢ 1% aliina, kar kaZe, da se ve¢ kot polovica aliina izgubi
med dehidracijo. Zmeckan svez ¢esen vsebuje okrog 3,7 mg/g alicina (Lawson in Hughes,
1992, cit po Amagase, 2001; Amagase, 2001). Noben od produktov, ki se na trgu lahko

kupijo, ne vsebuje zaznavne koli¢ine alicina (manj kot 1 ppm) (Amagase in sod., 2001).
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Preglednica 2: Pregled produktov narejenih iz ¢esna, ki se jih dobi na trgu (Amagase in sod., 2001: 958)

Produkt Glavne sestavine in karakteristike

Osnovno ¢esnovo olje Samo 1% topljivega olja, ki je zveplova komponenta
in 99% rastlinskega olja
Ni vodo-topne frakcije
Ni alicina
Ni dobro standardiziran
Ni podatkov o nevarnosti

Iz€rpano Cesnovo olje Olje, topljiva zveplova substanca in aliin
Ni alicina
Ni dobro standardiziran
Ni podatkov o nevarnosti

Cesnov prah Aliin in nizka vsebnost oljno topljiva Zveplova
substanca
Ni alicina
Ni dobro standardizirana
Ni podatkov o nevarnosti

Star ¢esnov ekstrakt Veliko vodno topljivih komponent (npr. SAC, SAMC
ali saponini)
Majhna vsebnost oljno topljivih zZveplovih
komponent
Veliko blagodejnih u¢inkov
Dobro urejena varnost
Zelo dobro raziskan

Cesnovo olje je bolj komercialnega pomena. Nastane tako, da se zdrobljene stroke esna
segreva na 100 °C, pri tem pa se zbira para kot destilat. Med tem procesom se alicin
pretvori v dialil disulfid in ostale sulfide. Cesnovo olje je dostopno v razmerju 1:200
skupaj z rastlinskim oljem (O'Gara in sod., 2000). Cel ¢esnov strok, potopljen v vodo, je
zaradi toplote destiliran ali ekstrahiran v organsko topilo tako, da doseze oljno frakcijo.
Alicin je iz olja popolnoma odstranjen. Cesnove kapsule, ki jih lahko kupimo v prosti
prodaji vsebujejo rastlinsko olje in majhno vsebnost ¢esnovega esencialnega olja zaradi

ostrega vonja (Amagase in sod., 2001).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

3.1.1 Bakterijski sevi

Za na$ poskus smo izbrali naslednje seve vampnih bakterij: Prevotella ruminicola 23",
B4", fibrisolvens DSMZ 3071",

succinogenes S85, Ruminococcus albus DSMZ 20455 in Ruminococcus flavefaciens 007

Prevotella bryantii Butyrivibrio Fibrobacter
S/6. Sevi, ki smo jih v poskusu uporabili, so dosegljivi v mednarodnih mikrobioloSkih
zbirkah in dokaj dobro preuceni, znamo jih gojiti in vitro, poleg tega imajo v vampu
pomembno vlogo. R. albus in B. fibrisolvens sta pomembna s stalis¢a produkcije Hy, ki je
pomemben prekurzor nastanka metana v vampu in sodita tudi med pomembne

razgrajevalce polisaharidov rastlinskih celi¢nih sten v vampu.

Preglednica 3: Splosen pregled bakterijskih sevov uporabljenih v poskusu (Hobson, 1988)

sev morfoloske substrat fermentacijski produkti
znacilnosti

Prevotella ruminicola G- sladkor, 8krob, pektin, glavni: ocetna, jantarna kislina

sev 23T ksilani stranski: mravlji¢na,

propionska, izomaslena,
maslena, izovaleronska, mle¢na
kislina

Prevotella bryantii
sev B14T

G-

sladkor, skrob, pektin,
ksilani

glavni: mravlji¢na, ocetna,
jantarna kislina

Butyrivibrio fibrisolvens

sev DSMZ 30717

morfolosko G-
fiziolosko G+

sladkor, $krob,
hemiceluloze, pektin,
celuloza

glavni: mravlji¢na, maslena,
ocetna kislina

stranski: mle¢na, jantarna
kislina

pllnl Hz, C02

Fibrobacter succinogenes G- celuloza glavni: ocetna, jantarna kislina

sev S&5 stranski: mravlji¢na,
propionska, izovaleronska
kislina

Ruminococcus albus G+ hemiceluloza, celuloze  glavni: ocetna kislina, etanol

sev DSMZ 20455

stranski: mravlji¢na, mle¢na
kislina
plini: H,, CO,

Ruminococcus flavefaciens G+

sev 007 S/6

hemiceluloza, celuloze

glavni: ocetna, jantarna kislina
stranski: mravlji¢na, mle¢na
kislina

plini: H,

Vir sevov B. fibrisolvens 3071" in R. albus 20455 je DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen).
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P. ruminicola je ena izmed najbolj zastopanih in raziskanih vrst mikroorganizmov v
vampu. Raziskave kazejo, da ima P. ruminicola veliko vlogo pri izkori$¢anju rastlinskih
polisaharidov, predvsem ksilanov, pektinov in Skroba, poleg tega pa sodeluje tudi pri

metabolizmu peptidov in beljakovin (Avgustin in sod., 1997).

Vrsti P. bryantii pripisujejo pomembno vlogo v metabolizmu dusika in je v primerjavi z
ostalimi manj obcutljiva na padec pH (Russel in Rychlik, 2001) in tudi na ionoforne

antibiotike kot drugi vampni mikroorganizmi.

Fibrobacter succinogenes in Ruminococcus flavefaciens sta predvsem pomembna kot

razgrajevalca celuloze v vampu.

3.1.2 Tekoce gojisce M2

V diplomski nalogi uporabljeni bakterijski sevi so striktno anaerobni, zato smo jih gojili po
Bryantovi modifikaciji Hungatove tehnike za gojenje anaerobnih mikroorganizmov
(Bryant, 1972) v modificiranem anaerobnem gojiscu za vampne bakterije (Hobson, 1969).
Anaerobe gojimo v gojiscu, ki je pripravljeno pod plinom, iz katerega je odstranjen kisik,

preciscen plin pa izpolnjuje tudi zra¢ni prostor posode, v kateri gojimo kulturo.

Pline, ki jih uporabljamo pri Hungatovi anaerobni tehniki, predhodno oc€istimo primesi
kisika in sicer tako, da jih vodimo skozi kolono bakrovih opilkov, ki je segreta na 350°C in

smo jo reducirali z vodikom.

Epruvete, ki jih uporabljamo pri Hungatovi tehniki, moramo potrebno primerno zatesniti.
Za to so primerni zamaski iz butilne gume, ki ne prepuscajo kisika. Zamaske moramo tudi
pritrditi, kajti po gojitvi pogosto nastaja v epruvetah nadtlak. V ta namen uporabljamo
aluminijaste ali plasti¢ne kapice z navoji. Pri pripravi anaerobnih gojis¢ moramo zagotoviti
¢im nizji tlak kisika v gojiS€u in istoCasno zelo nizek redoks potencial. Nizke redoks

potenciale lahko doseZzemo z vklju¢evanjem reducentnih snovi v gojisce.

Goveji vampni sok smo po odvzetju precedili in ga 30 minut centrifugirali (centrifuga
Sorvall®-RC5C, Nem¢ija) pri 10000 rpm in 15°C. Supernatant smo nato avtoklavirali in ga
shranili v hladilniku pri 4°C. V gojis¢u je kljub centrifugiranju ostalo Se nekaj vecjih

delcev, zato smo pred pripravo M2 tekocCega gojisca te delce ponovno odstranili s 30



Mislej J. Vpliv ¢esnovega izvlecka dialil sulfida na rast ... kratkoveriznih mascobnih kislin in plinov. 20
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2007

minutnim centrifugiranjem ter supernatant takoj uporabili za pripravo gojiS¢a. Supernatat

je bil po drugem centrifugiranju bister in zato ni motil kasnejSih meritev.

Preglednica 4: Sestava M2 gojiséa

sestavina koncentracija (ut. %)
NaHCO; 0,4
bakto tripton 1,0
kvasni izvleéek 0,25
glukoza 0,2
celobioza 0,2

topni skrob 0,2
resazurin 0,001
L-cistein HCI 0,1
mineralna raztopina [ 15,0 (vol.%)
mineralna raztopina II 15,0 (vol.%)
vampni sok 30,0 (vol.%)
deionizirana voda 40,0 (vol.%)
mineralna raztopina I g/1000ml H,O
K,HPO, 3,0
mineralna raztopina II £/1000ml H,O
KH,PO, 3,0
(NH4)SO4 6,0

NaCl 6,0
MgSO4 X 7H20 1,3
CaCl, 0,47

Termostabilne sestavine gojis¢a smo najprej zatehtali v primerno posodo, dodali vodo in
redoks indikator (resazurin). Med kuhanjem oziroma vrenjem se iz gojiS€a odstranjuje
kisik, gojis¢e se delno reducira. To nam pokaze sprememba barve resazurina iz vijoli¢ne
(oksidirano gojisce) v roznato (delno reducirano gojisce). Med in po kuhanju smo gojisce
prepihovali s kisika prostim CO,. Po zavretju smo gojisce odstavili in dodali kemijski
reducent cistein, ki ob stalnem prepihavanju z za$¢itnim plinom CO; Se nadalje reducira
gojisce. Barva resazurina se je spremenila iz roznate v brezbarvno. Ta barvna sprememba
resazurina je reverzibilna, zato morebitno ponovno roznato obarvanje gojis¢a pomeni, da je
zaradi poskodovanih zamaskov, nepazljivosti pri delu ali prisotnosti O, v CO; v gojisce
ponovno prisel kisik. Po pripravi smo gojis¢e ob prepihovanju z zas¢itnim plinom razlili v
»Hungate« epruvete (Bellco Glass, USA), zatesnili in jih avtoklavirali. GojiS¢e mora ostati
anaerobno, zato smo ga nacepljali tako in bakterijske kulture precepljali samo ob

prepihavanju z zasCitnim plinom ter jih zavarovali pred vdorom kisika.
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3.1.3 Pufri in raztopine

Preglednica 5: Pregled in sestava pufrov ter raztopin uporabljenih v poskusu

ime

sestava

1 M Na-fosfatni pufer (pH = 6,5)

1 M natrijev hidrogenfosfat (Na,HPO,)
1 M natrijev dihidrogenfosfat (NaH,POy,)
v ustreznem razmerju

Lowry A

5% N32C03

Lowry B

1% natrijevkalijev (NaK) tartrat + 0,5%
bakrov sulfat (CuSQO,4) x SH,O, pH 7

Folin — Ciocalteu reagent

57,5% voda H,O

15% litijev sulfat Li,SO,

10% Na volfram dihidrat

10% klorovodikova kislina HCI1 (25%)
85 ut.% H3PO4

2,5% Molibdenova kislina Na dihidrat

Preglednica 6: Kalibracijska raztopina §t. 3 uporabljena pri plinski kromatografiji za ugotavljanje

21

koncentracije KMK

kislina koli¢ina na 100 ml  koncentracija (g/l)  koncentracija (mM)
ocetna kislina 100 wl 1,05 g/l 17,485
propionska kislina 100 pl 0,99 g/l 13,364
izo-maslena kislina 100 wl 0,95 g/l 10,782
n-maslena kislina 100 wl 0,96 g/1 10,895
izo-valerianska kislina 100 ul 0,93 g/l 9,109
n-valerianska kislina 100 ul 0,94 g/l 9,207
krotonska kislina (=IS) 100 pl 1,00 g/l dodana pri ekstrakciji
n-kapronska kislina 100 pl 0,93 g/l 8,003

3.2 METODE

3.2.1 Nacepljanje sevov in preverjanje ¢istosti kultur z barvanjem po Gramu

Bakterijske seve smo hranili v poltrdem agarskem M2 gojis¢u pri -20°C, ter jih pred

zaCetkom poskusa sterilno in anaerobno precepili v sveza teko¢a M2 gojis¢a v Hungate

epruvetah po Bryantovi modifikaciji Hungatove tehnike. Po inkubaciji preko noc¢i smo

dobili zrasle kulture, ki so sluzile kot vir inokuluma za poskus. Med poskusom smo

obcasno preverjali Cistost sevov z barvanjem bakterijskih preparatov po Gramu.

