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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Pomen:

anaerobni diluent

Bifidobacterium

pufrirana peptonska voda (ang. buffered peptone water)

20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom Tween-a 80 (1
g/L)

Enterococcus

Organizacija Zdruzenih narodov za prehrano in kmetijstvo
(ang. Food and Agriculture Organization)

gastrointestinalen

splosno priznan kot varen (ang. Generally Recognized As
Safe)

nacin obdelave vzorca — inkubacija pri temperaturi 37 °C z
ob¢asnim mesanjem

kolonijska enota

nacin obdelave vzorca — inkubacija v vodni kopeli pri 45 °C
20 % raztopina dikalijevega hidrogen fosfata

Lactobacillus

nacin obdelave vzorca — dolgotrajno meSanje

Mitsuoka pufer (pH 6,5)

gojis¢e de Man-Rogosa-Sharpe

nacin obdelave vzorca - osnovna homogenizacija

fosfatni pufer s soljo (pH 7,3)

peptonska voda

Ringerjeva raztopina ¥ jakosti

nacin obdelave vzorca — inkubacija pri sobni temperaturi z
obcasnim meSanjem

podvrsta (subspecies)

Streptococcus

TOS propionatni agar —gojis¢e z meSanico tri-, tetra-, penta- in
heksasaharidov, pridobljenih z encimsko hidrolizo laktoze s
pomocjo Aspergillus oryceae -galaktozidaze
TOS propionatni agar z dodatkom mupirocina

20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom Tween-a 80 (9
/L)

nacin obdelave vzorca z laboratorijskim meSalom z rezili (ang.
Ultra Turrax)

Zive, a ne kultivabilne (ang. viable but not cultivable)
Svetovna zdravstvena organizacija (ang. World Health
Organization)
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1 UvOD

PovpraSevanje potrosnikov po izdelkih, ki vsebujejo probioti¢ne bakterije, se iz leta v leto
povecuje. Potrosniki vse bolj skrbijo za svoje zdravje, zato vedno pogosteje posegajo po
funkcionalnih Zivilih in prehranskih dopolnilih, ki imajo varovalen u¢inek pred boleznimi
sodobnega ¢asa. To je tudi razlog povecanega zanimanja za probioticne izdelke, ki
pozitivno vplivajo na zdravje potrosSnika in sicer tako, da izboljSajo njegovo mikrobno
ravnovesje v gastrointestinalnem (GI) traktu (Burgain in sod., 2011).

Pri uporabi probiotikov moramo biti pozorni na njihovo kakovost oziroma na njihovo
Stevilo v prehranskih dopolnilih ali funkcionalnih Zivilih. Za ugotavljanje velikosti
populacije probioti¢nih bakterij v nekem izdelku se Se vedno najpogosteje uporablja
klasi¢na metoda Stetja kolonij na trdem gojiscu (Champagne in sod., 2011).

Med tehnoloSkimi postopki priprave izdelkov s probioticnimi bakterijami, so slednje
podvrzene Stevilnim stresnim dejavnikom, ki lahko zmanjSajo njihovo aktivnost in Stevilo
Zivih celic v izdelku. Ker pa vemo, da je uinek takega izdelka ob zauZitju odvisen od
Stevila in kakovosti zivih probioti¢nih bakterij v njem, je bistvenega pomena tudi
optimizacija postopkov, s katerimi dolo¢amo S$tevilo Kultivabilnih probioti¢nih bakterij v
izdelku (Champagne in sod., 2011).

Ponudba probioti¢nih izdelkov se iz leta v leto Siri. Izdelke s probioti¢nimi bakterijami
lahko razdelimo v dve skupini in sicer na funkcionalna Zivila in prehranska dopolnila, med
katere priStevamo fermentirane mle¢ne izdelke kot so jogurti, siri ter izdelke v obliki
tablet, praskov, kapsul (mikrokapsulirane probioti¢ne bakterije), emulzij, kapljic. Od vrste
in sestave izdelka (npr. praSek, kapsula, sir) je odvisno, katero razredéevalo je
najustreznejSe in Kkateri nacin priprave vzorca je najboljsi, da dobimo najboljsi rezultat 0z.
da omogoc¢imo rast ¢im ve¢jemu Stevilu probioti¢nih bakterij, ki so prisotne v izdelku. Iz
tega razloga so potrebne modifikacije priprave vzorca in uporaba razli¢nih razred¢eval
(Champagne in sod., 2011).

1.1 NAMEN NALOGE

B %

Danes je na trziS¢u vedno ve¢ probioticnih izdelkov v najrazli¢nejSih oblikah, od
fermentiranih mleénih izdelkov do napitkov, praskastih pripravkov, tablet, oljnih suspenzij.
Pomembna koraka za pravilen rezultat o velikosti in sestavi mikrobne populacije izdelka
sta poleg izbire ustreznega gojiS¢a zagotovo tudi vzorcenje in priprava teh vzorcev. Poleg
tega Se ni na voljo predpisov oz. standardov, ki bi, glede na obliko izdelkov, narekovali in
hkrati poenotili postopke priprave probioti¢nih izdelkov za mikrobioloske preiskave.

Namen magistrskega dela je bil, da z razli¢nimi pristopi (uporaba razli¢nih razred¢eval in
postopkov priprave vzorca) optimiziramo pripravo 6-ih probioti¢nih izdelkov (pet
prehranskih dopolnil in en fermentiran mle¢ni izdelek) za mikrobioloSke analize tako, da
omogo¢imo rast ¢im ve¢jemu Stevilu probiotiénih bakterj, prisotnih v izdelku. Iz
primerjave rezultatov uporabe razlicnih razredCeval in postopkov priprave smo zeleli
izbrati najustreznejSe razredCevalno sredstvo in postopek obdelave za analizo dolo¢enega
tipa vzorca probioticnega izdelka. Dobljene rezultate smo statisticno obdelali in jih
primerjali z literaturnimi podatki.