Postopek barvanja po Gramu:

1. bakterijsko kulturo razmazemo po objektnem stekelcu in celice fiksiramo v

plamenu,
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2. preparat prelijemo s kristal vijolicnim barvilom, po¢akamo 1 minuto in nato

speremo z rahlim curkom vode,

3. preparat polijemo z lugolovo raztopino, ga speremo in ponovno prelijemo z

lugolovo raztopino za 1 minuto, speremo pod rahlim curkom vode,

4. razbarvamo z meSanico 90% etanola in 10% acetona in speremo z vodovodno

vodo,

5. na koncu razmaz obarvamo s safraninom in speremo z vodovodno vodo ter

posusimo.

Posamezne kulture, ki smo jih uporabili v nadaljevanju poskusa, smo ohranili s
precepljanjem. Zrasle kulture smo precepljali v tekofe in poltrdo (sloppy) gojisce.

Precepljali smo s cepilnimi zankami (po dve cepilni zanki v tekoce oz. trdo gojisce).

Nacepljene kulture smo inkubirali pri 37°C preko noci. Naslednji dan smo poltrda gojisca

v katerih smo s prostim o¢esom opazovali rast shranili pri —20°C.

3.2.2 Sterilizacija in dodajanje ¢esnovih izvleckov v gojisce

Pred zacetkom poskusa smo preverili ali je dialil sulfid (Acros Organics, 97% allyl sulfide,
kataloska Stevilka 592-88-1, 25 ml), aktivna komponenta Cesnovega izvlecka, ki smo jo
testirali, sterilen. Dialil sulfid (10 ul) smo dodali v sterilno teko¢e M2 gojisce ter spremljali
motnost z merjenjem opticne gostote tekoce kulture oz. gojis€a. Po ¢eznocni inkubaciji na
37°C je gojis€e postalo motno, zato smo sklepali, da dialil sulfid ni sterilen, kar smo
dokazali tudi z mikroskopskim pregledom po Gramu barvanega preparata, videli smo G+
koke. Izvlecki so toplotno nestabilni, zato jith ne moremo sterilizirati z avtoklaviranjem.
Dialil sulfid smo zato sterilizirali s filtracijo skozi 0,22 pm membranski filter (Millipore®,
Irska). Sterilnost filtrata smo ponovno preverili z inokulacijo v tekoce M2 gojisce in ker ni

prislo do porasta opti¢ne gostote, smo filtrat uporabili v poskusu.

Sterilen dialil sulfid smo v anaerobni komori dodali transfuzijskim steklenicam, v katerih
je bilo po 140 ml gojis¢a M2. Dialil sulfid smo dodali v dveh koncentracijah in sicer smo v

prvo transfuzijsko steklenico dodali nered¢en izvlecek (t.j. 9 mM), v drugo pa 10-kratno
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redCitev izvlecka (t.j. 0,9 mM). Vsebino transfuzijske steklenice smo enakomerno

premesali, da se je izvlecek enakomerno porazdelil po gojiscu.

M2 gojis€a, ki smo jim dodali ¢esnov izvleCek smo razdelili v »Hungate« epruvete. V
paralelkah smo dodajali v vsako epruveto po 8 ml vsebine. Epruvete, ki so vsebovale
gojisc¢e z izvleCkom, smo nacepili s 100 ul zrasle kulture izbranega bakterijskega seva.

Nacepljene »Hungate« epruvete smo inkubirali pri 37°C.

V drugem delu poskusa smo proucevali le seva R. albus DSMZ 20455 in R. flavefaciens
007 S/6. Dialil sulfid smo dodali v treh razlicnih koncentracijah: 27 mM, 81 mM in 135
mM.

3.2.3 Ugotavljanje rasti bakterijskih kultur s spektrofotometri¢nim merjenjem
motnosti

Rast sevov smo najprej ugotavljali z merjenjem opticne gostote. Opti€no gostoto
posameznih kultur smo merili s spektrofotometrom (Novaspec® II, Svedska) in sicer pri
valovni dolzini 654 nm. Opti¢no gostoto smo merili dvakrat in sicer za pripravo rastnih
krivulj v predposkusu ter za ugotavljanje vplivov Cesnovega izvlecka na rast v samem
poskusu. Faze rasti smo Casovno razdelili na S§tiri dele, t.j. zaCetek, sredina in konec
logaritemske faze rasti in pozna stacionarna faza, ki smo jih dolocili glede na naraScanje
vrednosti OD. Ob dolo¢enem ¢asu smo vzeli vzorec iz inkubatorja in izmerili vrednost
OD. Najprej smo spektrofotometer umerili s sterilnim gojis¢em, katerega vrednost OD smo
nato odStevali od vrednosti OD tekocih bakterijskih kultur. Slepi vzorec nam je sluzil kot
pokazatelj rasti oz. stagnacije rasti kultur. Vi§ja absorbanca pomeni gostejSo kulturo t.j.
intenzivnejSo rast mikroorganizmov. Zelo pomembno je, da je slepi vzorec iz iste serije kot
ostali vzorci. Vsak vzorec smo pred merjenjem opticne gostote premesali. Pred meritvami

smo vzorce hranili v inkubatorju pri 37°C.

Absorbanca je odvisna od koncentracije raztopine, dolzine poti Zarka skozi njo in

molskega absorpcijskega koeficienta spojine.
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loglfI=e*C*1=A

A absorbanca raztopine

Iy intenziteta vpadne svetlobe

I intenziteta prepuscene svetlobe

C koncentracije v mol/l

1 dolzina poti zarka v cm

& molski absorpcijski koeficient spojine (I/mol cm ali cm*/mol)

3.2.4 Merjenje pH vrednosti kultur

Rast proucevanih bakterijskih sevov smo merili tudi z ugotavljanjem vrednosti pH v
gojiscu. Ugotoviti smo hoteli ali dialil sulfid vpliva inhibitorno na rast mikroorganizmov v
vampu in se to odraza tudi na spremembi vrednosti pH v gojisc¢u. Kulture v Hungate
epruvetah smo centrifugirali (J anetzki® TM23, Nem¢ija) 30 minut pri 3000 obratih/min in
sobni temperaturi (25°C). Tako smo locili tekoCo fazo (supernatant) in celice (usedlina).
Vrednosti pH smo merili s pH elektrodo (Orion® 520A, ZDA) v supernatantih (iz ene od
obeh paralelk), ki smo jih dobili po centrifugiranju tekocih kultur.

3.2.5 Ugotavljanje koncentracije celicnih beljakovin po Lowryjevi metodi

Koncentracijo celi¢nih beljakovin lahko ugotavljamo z Lowryjevo metodo (Lowry in sod.,
1951). Koncentracijo beljakovin smo ugotavljali v odmrznjenih celi¢nih peletih. Pelet smo
resuspendirali v 1 ml 50 mM Na-fosfatnega pufra (pH 6,5) nato smo suspenzijo prelili iz
epruvet v minicentrifugirke in le-te ponovno centrifugirali (Hettich® Mikro 200R,
Nemcija) 10 min pri 12000 g in 4°C. Sprane pelete smo hranili v zmrzovalniku pri —20°C

do uporabe.

Umeritveno krivuljo smo pripravili s standardnimi koncentracijami proteina BSA (goveji
serumski albumin): 0.40, 0.32, 0.24, 0.16, 0.08 in 0.00 mg/ml. Celi¢ne pelete smo najpre;j
odmrznili, jih resuspendirali v 1ml 50 mM Na-fosfatnega pufra in jih centrifugirali 30 min
pri 3000 obratih/min. Supernatant smo odlili in pelete ponovno resuspendirali v 1ml 50
mM Na-fosfatnega pufra. Vzorce smo redcili 20-krat oz. 100-krat. V dve paralelki smo v
mikrocentrifugirke odpipetirali po 40 pl redenih koncentracij vzorca oziroma standardnih
koncentracij BSA. Dodali smo 40 ul 1M NaOH ter vzorce premesali na vrtinénem mesalu.

Vzorce smo inkubirali 5 min pri 100°C in po alkalni hidrolizi vzorce ohladili na sobno
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temperaturo (15 min). Dodali smo 80 pl biuretnega reagenta (meSanica reagentov Lowry
A:Lowry B v razmerju 50:1) ter med meSanjem pri majhni hitrosti na vrtinénem mesalu
dodali Se 16 ul Folin Ciocalteujevega reagenta mesanega z destilirano vodo v razmerju 1:1.
Na sobni temperaturi smo vzorce inkubirali 10 min, da je prislo do razvoja barve.

Intenziteta barve je odvisna od koncentracije beljakovin v vzorcu.

Iz mikrocentrifugirk smo z multikanalno pipeto prenesli vzorce in standarde na
mikrotitrsko plos¢o. Absorbanco smo izmerili s spektrofotometrom (ELX 808 Bio Tek

instruments, ZDA) pri 650 nm.

3.2.6 Etrska ekstrakcija kratkoveriznih maséobnih kislin (KMK)

Iz vsake testne kulture smo pri zadnji meritvi (Cetrti) opticne gostote odvzeli 1 ml vzorca,
ki smo ga uporabili za etrsko ekstrakcijo kratkoveriznih mascobnih kislin. Vsebnost
kratkoveriznih mascobnih kislin smo ugotovljali s plinskim kromatografom (5890A,
Hewlett Packard®, ZDA). Preostanck kulture (~7 ml) smo uporabili za meritev pH ter

pripravo peleta in ugotavljanje celi¢nih beljakovin po Lowryju.

Za ekstrakcijo KMK smo potrebovali 1 ml vzorca. V »Hachove« epruvete smo dodali 0,4 g
suhega NaCl, ki nase veZe vodo, in dodali Iml vzorca ter epruveto zaprli. S tem smo
preprecili izhlapevanje KMK iz vzorca. Istoasno smo ekstrahirali standardno meSanico
KMK. Vzorcem in standardni meSanici KMK smo dodali 100 ul internega standarda
(krotonska kislina s koncentracijo 1g/100ml). Vzorce smo zakisali z 200 ul 50% H,SO4 in
s stekleno Pasterjevo pipeto dodali 1 ml etra (dietileter; Merck®, Nemdéija). Nato smo
epruvete zaprli in jih 20 - krat premesali. Po stresanju smo epruvete centrifugirali
(Janetzki® TM23, Neméija) pri 2000 rpm pri sobni temperaturi. Med centrifugiranjem sta
se locili, in sicer zgornja eterska in spodnja vodna faza. Etrsko fazo ekstrakta smo s

Pasteurjevo pipeto prenesli v novo »Hach« epruveto.

V prvo epruveto smo k preostali vodni fazi ponovno dodali 1 ml etra in ponovili
ekstrakcijo. Po centrifugiranju smo s Pasteurjevo pipeto spet pobrali zgornjo etrsko fazo in

jo zdruzili s prvo. V vsako epruveto z etrsko fazo smo dodali dve mali spatuli CaCl,
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granulata, ki nase veze vodo in jih dobro zaprli. Analizirali smo jih s plinskim

kromatografom oziroma smo jih shranili do analize pri —20°C.

3.2.7 Plinska kromatografija KMK in vodika

S plinsko kromatografijo smo ugotavljali vrsto in stopnjo mikrobne produkcije KMK ter

plinskih produktov nastalih pri fermentaciji.

Hlapne mascobne kisline smo analizirali na plinskem kromatografu (5890A, Hewlett
Packard®, ZDA) s kapilarno kolono (NUKOL, FUSED SILICA Capillary Column,
30m=*0,25 mm=0,25 pum), ki je bila polnjena s polnilom POROPACK Q in plamensko
ionizacijskim detektorjem (FID). Detektor plinskega kromatografa smo na zacetku
kalibrirali s kalibracijsko raztopino v kateri so znane koli¢ine kratkoveriznih mascobnih
kislin (preglednica 6). Plinski kromatograf ima dve fazi in sicer mobilno fazo (plin, zajet
neposredno iz plinskega dela vzorca) in stacionarno fazo (namescena je na votli koloni).
Mobilna faza se glede na stik s stacionarno fazo pomika skozi sistem s pomocjo
kapilarnega vleka, gravitacijske sile ali pa nadtlaka. Nosilni plini imajo razlicno termi¢no
prevodnost in zato tudi razli¢ne Case (retenzijski ¢as) zadrzevanja v koloni, preko katerih

se prepozna plin. Isti plini imajo pri enakih pogojih vedno isti retenzijski cas.

V kromatograf s FID detektorjem (flame ionization detector) smo injicirali 1 pl etrskega
ekstrakta iz »Hachovih« epruvet. Kapilarna kolona FID detektorja je bila prazna, nosilni
plin pa argon. Temperatura injektorja je bila 185°C, analiza pa je potekala po sledeCem
temperaturnem programu: zacetna temperatura kolone 75°C, vzorec se je tu zadrZzeval 3
min 30 sek, nakar je sledil dvig temperature za 14°C/min. Kon¢na temperatura kolone, kjer

se je vzorec zadrzeval 3 min, je bila 160°C. Temperatura detektorja je bila 290°C.

Plinsko kromatografijo plinov smo izvajali samo za kulture B. fibrisolvens DSMZ 3071" in
R. albus DSMZ 20455. Po zadnji meritvi opti¢ne gostote smo izmerili prisotnost plinov v
plinskem delu vzorca s plinskim kromatografom (GC 14-A, Shimadzu®, Japonska) s TCD
detektorjem (thermal conductivity detector), ki je bil segret na 80°C. Plin smo odvzeli s
plinotesno injekcijsko brizgo direktno skozi zamasek iz Hungate epruvete. Pred zacetkom
plinske kromatografije smo kromatograf umerili s standardno meSanico plinov (H, 14,92

vol.%, N; 20,29 vol.%, CH4 20,12 vol.% in CO, 44,67 vol.%). Pri obeh sevih nas je
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zanimala produkcija vodika oz. vpliv dialil sulfida na stopnjo produkcije, kar je pomembno

s staliSCa vplivanja na produkcijo metana v vampu.

3.2.8 Statistina obdelava rezultatov s Studentovim t-testom

Rezultate plinske kromatografije (za ugotavljanje KMK in za ugotavljanje H,) smo
statisticno ovrednotili s Studentovim t-testom in 95% stopnjo zaupanja oz. 5%

dvostranskim tveganjem (a = 5% oz. p = 0,05).

Studentov t-test uporabljamo za statisticno ovrednotenje razlik (t.j. s 95% zaupanjem poda
sklep, da je razlika statisticno znacilna oz. neznacilna) med dvema povprecjema (v naSem
primeru med povpre¢jema paralelk vzorca z dodanim dialil sulfidom in povpre¢jem
paralelk kontrolnega vzorca za posamezen sev) glede na to, kakSna je variabilnost samih
vrednosti oz. podatkov. t - porazdelitev je verjetnostna porazdelitev za manjSe vzorce in je
modifikacija standardizirane normalne porazdelitve. t - porazdelitev ni porazdelitev
rezultatov v majhnem vzorcu in tudi ni porazdelitev aritmeti¢nih sredin ali porazdelitev
razlik med aritmeti¢nimi sredinami majhnih vzorcev okrog prave aritmeti¢ne sredine, ker
je le-ta porazdelitev normalna. Test se uporablja v primeru, ko imamo v poskusu malo
vzorcev t.j. majhno Stevilo paralelk v poskusu (n;... Stevilo paralelk prvega vzorca (v
naSem primeru vzorca z dialil sulfidom) in n,... Stevilo paralelk drugega vzorca (v nasem
primeru kontrolnega vzorca) ter velja n; + n, < 30. V naSem primeru smo imeli dve
paralelki z dialil sulfidom in dve paralelki kontrolnega vzorca, skupaj 4 vzorce. 1z tabele
parcentilnih vrednosti za Studentovo t — porazdelitev z n stopinjami prostosti odCitamo t -
vrednost, ki dolo¢i meje, pri katerih razlika med povpre¢jema postane statisticno znacilna.
V nasem primeru smo imeli n; + n, — 2 = 2 stopinj prostosti (od n; + n, odstejemo vrednost
2, ker gre za vzorcni porazdelitvi), zato pri 5% tveganju iz tabele od¢itamo t - vrednost +
4,30. Ce je s Studentovim testom izraunana t - vrednost veéja od t - vrednosti iz tabele,

potem lahko podamo sklep, da sta povprecji dveh vzorcev statisticno znacilno razli¢ni.

Znacilnosti t — funkcije so (i), da je zvezna, simetricna okrog t = 0, definirana za -0 <t <
o, (i1) povsem je doloCena s stopinjami prostosti (r), (iii) je nekoliko bolj splos¢ena kot
standardizirana normalna porazdelitev in (iv) ko gre r — oo, se t - porazdelitev priblizuje

normalni porazdelitvi.
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3.2.9 Shema eksperimenta

dodatek dialil sulfida v razli¢nih
koncentracijah v gojisce

A 4

dodatek ¢eznoc¢ne kulture

(100p1/8ml)
v
meritve
v
v v v v
1. OD~0.2 2. OD~1/2 ODax 3. ODuuax 4. 28 h kultura
v v L 4
v
v v 4
P. bryantii B;4" P. bryantii B,;4" B. fibrisolvens 3071"

P. ruminicola 23"

B. fibrisolvens 3071"
F. succinogenes S85
R. albus 20455

R. flavefaciens 007 S/6

P. ruminicola 237
F. succinogenes S85
R. flavefaciens 007 S/6

R. albus 20455

merjenje OD
ekstrakcija KMK (1ml)
nadaljna analiza (7ml)

A 4

merjenje OD

plinska kromatografija-
(50 pl atmosfere seva)
ekstrakcija KMK (1ml)
nadaljna analiza (7ml)

A 4

centrifugiranje
(30 min, 3000 rpm)

\ 4

supernatant

A 4

merjenje pH

pelet

A 4

doloc¢anje celi¢nih beljakovin po Lowry-ju

Slika 6: Shema eksperimenta
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4 REZULTATI

4.1 GOJENIJE CISTIH BAKTERIJSKIH KULTUR ZA UMERITEV RASTNIH
KRIVULJ

Rastno krivuljo smo pripravili na osnovi meritev motnosti gojis¢a (ODgs4) in vseh Sestih
preucevanih sevov. Seve smo nacepili v M2 gojisce (brez izvlecka). Rastne krivulje smo
izkoristili za dolo¢itev zacetka, sredine in konca eksponentne faze rasti posameznega seva,

da smo lahko izbrali ¢ase vzorcenja v poskusu.

ODgs4 (relativne enote)

X ——= ‘ : : : : : : : : : : : ‘
0 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 2 24 26 28

starost kulure (h)

- - - - ‘Ruminococcus albus 20455 (P1) ——=e—— Ruminococcus albus 20455 (P2)
- - - Ruminococcus flavefaciens 007 S/6 (P1) ——e—— Ruminococcus flavefaciens 007 S/6 (P2)
- - - Prevotella ruminicola 23T (P1) ——=e—— Prevotella ruminicola 23T (P2)
Fibrobacter succinogenes S85 (P1) Fibrobacter succinogenes S85 (P2)
- - - Butyrivibrio fibrisolvens 3071T (P1) ——o—— Butyrivibrio fibrisolvens 3071T (P2)
- - - Prevotella bryantii B14T (P1) ——e—— Prevotella bryantii B14T (P2)

Slika 7: Rastne krivulje sevov

Slika 7 prikazuje rast Sestih izbranih sevov v dveh paralelkah. Med lag fazo, ki je pri vecini
trajala od 1 — 3 ure, se celice prilagajajo na novo okolje. Ko so celice prilagojene na novo

okolje, zacnejo rasti in se deliti pri tem pa dolo¢ajo hitrost rasti rastne razmere.
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Eksponencialna rast je uravnotezena rast pri kateri prihaja do podvajanja s konstantno
hitrostjo. V stacionarni fazi se hitrost rasti celic upocasni. Na sliki 7 vidimo, da so
paralelke istih sevov med seboj primerljive. Odlo¢ili smo se, da bomo dejanske poskuse
izvajali s po dvema sevoma istoc¢asno in sicer s tistima dvema, ki sta si najbolj podobna v
hitrosti in po obsegu rasti (P. ruminicola 23" in P. bryantii B4, R. flavefaciens 007 S/6 in
R. albus DSMZ 20455, F. succinogenes S85 ter in B. fibrisolvens DSMZ 3071").

ey

Za najhitreje rastoé sev se je izkazal sev P. bryantii Bi4", dosegel pa je tudi najvigji ODgs4
(1,89) med vsemi sevi. Podobno hitro rast smo zabelezili Se pri sevih B. fibrisolvens
DSMZ 30717, R. albus DSMZ 20455 in F. succinogenes S85. Hitro rasto&i sevi so
eksponentno fazo celi¢ne rasti zakljucili v 6 do 8 urah po inokulaciji v tekoce M2 gojisce.
Iz slike 7 se vidi, da so vsi sevi po inokulaciji potrebovali priblizno dve uri za adaptacijo
na rastne razmere v gojis¢u. Preostala seva (P. ruminicola 23" in R. flavefaciens 007 S/6)
sta rastla pocasneje, poleg tega sta za prehod v stacionarno fazo potrebovala ve¢ ¢asa. Po
28 urah so bili vsi sevi v stacionarni fazi rasti, kar je razvidno iz krivulj (slika 7), zato smo

¢etrto meritev naredili takrat.

42 RAST IZBRANIH BAKTERIJSKIH SEVOV V GOJISCIH Z IN BREZ DIALIL
SULFIDA

4.2.1 Merjenje opti¢ne gostote in spremljanje rasti preucevanih bakterij

.....

in F. succinogenes, dodali dve koncentraciji dialil sulfida (0,9 mM in 9 mM) in ju

primerjali s kontrolo (brez dodanega izvlecka v gojis¢u). Grafikoni (slika 8) prikazujejo

.....

sulfida. Prikazani so tudi standardni odkloni med paralelkami.
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Slika 8: Rast (ODgs,) v odvisnosti od &asa za seve P. ruminicola 237, P. bryantii B,4", B. fibrisolvens DSMZ
3071" in F. succinogenes S85 pri dveh koncentracijah dialil sulfida
Iz grafov (slika 8) je razvidno, da tako visja kot nizja koncentracija dialil sulfida ne
inhibirata rasti preuevanih sevov z izjemo seva P. ruminicola 23". Izmerjene vrednosti
OD se pri vzorcih z dialil sulfidom v nobeni od Stirih tock, v katerih smo opravljali

vzoréenje in meritve prakti¢no ne razlikujejo od kontrolnih vzorcev.
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Slika 9: Rast (ODgs4) v odvisnosti od ¢asa za sev P. ruminicola 23" za obe paralelki pri dveh koncentracijah

dialil sulfida

Dialil sulfid v visji koncentraciji (9 mM) pa je inhibitorno vplival na celi¢no rast seva P.
ruminicola 23", kjer smo opazili tudi nenavadno veliko razliko med obema paralelkama
(slika 8). Zato smo v sliki 9 prikazali rezultate merjenja vrednosti OD pri sevu P.
ruminicola 23" za vsako paralelko posebej. Ugotovili smo, da se je rast v obeh paralelkah
zacela kasneje kot v kontrolnem vzorcu in da je potekala pocCasneje. V eni paralelki je v
¢asu zadnje meritve, t.j. po 28. urah kultura dosegla skoraj enako vrednost OD kot kontrola
oz. kultura z nizjo koncentracijo dialil sulfida (0,9 mM). Druga paralelka je Sele ob zadnji

meritvi dosegla vrednost OD okrog 0,348.

Na podlagi opazanj pri spremljanju rasti prvih §tirth preucevanih bakterijskih sevov in
rezultatov preluminarnih poskusov z obema ruminokokoma smo se odlocili, da pri zadnjih
dveh, t.j. R. flavefaciens 007 S/6 in R. albus DSMZ 20455 spremenimo koncentracijo
dodanega dialil sulfida. Pri teh dveh sevih smo testirali tri vi§je koncentracije dialil sulfida

in sicer 27 mM, 81 mM in 135 mM. Rezultati merjenja rasti sevov v gojis€u s tremi
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razliénimi koncentracijami in standardnimi odkloni paralelk so prikazani na spodnjih

grafikonih (slika 10).

Ruminococcus flavefaciens 007 S/6 Ruminococcus albus DSMZ 20455
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Slika 10: Rast (ODgs4) v odvisnosti od ¢asa za seva R. flavefaciens 007 S/6 in R. albus DSMZ 20455 pri treh
vi§jih koncentracijah dialil sulfida

Ugotovili smo, da je motnost gojis€a s poviSanimi koncentracijami dialil sulfida precejsnja,
kar kazejo tudi rezultati prvih meritev v zgodnji eksponentni fazi rasti. Pri kulturi, ki je
rastla brez dialil sulfida (kontrola) je bila izmerjena vrednost OD v toc¢ki 1, torej po 6 urah
rasti, 0,2 (relativna enota), kar Ze odraza zaCetno rast. Pri kulturi s koncentracijo 27 mM
dialil sulfida je bila vrednost OD blizu 0, torej blizu vrednosti OD sterilnega M2 gojiica,
kar kaze, da se rast Se ni pricela. Ostali dve kulturi sta imeli poviSano absorbanco,
najverjetneje zaradi povecane koncentracije dialil sulfida, ki je sam povzro¢il motnost
gojis¢a. V kulturah s tema koncentracijema dialil sulfida se kasneje vrednost OD ni vec
spreminjala. Z meritvami opti¢ne gostote smo lahko ugotovili, da vse tri koncentracije
dialil sulfida delujejo inhibitorno na rast seva R. flavefaciens 007 S/6 in R. albus DSMZ
20455. Dialil sulfid je v koncentracijah 81 mM in 135 mM popolnoma inhibiral rast obeh
sevov. Koncentracija 27 mM deluje inhibitorno na sev R. albus DSMZ 20455, pri sevu R.

flavefaciens 007 S/6 pa je zavrla rast le do 13. ure inkubacije. Po priblizno 13. urah se je
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celi¢na rast pricela in eksponentna faza rasti je potekala do zadnje meritve t.j. do 28 urne
inkubacije. Ce bi hoteli ugotoviti kdaj nastopi stacionarna faza, bi morali kulturo opazovati
ve¢ Casa. Hitrost rasti je bila v primerjavi z rastjo v kontrolnem gojis¢u mocno
upocasnjena. Tudi v tem primeru smo opazili velike razlike med paralelkama in ju zato
prikazali na sliki 11. Zgoraj zapisana ugotovitev velja za obe paralelki, hitrost rasti obeh

paralelk pa se je mocno razlikovala, a bila v obeh primerih nizja kot v kontrolnem gojiscu.

Ruminococcus flavefaciens 007 S/6
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Slika 11: Rast (ODgs4) v odvisnosti od ¢asa za sev R. flavefaciens 007 S/6 za obe paralelki pri treh

koncentracijah dialil sulfida

4.2.2 Merjenje pH
Pri vseh sevih smo ob mikrobni rasti zaznali padec vrednosti pH v gojis€u. Padec vrednosti
pH pri preucevanih bakterijah obicajno povzro¢i produkcija mascobnih kislin. Rezultati

meritev pH so prikazani na spodnjih grafikonih (slika 12).
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Slika 12: pH in rast (ODgss) v odvisnosti od asa za seve P. ruminicola 23", P. bryantii B,4", B. fibrisolvens

DSMZ 30717 in F. succinogenes S85 pri dveh koncentracijah dialil sulfida

pH

pH

35

Medtem ko smo pri sevih P. bryantii B;4" in F. succinogens S85 opazili priakovan vpliv

prisotnosti dialil sulfida na rast in posledi¢no na spremembo vrednosti pH, ki se je v celoti

ujemal s spremembo motnosti gojisca, je bilo v primeru sevov B. fibrisolvens DSMZ 3071"

druga¢e. Uporabljene koncentracije dialil sulfida pri B. fibrisolvens DSMZ 3071" niso

vplivale na spremembo rasti, ko smo jo opazovali z meritvami motnosti gojisca, je pa bila

sprememba vrednosti pH manjSa kot pri rasti v kontrolnem gojisc¢u, kar nakazuje bodisi

manj$o rast bodisi spremembo v metabolizmu, ki se je premaknil v smer nastanka bolj

nevtralnih produktov.
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Slika 13: pH in rast (ODgs4) v odvisnosti od ¢asa za sev P. ruminicola 23" pri dveh koncentracijah dialil
sulfida in dveh paralelkah
V primeru seva P. ruminicola 23" niZja koncentracija dialil sulfida ni vplivala na rast in je
bil posledi¢no padec vrednosti pH ob koncu rasti primerljiv s tistim po rasti v kontrolnem
gojiscu (slika 12). Ker smo po rasti v gojis¢u z visjo koncentracijo dialil sulfida opazili
velike razlike med paralelkama tudi pri rezultatih merjenja vrednosti pH, smo le-te posebe;j
prikazali na sliki 13. V prisotnosti vi§je koncentracije dialil sulfida se vrednost pH sprva ni
bistveno spremenil, ¢eprav je ena od paralelk (slika 13) Ze v drugem merjenju (pri 8. urah)
dosegla vrednost OD ~ 0,534. Rast te paralelke se je nato nadaljevala, ¢eprav malce
pocasneje (naklon krivulje) kot v kontrolnem gojiscu, ves ¢as inkubacije in je pri 28. urah
dosegla podobno vrednost OD kot v gojis€u z nizjo koncentracijo dialil sulfida in le malo
nizjo od rasti v kontrolnem gojis¢u. Na podoben nacin se je znizala vrednost pH v gojis¢u s
koncentracijo 9 mM dialil sulfida. Drugace pa je bilo v drugi paralelki, ki je z zapoznelo in
precej pocasnejSo rastjo dosegla po 28-ih urah inkubacije vrednost OD ~ 0,348, vrednost
pH v tem gojis€u pa ni padala in se je ob koncu inkubacije celo malce dvignila nad

izhodi§¢no vrednost pH.
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Pri sevih R. flavefaciens 007 S/6 in R. albus DSMZ 20455 smo preucevali vpliv treh
razli¢nih koncentracije dialil sulfida. Rezultati meritev vrednosti pH vrednosti so prikazani

na spodnjih grafikonih (slika 14).

Ruminococcus flavefaciens 007 S/6 Ruminococcus albus DSMZ 20455
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Slika 14: pH in rast (ODgs4) v odvisnosti od ¢asa za seva R. flavefaciens 007 S/6 in R. albus DSMZ 20455

pri treh koncentracijah dialil sulfida

Dodatek dialil sulfida je imel zelo zanimiv vpliv na rast obeh ruminokokov. Medtem ko
sprememba vrednosti pH v kontrolnem gojiscu (ki pa ni zelo velika, le ~ 0,4 pH enote) in v
gojiscih z obema visjima koncentracijama dialil sulfida lepo odraza rast oziroma inhibicijo
rasti seva R. flavefaciens 007 S/6, tako kot smo jo spremljali z ugotavljanjem motnosti
gojis¢a, temu pri koncentraciji 27 mM ni tako. Ceprav tu rast dejansko poteka, in jo lahko
zaznamo z merjenjem motnosti gojisca, a Sele po 13. urah, se vrednost pH v gojis¢u ni

bistveno spremenila (kljub dosezeni vrednosti OD skoraj 0,4 po 28. urah inkubacije).

Pri sevu R. albus DSMZ 20455 smo tudi opazili nenavadno spreminjanje vrednosti pH.

.....
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.....

padala (slika 14). Sicer manj kot v kontrolnem gojiscu, a je kljub temu zdrsnila na 6,2, kar
je podobno kot pri sevu R. flavefaciens 007 S/6 po rasti v kontrolnem gojis¢u. Nenavaden
odklon je pokazala tudi ¢etrta meritev vrednosti pH pri sevu R. albus DSMZ 20455 po rasti

v gojiscu s koncentracijo 81 mM dialil sulfida za katero pa nimamo prave razlage.

Zaradi velikega odklona vrednosti pH med paralelkama pri koncentraciji 27 mM smo
paralelke predstavili Se na sliki 15. Na sliki 15 vidimo, da sta bila rast in padec vrednosti
pH v obeh paralelkah bistveno razlicna. Medtem ko se je pri paralelki, pri kateri je rast po
drugem merjenju dosegla precejSnjo hitrost kot v kontrolnem gojiscu (a Se vedno manjso
kot v kontrolnem gojis€u), vrednost pH znizevala, se je pri drugi paralelki prav nasprotno

in podobno kot v prisotnosti obeh visjih koncentracij dialil sulfida zviSevala.

Ruminococcus flavefaciens 007 S/6
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Slika 15: pH in rast (ODgs4) v odvisnosti od ¢asa za sev R. flavefaciens 007 S/6 pri treh koncentracijah dialil

sulfida in dveh paralelkah

4.2.3 Ugotavljanje koncentracije celicnih beljakovin po Lowryju

Rast mikrobnih populacij lahko spremljamo tudi z meritvami skupnih celi¢nih beljakovin.

Pri tistih vzorcih kjer smo opazili porast opticne gostote gojis¢a, smo izvedli tudi
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proteinsko analizo. Rezultati meritev skupnih koncentracij celi¢nih beljakovin so graficno

prikazni skupaj z rezultati meritev opti¢ne gostote (slika 16).
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Slika 16: Koncentracija celi¢nih beljakovin in rast (ODgs) v odvisnosti ¢asa za seve P. ruminicola 237, P.

bryantii B,4", B. fibrisolvens DSMZ 30717 in F. succinogenes S85 pri niZji koncentraciji dialil sulfida

Pri obeh prevotelah smo opazili nepri¢akovane rezultate in velike razlike med paralelkami.
Na sliki 17 in 18 so zato prikazane posamezne paralelke. Pri sevih B. fibrisolvens DSMZ
3071" in F. succinogenes S85 smo opazili priakovano porast koncentracije celi¢nih
beljakovin v skladu z rastjo vrednosti OD in padcem vrednosti pH v gojis¢u. Tudi merjenje

koncentracije celi¢nih beljakovin dokazuje, da dialil sulfid na rast F. succinogenes S85
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sploh ni vplival, medtem ko smo pri sevu B. fibrisolvens DSMZ 3071" opazili do neke
mere manjSo produkcijo skupnih celi¢nih beljakovin po rasti v gojis€u z dialil sulfidom.
Zanimivo je tudi opazanje, da je bila kljub temu, da sta B. fibrisolvens DSMZ 3071" in F.
succinogenes S85 dosegla podobno velike vrednosti OD kot P. ruminicola 23" v
kontrolnem gojiscu (OD ~1.5), tvorba skupnih celi¢nih beljakovin bistveno manjsa kot pri
sevu P. ruminicola 23" (Ie med 0,6 in 0,8 mg beljakovin/ml kulture v primerjavi z 1,6 mg

beljakovin/ml kulture pri sevu P. ruminicola 23").

Prevotella ruminicola 237
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Slika 17: Koncentracija celi¢nih beljakovin in rast (ODgs4) v odvisnosti asa za sev P. ruminicola 23" pri
nizji koncentraciji dialil sulfida (obe paralelki)
Pri sevu P. ruminicola 23" smo dokaj presenetljivo tudi po rasti v gojis¢u z niZjo
koncentracijo dialil sulfida (0,9 mM), ki sode¢ po meritvah vrednosti OD in pH ni vplivala
na rast, opazili najprej pricakovan porast koncentracije celicnih beljakovin v drugi tocki
faze rasti (po 8. urah), nato pa presenetljivo znizanje koncentracije celi¢nih beljakovin v

tretji tocki faze rasti (za ve¢ kot 2 krat) in nato znova rahlo povecanje. V gojis¢u z 9 mM
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koncentracijo dialil sulfida pa smo pri tisti paralelki, pri kateri se je pokazala rast, sode¢ po
OD meritvah, zasledili sicer poc€asnejSo, a vztrajno naraScanje koncentracije celi¢nih
beljakovin. Po 28. urah inkubacije je bila koncentracija celi¢nih beljakovin celo vi§ja kot v

vzorcu z 10 krat manj$o koncentracijo dialil sulfida.

Prevotella bryantii B,4"
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Slika 18: Koncentracija celi¢nih beljakovin in rast (ODgss) v odvisnosti &asa za sev P. bryantii B,4" pri nizji
koncentraciji dialil sulfida (obe paralelki)

Tudi pri sevu P. bryantii Bj4" smo opazili nenavaden odziv na prisotnost dialil sulfida, ko

smo ugotavljali koncentracijo celi¢nih beljakovin. Pri merjenju vrednosti pH in OD nismo

odkrili nobenega vpliva, medtem ko se je koncentracija skupnih celi¢nih beljakovin po

rasti v prisotnosi 0,9 mM koncentracije dialil sulfida ob zadnjem merjenju (torej po 28.

urah) znizala pod koncentracijo, ki smo jo ugotovili ob tretjem merjenju (po 7. urah).
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Vsekakor lahko ugotovimo, da dialil sulfid vpliva tudi na rast seva P. bryantii B;4" in sicer
tako, da zmanjSa produkcijo skupnih celi¢nih beljakovin, ¢eprav lahko ta vpliv opazimo

Sele v stacionarni fazi rasti.

Ruminococcus albus DSMZ 20455

Ruminococcus flavefaciens 007 S/6
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Slika 19: Koncentracija celi¢nih beljakovin in rast (ODgs4) v odvisnosti od asa za seve R. flavefaciens 007
S/6 in R. albus DSMZ 20455 pri vi$jih koncentracijah dialil sulfida

Kot smo ugotovili Ze pri merjenju vrednosti OD in pH sta obe vi§ji koncentraciji dialil
sulfida popolnoma inhibirali rast obeh ruminokokov. Koncentracija 27 mM mg dialil
sulfida/l pa je inhibirala rast seva R. albus DSMZ 20455, ne pa tudi R. flavefaciens 007
S/6. Po zadnjem merjenju po 28. urah je namre¢ postalo ocitno, da ta sev raste (tako sodec

po vrednostih OD kot koncentraciji celi¢nih beljakovin).
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Ruminococcus flavefaciens 007 S/6
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Slika 20: Koncentracija celi¢nih beljakovin in rast (ODgs4) v odvisnosti od ¢asa za sev R. flavefaciens 007 S/6
pri vi§jih koncentracijah dialil sulfida in obeh paralelkah

Zaradi velikih razlik med paralelkama pri merjenju koncentracije celi¢nih beljakovin smo

za sev R. flavefaciens 007 S/6 posamezne paralelke prikazali na sliki 20. Ocitno je, da je

zrasla le ena paralelka, pri tem pa je nastalo priblizno 2 krat manj celi¢nih beljakovin kot

po rasti v kontrolnem gojiscu.

4.3 UGOTAVLJANJE KONCENTRACIJE KRATKOVERIZNIH MASCOBNIH
KISLIN PO RASTI V PRISOTNOSTI DIALIL SULFIDA

Ekstrakcijo in analizo mascobnih kislin smo naredili pri tistih sevih, pri katerih je bila rast
opazna. Rezultate smo podali v preglednici 7. Od dobljenih vrednosti za posamezne KMK
v preucenih vzorcih smo odsteli KMK vrednosti, ki smo jih izmerili v etrskem ekstraktu
sterilnega gojis¢a M2, in te zapisali v preglednico 7. Pri tem smo v okviru eksperimentalne
napake (prekomerno in nekontrolirano izhlapevanje nekaterih vzorcev, kot posledica
okvare klimatske naprave v laboratoriju v Casu analize in posledi¢no neprimernega
delovanja aparature), ki je najverjetnejsi vzrok razlikam v izmerjeni vsebnosti KMK med
vzorci in samim gojiS¢em, v nekaterih primerih dobili negativne vrednosti, kar smo v

preglednico zapisali kot vrednost ni¢ (0).
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Preglednica 7: Koncentracije kratkoveriznih mascobnih kislin (KMK), delezi posameznih KMK in OD

vrednosti
ocetna  propionska i- n- skupne delezi KMK
sev vzorec | kislina kislina ~ maslena maslena | KMK | ocet. prop. mas. | ODgsum
(mM) | (mg/ml) (mg/ml)  kislina kislina | (mg/ml) kislina (h=28)
(mg/ml) (mg/ml)
Prevotella CTR 1,555 0,190 0,003 0,007 1,7551 0,88 0,11 0,01 1,503
ruminicola 0,9 0,923 0,090 0 0 1,013 ] 0,91 0,09 0| 1,423
sev 237 9| 0,284 0,007 0 0| 0291|098 0,02 0] 1,386
Prevotella CTR 2,855 0 0 0 2,855 1 0 0| 1,975
bryantii 0,9 1,957 0 0 0 1,957 1 0 o 1,909
sev Bj4" 9 0,797 0 0 0| 0,797 1 0 0| 1,951
Butyrivibrio CTR 0 0 0 1,141 1,141 0 0 1| 1,229
fibrisolvens 0,9 0 0 0 1,285 1,285 0 0 1| 1,206
sev DSMZ 30717 9 0 0 0 0962 0,962 0 0 1| 1,174
Fibrobacter CTR 0 0 0 1,460 1,460 0 0 1| 1,308
succinogenes 0,9 0 0 0 1,253 1,253 0 0 1| 1,306
sev S85 9 0 0 0 0,827 0,827 0 0 1| 1,333
Ruminococcus CTR 0 0 0 0 0 0 0 0| 0,859
flavefaciens 27 0 0 0 0 0 0 0 0| 0,340
sev 007 S/6 81 0 0 0 0 0 0 0 0| 0,261
135 0,020 0 0 0 0,020 1 0 ol 0,310
Ruminococcus CTR 0,096 0 0 0 0,096 1 0 0| 0,769
albus 27 0 0 0 0 0 0 0 ol 0,000
sev DSMZ 20455 81 0 0 0,004 0,006 0,010 0 0 1] 0,172
135 0 0 0,002 0 0,002 0 0 1| 0220

Analiza koncentracij KMK je pri sevu P. ruminicola 23" pokazala, da sta vecinska

produkta po rasti v kontrolnem gojiS€u ocetna in propionska kislina v razmerju 8:1. To

smo v poskusu tudi pricakovali. Skupna koncentracija KMK se je v vzorcih z nizjo

koncentracijo dialil sulfida mo¢no zmanjsala, spremenil (a le malo) pa se je tudi razmerje

med ocetno in propionsko kislino. Skupna koncentracija KMK je Se bolj padla v vzorcih z

vi§jo koncentracijo dialil sulfida, prav tako se je razmerje spremenilo med ocetno in

propionsko kislino mo¢no v korist produkcije ocetne kisline.
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Slika 21: Koncentracija ekstrahiranih KMK za seva P. bryantii Bj4" in P. ruminicola 23"

P. bryantii B;4" je bila precej manj obc¢utljiva na dodatek izvlecka dialil sulfida, kar kaze
tudi analiza koncentracije KMK (preglednica 7). Tako niZja kot vi§ja koncentracija dialil
sulfida sta vplivali na kon¢no koncentracijo KMK v gojis¢u po 28-ih urah. Koncentracija
ocetne kisline se je zmanjSevala. Po 28. urah se je koncentracija KMK ob dodatku dialil
sulfida z vi§jo koncentracijo zmanjSala za priblizno 2/3, kar je zanimivo, ker se vrednosti
OD niso zmanj$ale, se je pa zmanjSala koncentracija celi¢nih beljakovin. Zanimivo je, da v

vzorcih nismo odkrili propionske in maslene kisline.

F. succinogenes S85 B. fibrisolvens 30717
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Slika 22: Koncentracija ekstrahiranih KMK za seva B. fibrisolvens DSMZ 3071" in F. succinogenes S85
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Pri sevu B. fibrisolvens DSMZ 3071" nismo v vzorcih zaznali ne ocetne in ne propionske
kisline. V vzorcih je bila maslena kislina, katere koncentracije se je le malo znizala od
kontrole, ravno tako je vrednost OD po 28. urah le malo padla. Tudi pri sevu F.
succinogenes S85 nismo v vzorcih zaznali prisotnosti ocetne in propionske kisline, smo pa
zaznali prisotnost maslene kisline. ManjSa koncentracije dialil sulfida je le malo zmanjsala
koncentracijo maslene kisline, medtem ko je vi§ja koncentracija dialil sulfida zmanjSala

koncentracijo maslene kisline za priblizno 43%, vrednost OD pa se je povecala.

R. flavefaciens 007 S/6 R. albus DSMZ 20455

12 + 1 14

1 1,2

0,8 - 0,8 r
0,8
0,6 0,6

1 0,6

04 | 04

ODgs4 nm (relativne enote)
L

104

ool = b
0 0 0 0

CTR 27mM 81mM 135mM CTR 27 mM 81 mM 135 mM

ODgs4 nm (relativne enote)
(=]
0
celokupna koncentracija KMK (mg/ml]
celokupna koncentracija KMK (mg/ml)

O Slogpne KWV
@ oD

Slika 23: Koncentracija ekstrahiranih KMK za seva R. flavefaciens 007 S/6 in R. albus 20455

Pri sevu R. flavefaciens 007 S/6 nismo odkrili pove¢anja koncentracije KMK v primerjavi
z gojis¢em, razen v primeru ocetne kisline. Ob dodatku visje koncentracije (135 mM) dialil
sulfida se koncentracija ocetne kisline zviSa. Ta vrsta je znana po tvorbi ocetne kisline, ki
je eden pomembnejsih produktov fermentacije. Pri sevu R. albus DSMZ 20455 smo v
vzorcih odkrili prisotnost maslene kisline, v kontrolnem vzorcu pa smo pricakovano odkrili
le prisotnost ocetne kisline. Zanimivo je, da je bila prisotnost ocetne kisline kar 15 oziroma
30 krat manjsa kot pri sevih P. ruminicola 23" in P. bryantii, B;4". Koncentracija maslene
kisline se v vzorcih zmanjSuje. Te poskuse bi morali ponoviti, da bi lahko izkljucili

moznost eksperimentalne napake.
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44 UGOTAVLJANJE KONCENTRACIJE VODIKA PO RASTIR. albus DSMZ
20455 IN B. fibrisolvens DSMZ 30717 V PRISOTNOSTI DIALIL SULFIDA

Koncentracijo vodika po 28. uri rasti v gojis¢u brez in z dialil sulfidom smo ugotavljali za
dva seva, za katera je znano, do kot enega od fermentacijskih produktov tvorita vodik, in

sicer R. albus DSMZ 20455 in B. fibrisolvens DSMZ 3071".

R. albus DSMZ 20455
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Slika 24: Koncentracija vodika (H,) in OD vrednost za sev R. albus DSMZ 20455

Preglednica 8: Koncentracija vodika (H,) za sev B. fibrisolvens DSMZ 3071"

povpreéna koncentracija vodik (vol. %) | Student t - test OD (28 ur)
kontrola (CTR) 8,04 / 1,229
DS 0,9 mM 10,99 -2,71% 1,206
DS 9 mM 8,24 - 0,32% 1,174

Opomba: Vrednosti oznacene z zvezdico niso statisticno znacilno razli¢ne (p>0,05), pozitivna vrednost

prikazuje zmanjSano produkcijo vodika, negativna vrednost pa povecano produkcijo vodika
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Pri trejem sevu, R. flavefaciens 007 S/6, ki sode¢ po literaturnih navedkih tudi tvori vodik
kot enega od fementacijskih produktov, vodika v predposkusu po rasti v kontrolnem
gojiS¢u nismo odkrili, zato zaradi obseZznosti poskusa in velikega Stevila podvzorcev

produkcije vodika pri R. flavefaciens 007 S/6 v samem poskusu nismo odkrivali.

Ugotovili smo, da se je produkcija vodika pri sevu B. fibrisolvens DSMZ 30717 po rasti v
prisotnosti dialil sulfida povecala, in sicer se je bolj povecala po rasti v prisotnosti 0,9 mM
kot 9 mM dialil sulfida, vendar razlike niso statisticno znacilne. Po rasti seva R. albus
DSMZ 20455 v prisotnosti dialil sulfida smo ugotovili mo¢no zmanjsSanje produkcije

.....

vodika po inkubaciji v gojis€u s 27 mM koncentracijo vodika nismo odkrili.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Pred zacetkom poskusa, v katerem smo preucevali vpliv dialil sulfida na rast izbranih
vampnih bakterijskih sevov, smo najprej spremljali rast teh bakterij v osnovnem gojis¢u
M2. Na osnovi teh krivulj smo doloc¢ili Stiri obdobja, v katerih smo nato med poskusi
spektrofotometricno ugotavljali opti€no gostoto posameznih bakterijskih kultur in jemali
vzorce za nadaljnje analize. Ugotovili smo, da so paralelke istih sevov med seboj
primerljive. Zaradi lazjega izvajanja poskusa smo spremljali le po dva seva naenkrat in

sicer tista dva, ki sta si bila najbolj podobna po hitrosti in obsegu rasti.

Celoten poskus smo razdelili na dva dela. V prvi del poskusa smo vkljucili Stiri bakterijske
seve: P. ruminicola 23", P. bryantii B,4", B. fibrisolvens DSMZ 3071" in F. succinogenes
S85. Pri teh sevih smo uporabili dve razli¢ni koncentraciji dialil sulfida, t.j. 0,9 in 9 mM.
Ti koncentraciji smo izbrali zato, ker se pricujoca naloga navezuje na preucevanja vzorcev
iz kontinuiranih reaktorskih kultur, ki so simulirale vampni mikrobni ekosistem, in v
katerih so Busquet in sodelavci (2005) preucevali vpliv dialil sulfida na metabolizem
vampnega mikrobnega ekosistema v takSnih koncentracijah. Po drugi strani sta v edini
doslej objavljeni Studiji (kolikor je nam poznano) vpliva ¢esnovih izvleCkov na vampne
anaerobne bakterije Caldwell in Danzer (1988) opisala vpliv 5 mM koncentracije dialil
sulfida na produkcijo beljakovin in hitrost rasti nekaterih bakterijskih sevov, torej vmesno
koncentracijo, kar je ponujalo dobra izhodis¢a za primerjavo rezultatov. V drugem delu
poskusa smo preucevali rast obeh ruminokokov, t.j. sevov R. albus DSMZ 20455 in R.
flavefaciens 007 S/6 v prisotnosti vis§jih koncentracij dialil sulfida, t.j. 27, 81 in 135 mM. V
tem delu poskusa smo uporabili visje koncentracije dialil sulfida zaradi (i) preliminarnih
opazanj iz prvega dela poskusa in (ii) ugotovitev Caldwella in Danzerjeve (1988), da 5
mM koncentracija dialil sulfida na ruminokoke bodisi sploh ni vplivala ali pa vpliv ni bil

statisticno znacilen.
5.1.1 Preudevanje vpliva dialil sulfida na rast vampnih bakterij z ugotavljanjem
sprememb v motnosti gojis¢a

Nizji koncentraciji dialil sulfida (0,9 in 9 mM) na seve P. bryantii B;4", B. fibrisolvens

DSMZ 3071" in F. succinogenes S85 sode& po spremljanju motnosti gojis¢a (vrednosti
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OD) nista delovali inhibitorno. Caldwell in Danzer (1988) sta ugotovila podobno, ko sta
spektrofotometricno ugotavljala vpliv dialil sulfida na hitrost rasti preucevanih bakterij.
Medtem, ko pri sevih B. fibrisolvens DSMZ 3071" (sev D1) in F. succinogenes S85 (takrat
opisovan Se kot Bacteroides succinogenes S85) sploh nista opazili vpliva dialil sulfida na
hitrost rasti, se je le ta pri P. bryantii B;4" celo povetala (podvojevalni &as se je s priblizno
110 minut skrajsal na 74 minut). Pri sevu P. ruminicola 23" (Caldwell in Danzer ga nista
preucevala v svoji Studiji) pa smo pri 9 mM koncentraciji opazili delno inhibicijo rasti, ki
se je odrazala v upocasnjeni hitrosti rasti. Ena od obeh paralelk je ob zadnjem merjenju
motnosti gojis¢a, po 28. urah inkubacije, kljub upocasnjeni rasti dosegla enako vrednost
OD kot po rasti v kontrolnem gojiscu in gojis¢u z 0,9 mM koncentracijo dialil sulfida. V
tem Casu na podlagi nasih opazanj ta paralelka Se ni dosegla stacionarne faze rasti, vendar
bi bilo potrebno za bolj zanesljivo razlago tega fenomena poskus ponoviti in opraviti vecje
Stevilo vmesnih merjenj motnosti gojisca. Tudi v drugi paralelki smo pri zadnjih dveh
merjenjih opazili znake rasti, ki pa je bila Se pocasnejsa in je ob zadnjem merjenju dosegla

Sele priblizno 1/5 OD vrednosti prve paralelke.

V drugem delu poskusa smo preucevali vpliv treh vi§jih koncentracij dialil sulfida na rast
ruminokokov. Ko smo dodali v gojis€e dialil sulfid v koncentraciji 81 oz. 135 mM se je
povecala motnost v gojiscu, kar lepo kazejo rezultati prvih meritev v zgodnji eksponentni
fazi rasti. OD vrednosti se tudi v kasnejSih meritvah niso spremenile, kar kaze, da dialil
sulfid v takSnih koncentracijah popolnoma inhibira rast ruminokokov. V kulturi, ki je
vsebovala 27 mM dialil sulfida, je bila vrednost OD ob prvi meritvi blizu ni¢, kar je
kazalo, da se rast Se ni zacela in da dialil sulfid v taks$ni koncentraciji tudi ni povzrocil
povecane motnosti gojisca. Pri sevu R. albus DSMZ 20455, rasti pri tej koncentraciji dialil
sulfida nismo opazili do konca poskusa, pri sevu R. flavefaciens 007 S/6 pa je ena
paralelka pricela rasti po tretjem merjenju motnosti gojis¢a (po 13. urah) in v preostalih 15.
urah dosegla priblizno 1/3 vrednosti OD v primerjavi z rastjo v kontrolnem gojiscu.
Caldwell in Danzer (1988) pri preucevanju vpliva 5 mM koncentracije dialil sulfida nista
opazila statisticno znacilnega vpliva na hitrost rasti ruminokokov (poleg dveh sevov R.
flavefaciens in seva R. albus sta preucevala Se sev Ruminococccus bromi). Kljub temu, da
rezultati niso bili statisti¢no znacilni, sta opisala razli¢en vpliv SmM dialil sulfida na rast

sevov R. flavefaciens in R. albus. Medtem, ko se je rast pri prvih rahlo upocasnila, se je pri
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R. albus celo malce pospesila. Nasi rezultati kazejo nasprotno sliko, vendar moramo pri
tem poudariti, da smo preucevali druge seve v primeru vrste R. flavefaciens in seveda

druge, bistveno visje koncentracije dialil sulfida.

5.1.2 Preucevanje vpliva dialil sulfida na rast vampnih bakterij z ugotavljanjem
koncentracije skupnih celi¢nih beljakovin

Vpliv dialil sulfida na rast vampnih bakterij smo preucevali tudi z ugotavljanjem
koncentracije skupnih celi¢nih beljakovin po Lowryju. V koncentracijah 0,9 in 9 mM dialil
sulfid sode¢ po spremembi motnosti v gojiS¢u rasti ni inhibiral rasti pri sevih P. bryantii
B,4", B. fibrisolvens DSMZ 3071" in F. succinogenes S85. Rezultati ugotavljanja
koncentracije skupnih celi¢nih beljakovin se z zgoraj zapisanim v celoti ujemajo le pri
sevu F. succinogenes S85, pa Se v tem primeru smo opazili, da je bila koncentracija
skupnih beljakovin po cCetrtem merjenju rahlo visja kot po tretjiem, medtem ko se je
vrednost OD za malenkost znizala. Caldwell in Danzerjeva (1988) nista opazila nobenega

vpliva 5 mM dialil sulfida na rast seva F. succinogenes S85.

Tudi pri ugotavljanju vpliva dialil sulfida na produkcijo skupnih celi¢nih beljakovin pri
sevu P. bryantii B;4" smo prisli do podobnih ugotovitev kot Caldwell in Danzerjeva
(1988), ki sta v prisotnosti SmM dialil sulfida opazila manjSo produkcijo skupnih celi¢nih
beljakovin, ki pa ni bila statisti¢no znacilna. Tudi v naSem poskusu smo ugotovili podobno,
opazili pa smo ravno obraten fenomen kot pri F. succinogenes S85, in sicer se je skupna
koncentracija celicnih beljakovin po Cetrtem merjenju rahlo znizala, medtem, ko je

vrednost OD $e narasScala.

Pri ugotavljanju skupnih celi¢nih beljakovin po rasti v prisotnosti dialil sulfida smo pri
sevu B. fibrisolvens DSMZ 3071 prili do popolnoma drugaénih ugotovitev kot Caldwell
in Danzerjeva (1988). V nasem poskusu smo kljub temu, da sode¢ po meritvah spremembe
motnosti gojis¢a 0,9 in 9 mM koncentracija dialil sulfida ne vplivata na rast seva B.
fibrisolvens DSMZ 3071", ugotovili zniZanje koncentracije skupnih celi¢nih beljakovin v
primerjavi z rastjo v kontrolnem gojis€u in sicer v vseh merjenih tockah. Opazili smo, da je
tudi nizja koncentracija dialil sulfida, tj. 0,9 mM, zmanjSala koncentracijo skupnih
celicnih beljakovin, ceprav ne tako ocitno, kot 9 mM koncentracija. Caldwell in

Danzerjeva (1988) sta v svojem poskusu preucevala vpliv dialil sulfia na dva seva B.
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fibrisolvens. Sev D1 je tipski sev vrste B. fibrisolvens (torej isti sev, ki smo ga v svojem
poskusu preuéevali mi, t.j. DSMZ 3071, poleg tega pa sta preucevala e sev z oznako 49).
Pri obeh sevih sta Caldwell in Danzerjeva (1988) opazila povecanje koncentracije skupnih
celi¢nih beljakovin po rasti v gojis¢u z 5 mM koncentracijo dialil sulfida, le da je bilo to
povecanje le v primeru tipskega seva tudi statisticno znacilno. OpaZenih razlik med
rezultati Studije, ki sta jo opravila Caldwell in Danzerjeva in rezultati nase Studije v
primeru vpliva dialil sulfida na rast sevov B. fibrisolvens zaenkrat ne znamo razloziti.
Razlike so morda posledica dejstva, da smo v nasem poskusu zadnjo meritev opravili po
28. urah inkubacije, Caldwell in Danzerjeva pa Sele po 168. urah, ali pa Se manj verjetno,

zaradi doloCenih manjsih razlik v pripravi rastnega gojisca.

Pri preucevanju vpliva dialil sulfida na produkcijo skupnih celi¢nih beljakovin seva P.
ruminicola 23" smo opazili dokaj velike razlike med paralelkami, tudi po rasti v
kontrolnem gojisc¢u. 0,9 mM koncentracija dialil sulfida, ki sode¢ po ugotovljenih
vrednostih OD ni imela vpliva na rast seva, je povzrocila o€itno zmanjSano produkcijo
skupnih celi¢nih beljakovin v primerjavi s kontrolo, predvsem glede na rezultate tretje in
Cetrte meritve (po 14. in 28. urah inkubacije). Ob drugi meritvi smo pri obeh paralelkah
zaznali znaten porast produkcije skupnih celicnih beljakovin, ki je dosegla priblizno
polovico produkcije kulture, ki je rasla v kontrolnem gojiscu. Nato pa je koncentracija
skupnih celi¢nih beljakovin ob tretji meritvi padla z 0,8 na 0,4 mg celi¢nih beljakovin na
ml kulture in se ob zadnji meritvi znova rahlo povzpela na 0,6 mg celi¢nih beljakovin na
ml kulture. 9 mM koncentracija dialil sulfida je popolnoma inhibirala rast ene od obeh
paralelk seva P. ruminicola 23", pri drugi paralelki pa smo ugotovili enakomerno
povecevanje koncentracije skupnih celi¢nih beljakovin, dokler le ta ni dosegla celo rahlo
vi§je vrednosti kot paralelki kulture, ki je rasla pri 10 x nizji koncentraciji dialil sulfida.
Rezultati poskusa s sevom P. ruminicola 23" kazejo, da je pri kulturi, ki je rastla v
prisotnosti 0,9 mM koncentracije dialil sulfida, nekje med 7. in 15. uro inkubacije prislo do
ustavitve sinteze in celo do razkroja celi¢nih beljakovin. Razlogov za ta fenomen trenutno

ne poznamo.

Rezultati preucevanja vpliva dialil sulfida na rast in produkcijo skupnih celi¢nih beljakovin

obeh ruminokokov sovpadajo z rezultati Caldwell in Danzerjeve (1988). 5 mM
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koncentracija dialil sulfida je sicer zmanjSala produkcijo skupnih celi¢nih beljakovin pri
vseh treh sevih ruminokokov, a ne statisticno znacilno. V nasem poskusu so vse tri
koncentracije dialil sulfida popolnoma preprecile naras¢anje koncentracije skupnih celi¢nih
beljakovin pri sevu R. albus DSMZ 20455. Pri sevu R. flavefaciens 007 S/6 smo v
nasprotju opazili rahlo povecanje koncentracije skupnih celi¢nih beljakovin pri vseh

uporabljenih koncentracijah dialil sulfida, a Sele ob Cetrti meritvi, po 28. urah inkubacije.

5.1.3 Preucevanje vpliva dialil sulfida na rast vampnih bakterij z ugotavljanjem
sprememb v vrednostih pH v gojiS¢u

V okviru pricujoce diplomske naloge smo ob merjenju sprememb v motnosti gojis€a in
ugotavljanju koncentracije skupnih celicnih beljakovin spremljali tudi spremembe v
vrednostih pH v gojis¢u. Meritve vrednosti pH so potrdile, da tako 0,9 kot 9 mM
koncentracija dialil sulfida ne vplivata bistveno na rast sevov P. bryantii B;4" in F.
succinogenes S85. Tako kot je nara$¢ala motnost goji$¢a, je padala vrednost pH v gojiscu
in se ustalila pri 5,2 v primeru P. bryantii B4 in 5,6 v primeru F. succinogenes S85. To se
sklada tudi s podatki iz literature, saj je znano, da je sev P. bryantii Bj4" precej bolj
odporen proti nizkim pH vrednostim kot druge vampne bakterije (Russell, 1991), se

posebno celulolitiéne, kamor sodi tudi F. succinogenes.

Pri ugotavljanju sprememb v vrednostih pH po rasti seva B. fibrisolvens DSMZ 3071" v
prisotnosti dialil sulfida smo ugotovili, da so vrednosti pH po rasti v prisotnosti obeh
koncentracij dialil sulfida padle manj kot po rasti v kontrolnem gojis¢u. To se sklada z
opazanjem o manjSi produkciji skupnih celi¢nih beljakovin in je v nasprotju z rezultati
meritev motnosti gojii¢a. Ravno obratno je pri sevu P. ruminicola 23", kjer rezultati
meritev vrednosti pH lepo sovpadajo z rezultati meritev motnosti gojis¢a. Malce
nenavaden je rahel vzpon vrednosti pH pri kulturi, ki je rasla v prisotnosti 0,9 mM
koncentracije dialil sulfida, ob drugem merjenju (po 8. urah inkubacije), ki na nek nacin
sovpada z dvigom koncentracije skupnih celi¢nih beljakovin. Vendar se je vrednost pH v
nadaljevanju poskusa po pri¢akovanjih spustila in tako sovpada z rezultati merjenja
motnosti gojisca, ki kazejo na oc€itno rast in metabolno aktivnost kulture, v nasprotju z

rezultati produkcije skupnih celi¢nih beljakovin.
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Pri ugotavljanju sprememb v vrednostih pH v gojiScu po rasti v prisotnosti dialil sulfida
smo pri obeh ruminokokih pri§li do presenetljivih rezultatov. Ugotovimo lahko, da
uporabljene koncentracije dialil sulfida prav velikega vpliva na spremembo vrednosti pH
niso imele, ker so bolj ali manj popolnoma inhibirale rast obeh ruminokokov. Vendar smo
opazili manjSe, a kljub temu presenetljive spremembe. Tako smo pri sevu R. flavefaciens
007 S/6 po rasti v gojis€u z 27 mM dialil sulfida pri¢akovali padec vrednosti pH, saj smo
pri Cetrtem merjenju ugotovili tako ve€jo motnost gojis¢a kot dvig koncentracije skupnih
celicnih beljakovin, ki sta obe kazali na metabolno aktivnost in rast kulture. Vendar se
vrednost pH v gojis¢u pri nobenem merjenju ni bistveno spremenila. Ugotovili smo tudi,
da se je po Cetrtem merjenju po inokulaciji gojisca z 81 in 135 mM dialil sulfida vrednost

pH rahlo zvisala, za kar pa zaenkrat Se nimamo razlage.

Za sev R. albus DSMZ 20455 smo ugotovili, da so vse tri uporabljene koncentracije dialil
sulfida rast popolnoma zavrle, tako po rezultatih merjenja motnosti gojis¢a kot
koncentracije skupnih celi¢nih beljakovin v gojiscu. Kljub temu smo opazili vztrajno
padanje vrednosti pH, tako po rasti v gojis¢u z 27 mM kot 81 mM koncentracijo dialil
sulfida. Padec vrednosti pH je bil sicer manjsi kot po rasti v kontrolnem gojis¢u, a vendarle
ociten. V gojiscu s koncentracijo 135 mM dialil sulfida pa se je vrednost pH spreminjala
Cisto drugace. V prvih dveh merjenjih smo ugotovili precej izrazit padec vrednosti pH v
gojiscu, v Cetrtem merjenju pa dokaj mocan dvig. Vrednost pH se je povzpela na 6,7, visje
kot ob prvem merjenju po 4. urah inkubacije. Tudi razlogov za te spremembe trenutno ne

poznamo.

5.1.4 Preucevanje vpliva dialil sulfida na rast vampnih bakterij z ugotavljanjem
sprememb v koncentraciji kratkoveriZznih mascobnih Kislin v goji$¢u in vodika
v plinski fazi nad gojiS¢em
Ekstrakcijo in plinsko kromatografsko analizo kratkoveriznih mascobnih kislin smo
opravili pri tistih sevih, pri katerih smo zaznali rast glede na ocitne spremembe v motnosti
gojisca. Opozoriti moramo, da smo analizo KMK in vodika opravljali le v zadnji, Cetrti
meritvi, torej po 28. urah inkubacije in zato nismo opazili vseh tistih sprememb, ki so bile
posledica rasti ob drugem in tretjem merjenju. V primeru obeh prevotel smo pri
ugotavljanju koncentracije KMK po rasti v prisotnosti dialil sulfida ugotovili podobno. V

obeh primerih je prislo po rasti v gojis¢u z 0,9 mM koncentracijo dialil sulfida do padca
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koncentracije KMK za priblizno 1/3 (58% pri P. ruminicola 23" in 68% pri P. bryantii
B14") in po rasti v gojiséu z 9 mM koncentracijo dialil sulfida na 17 oz. 28% v primerjavi s
koncentracijo KMK po rasti v kontrolnem gojis¢u. V obeh primerih smo ugotovili dale¢
najvec¢jo koncentracijo ali celo samo ocetno kislino (opozoriti pa moramo, da z
uporabljeno kromatografsko metodo nismo mogli ugotavljati koncentracije enega od
pomembnejsih metabolnih produktov vampnih prevotel, t.j. jantarne kisline). O¢iten padec
koncentracije KMK je presenetljiv predvsem v primeru seva P. bryantii B4, saj pri tem
sevu nismo ugotovili vpliva dialil sulfida na spremembo v vrednosti pH v gojiscu v
primerjavi s spremembo vrednosti pH po rasti v kontrolnem gojisc¢u. Ocitno dialil sulfid
vpliva na metabolizem tega seva, kot smo ugotavljali ze po ugotavljanju koncentracije
skupnih celi¢nih beljakovin po rasti tega seva v prisotnosti dialil sulfida. Narava tega
vpliva pa je zaenkrat neznana. Sprememba koncentracije KMK v gojis¢u z dialil sulfidom
po rasti seva P. ruminicola 23" je v skladu z merjenji motnosti, vrednosti pH in
koncentracije skupnih celi¢nih beljakovin in odraza jasno inhibitoren vpliv dialil sulfida na

rast tega organizma.

Pri ugotavljanju vpliva dialil sulfida na produkcijo KMK pri sevu B. fibrisolvens DSMZ
3071" smo po pri¢akovanjih odkrili predvsem masleno kislino. Ugotovljene koncentracije
KMK po rasti v gojiscu z dialil sulfidom se niso bistveno razlikovale od tistih po rasti v
kontrolnem gojis€u, kar se sklada z ugotovitvami po merjenju sprememb v motnosti
gojisca, ne pa z ugotovitvami po merjenju vrednosti pH in koncentracije skupnih celi¢nih
beljakovin. Tudi v primeru seva B. fibrisolvens DSMZ 3071" lahko ugotovimo, da dialil
sulfid do neke mere zavira rast tega organizma in vpliva na njegov metabolizem, kar je

popolnoma v nasprotju z ugotovitvami Caldwella in Danzerjeve (1988).

Pri ugotavljanju vpliva dialil sulfida na produkcijo KMK pri sevu F. succinogenes S85
smo, tako kot v primeru seva B. fibrisolvens DSMZ 30717, odkrili predvsem masleno
kislino, kar je tudi popolnoma v nasprotju s pricakovanji. Ta organizem namre¢ kot glavna
produkta fermentacije tvori ocetno in jantarno kislino. Zakaj smo v naSem primeru odkrili
le masleno kislino ni jasno. Vsekakor bi morali ta del poskusa ponoviti, da bi prisli do
verodostojnih rezultatov. Nenavadno je tudi, da smo odkrili ociten padec koncentracije

KMK po rasti tega seva v prisotnosti dialil sulfida, ¢eprav analiza motnosti gojisca,
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vrednosti pH in koncentracije skupnih celi¢nih beljakovin ni kazala vpliva dialil sulfida na

rast in metabolizem seva F. succinogenes S85.

.....

da jih pravzaprav ne moremo smiselno komentirati. Ker tudi po rasti v kontrolnem gojis¢u
nismo odkrili ve¢jih koncentracij ocetne kisline, ki je eden od glavnih fermentacijskih
produktov teh organizmov, lahko le sklepamo, da je prislo pri analizi KMK v primeru obeh
ruminokokov do eksperimentalne napake in bi bilo zatorej ta del poskusa potrebno

ponoviti.

Koncentracijo vodika po 28. uri rasti v gojis¢u brez in z dialil sulfidom smo ugotavljali le
pri dveh sevih in sicer R. albus DSMZ 20455 in B. fibrisolvens DSMZ 3071". Pri sevu R.
flavefaciens 007 S/6 produkcije vodika po rasti v prisotnosti dialil sulfida nismo preverjali,
ker ga v predposkusu nismo odkrili Ze po rasti v kontrolnem gojiscu. Pri sevu B.
fibrisolvens DSMZ 3071" smo presenetljivo ugotovili rahlo povetanje produkcije vodika
po rasti v prisotnosti dialil sulfida, vendar sprememba v produkciji ni bila statisti¢no
znacilna. Produkcijo vodika smo, spet proti pricakovanjem, odkrili tudi po inkubaciji seva
gojis¢a in koncentracije skupnih celi¢nih beljakovin v primeru tega seva ne bi mogli
govoriti o rasti. Smo pa, kot omenjeno na prejSnjih straneh, opazili zniZanje vrednosti pH
po inkubaciji v gojis¢u z dialil sulfidom, za kar pa takrat nismo imeli prave razlage. V
primerjavi s produkcijo vodika v kontrolnem gojisc¢u je sicer v prisotnosti dialil sulfida
nastalo 3 do 4 krat manj vodika, vendar gre ocitno kljub vsemu za dolo¢ene metabolne
reakcije, ki vodijo v nastanek manjsih koli¢in vodika in morda posledi¢no tudi v padec

vrednosti pH.
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5.2 SKLEPI

Prisotnost dialil sulfida v gojis€u je razlicno vplival na obseg in hitrost rasti, lastnosti in

aktivnosti posameznih sevov.

e Prevotella ruminicola 23"

medtem ko je 0,9 mM koncentracija dialil sulfida v gojis¢u povzrocila le
rahel padec motnosti gojisca in vrednosti pH v gojis¢u v primerjavi z rastjo
v kontrolnem gojis€u, je po drugi strani povzrocila opazen padec
koncentracije skupnih celi¢nih beljakovin v tretjem in Cetrtem merjenju (t.j.
na 1/4 oz. 1/3 v primerjavi s kontrolo po 15. in 28. urah inkubacije) in
padec koncentracije KMK (le 58% v primerjavi s kontrolo) po 28. urni
inkubaciji,

9 mM koncentracija dialil sulfida je skoraj povsem zavrla rast ene in
upocasnila rast druge paralelke, ki pa je po 28. urah inkubacije kljub temu
dosegla podobno stopnjo rasti, sode¢ po motnosti gojis¢a kot po rasti v
kontrolnem gojis¢u in gojis¢u z 0,9 mM koncentracijo dialil sulfida.
Podobna ugotovitev velja za spremembo vrednosti pH in koncentracije
skupnih celi¢nih beljakovin pri paralelki, ki je zrastla, pri ¢emer pa ti
vrednosti nista dosegli enakih vrednosti kot po rasti v kontrolnem gojiscu ali
gojiséu z 0,9 mM koncentracijo dialil sulfida (padec vrednosti pH na 5,7
namesto 5,3 v primerjavi s kontrolo in priblizno za polovico manjsa
produkcija skupnih celi¢nih beljakovin). Produkcija KMK se je pri tej

koncentraciji dialil sulfida zmanjSala na 17% v primerjavi s kontrolo,

ugotovimo lahko, da je sev P. ruminicola 23" najbolj ob&utljiv na dialil
sulfid, saj 0,9 mM povzroci za ve¢ kot polovico manj$o produkcijo skupnih
celi¢nih beljakovin in za 1/3 manjSo produkcijo KMK, 9 mM koncentracija
dialil sulfida pa upocasni ali popolnoma inhibira rast in povzroci moc¢no

zmanj$anje skupnih celi¢nih beljakovin in KMK.
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e Prevotella bryantii B;4":

tako 0,9 kot 9 mM koncentracija dialil sulfida v gojiscu ne upocasnita rasti
sode¢ po spremembah v motnosti gojis€a in vrednosti pH v gojiscu v
primerjavi s kontrolo. Obe koncentraciji pa povzroc€ita padec koncentracije
skupnih celi¢nih beljakovin (1/3 do 1/2 v primerjavi s kontrolo) in KMK (za

30 oz. 70% v primerjavi s kontrolo),

ugotovimo lahko, da dialil sulfid v gojis¢u ne upocasni rasti seva P. bryantii

B4, vpliva pa na metabolizem tega mikroorganizma.

e Butyrivibrio fibrisolvens DSMZ 3071":

0,9 in 9 mM koncentracija dialil sulfida nista upocasnili rasti in vplivali na
metabolizem seva B. fibrisolvens 3071" sode¢ po ugotovljenih spremembah
motnosti in koncentracije KMK v gojiscu, sta pa povzrocili manjsi padec
vrednosti pH in koncentracije celi¢nih beljakovin v primerjavi z vrednostmi,
ki smo jih ugotovili po rasti v kontrolnem gojis€u. Dokaj presenetljivo smo
po rasti v gojis¢u z dialil sulfidom odkrili rahlo povecano produkcijo
vodika, vendar je bila sprememba v produkciji v primerjavi s kontrolo

statisti¢no neznacilna,

ugotovimo lahko, da dialil sulfid v gojis¢u ne upocasni rasti seva B.
fibrisolvens DSMZ 30717, vpliva pa na metabolizem tega mikroorganizma,

vendar druga&e kot v primeru P. bryantii B;4".

e Fibrobacter succinogenes S85:

0,9 in 9 mM koncentracija dialil sulfida nista upocasnili rasti in vplivali na
metabolizem seva F. succinogenes S85 sode¢ po ugotovljenih spremembah
motnosti gojis¢a, vrednosti pH in koncentracije skupnih celi¢nih beljakovin,

sta pa povzrocili opazen padec (do 40%) koncentracije KMK,

ugotovimo lahko, da dialil sulfid v gojiS§¢u ne upocCasni rasti seva F.
succinogenes S85, vpliva pa na metabolizem tega mikroorganizma, vendar

drugade kot v primerih P. bryantii B;4" in B. fibrisolvens DSMZ 3071".



Mislej J. Vpliv ¢esnovega izvlecka dialil sulfida na rast ... kratkoveriznih mascobnih kislin in plinov. 59
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2007

e Ruminococcus flavefaciens 007 S/6:

v primeru ruminokokov smo preverjali vpliv bistveno visjih koncentracij
dialil sulfida na rast in metabilozem kot v primeru prej opisanih sevov. Rast
seva R. flavefaciens 007 S/6 je bila popolnoma inhibirana v prisotnosti 81
mM in 135 mM koncentracije dialil sulfida, medtem ko je 27 mM
koncentracija dialil sulfida inhibirala rast le do 13. ure inkubacije, nato pa je
sode¢ po narasCanju motnosti gojisc¢a in koncentracije skupnih celi¢nih
beljakovin pri eni od obeh paralelk priSlo do rasti. Ta je po 28. urah
inkubacije privedla do priblizno polovi¢nih vrednosti spremembe motnosti
in koncentracije skupnih celi¢énih beljakovin v primerjavi s kontrolo.
Vrednosti pH se niso spreminjale v skladu z opazenimi spremembami,

analiza KMK pa ni dala verodostojnih rezultatov,

ugotovimo lahko, da dialil sulfid pri tako visokih koncentracija skoraj

popolnoma inhibira rast seva R. flavefaciens 007 S/6.

e Ruminococcus albus DSMZ 20455:

dialil sulfid je pri uporabljenih koncentracijah popolnoma inhibiral rast seva

R. albus DSMZ 20455,

kljub navidezno popolni inhibiciji rasti seva R. albus DSMZ 20455 smo po
tudi vodik. Produkcija vodika je bila sicer 3 do 4 krat manjSa kot po rasti v
kontrolnem gojis¢u, kljub temu pa kaze na potek nekaterih metabolnih

reakcij.
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6 POVZETEK

Vamp prezvekovalcev naseljuje veliko Stevilo striktno anaerobnih mikroorganizmov, ki
jim ugodne razmere omogocajo hitro rast in razmnoZevanje. Ker prezvekovalci nimajo
lastnih polisaharidaz, mikrobni simbionti v vampu encimatsko razgradijo polisaharide
celicnih sten rastlinskih celic, ki so izjemno pomemben del zivalske krme, in jih v
fermentacijskih procesih ob izplenu dolocenega dela energije prevedejo v redukcijske
stranske produkte. PreZvekovalci pridobijo energijo in gradnike za biosintezo sebi lastnih
snovi od svojih mikrobnih simbiontov iz vampa v obliki kratkoveriznih masc¢obnih kislin
in mikrobnih beljakovin oziroma njihovih razpadnih produktov. Kljub temu, da se je
opisani proces optimiziral v procesu dolgotrajne naravne selekcije, lahko rejci z
dolocenimi posegi povzrocijo spremembe v sestavi ali aktivnosti mikrobne zdruzbe vampa,

ki se odrazajo na ucinkovitosti zivalske produkcije.

Ker je v Evropski skupnosti s 1. januarjem 2006 raba antibiotikov kot krmnih dodatkov
prepovedana, iS¢emo alternativne snovi, kot so probiotiki, prebiotiki, encimi in tudi
rastlinski izvlecki, s katerimi bi lahko nadomestili krmne antibiotike. V pricujoci diplomski
nalogi smo tako preucevali vpliv rastlinskega izvlecka Cesna, t.i. dialil sulfid, na rast in
tvorbo skupnih celi¢nih beljakovin, kratkoveriznih mascobnih kislin in vodika pri Sestih

sevih razli¢nih vampnih bakterijskih vrst.

Izbrali smo Sest sevov, ki (1) so bili Ze vklju€eni v predhodne raziskave, (ii) so dokaj dobro
poznani in dostopni, (iii) predstavljajo tiste skupine v mikrobni zdruzbi vampa, ki jim
pripisujemo precejSen pomen, (iv) so imeli razli¢no strukturo celi¢ne stene in (V) so vsaj
nekateri med njimi tvorili tudi vodik kot fermentacijski produkt. Dialil sulfid naj bi namrec
deloval na tiste procese v vampu, ki vodijo v nastanek za naravo obremenilnih
fermentacijskih produktov (toplogredni plini, predvsem CO, in metan). Zato je pomembno
tudi zaviranje produkcije vodika, ki je najpomembnejsi prekurzor za tvorbo metana v
vampu. V poskusu smo spremljali spremembe v motnosti oz. opticni gostoti (OD) in
vrednosti pH gojis€a po rasti, skupno koncentracijo novonastalih celicnih beljakovin,

produkcijo nastalih KMK in vodika.
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V predposkusu smo najprej preucevali rast Sestih izbranih sevov v kontrolnem gojiscu z
meritvami motnosti gojis¢a in na osnovi pridobljenih podatkov pripravili t.i. rastne krivulje
iz katerih smo lahko od¢itali hitrost in obseg rasti posameznih sevov. Nato smo izvedli sam
poskus, ki smo ga razdelili na dva dela. V prvem delu smo preucevali vpliv dialil sulfida v
dveh koncentracijah (tj. 0,9 in 9 mM) na seve Prevotella ruminicola 23", Prevotella
bryantii B;4", Butyrivibrio fibrisolvens DSMZ 3071" in Fibrobacter succinogenes S85.
Ugotovili smo, da dialil sulfid v 0,9 mM koncentraciji ni zavrl same rasti sode¢ po
spremembi motnosti gojisca pri nastetih sevih, je pa pri posameznih sevih povzroc€il bodisi
nizjo produkcijo skupnih celicnih beljakovin, bodisi vrednosti pH ali kratkoveriznih
maSobnih kislin ali kombinacije naStetih parametrov. Tako je kljub navidezno
nespremenjeni rasti mo¢no zmanjSal produkcijo skupnih celi¢nih beljakovin in KMK pri
obeh prevotelah, produkcijo KMK in vrednost pH pri sevu Butyrivibrio fibrisolvens DSMZ
3071" in samo produkcijo KMK pri sevu F. succinogenes S85. Dialil sulfid v 9 mM
koncentraciji je mo&no vplival na rast seva P. ruminicola 23", ki je med vsemi
preucevanimi sevi na to snov ocitno najbolj obcutljiv, medtem ko na ostale seve ni vplival

bistveno bolj ali drugace kot v 0,9 mM koncentraciji.

V drugem delu poskusa smo preucevali vpliv treh visjih koncentracij dialil sulfida na rast
dveh predstavnikov iz rodu Ruminococcus. Dialil sulfid v 81 in 135 mM koncentraciji je
popolnoma inhibiral rast sevov R. flavefaciens 007 S/6 in R. albus DSMZ 20455, ¢eprav
smo pri sevu R. albus DSMZ 20455 opazili rahel padec vrednosti pH in povecanje
koncentracije vodika po 28. urni inkubaciji. Dialil sulfid v 27 mM koncentraciji je
popolnoma zavrl rast seva R. albus DSMZ 20455, omogo¢il pa je zapoznelo in poc¢asnejs$o

rast seva R. flavefaciens 007 S/6.

Ugotovili smo, da dialil sulfid razli¢no ucinkovito vpliva na rast razlicnih vampnih bakterij
in da razli¢no vpliva tudi na metabolne procese teh bakterij. Zato je glede na izjemno
kompleksnost vampne mikrobne zdruzbe, ki jo sestavlja na stotine, morda pa celo na tisoce
razli¢nih mikrobnih vrst, vpliv u¢inkovine, kot je dialil sulfid, na celoten vampni ekosistem

in procese v njem zelo tezko razloziti.
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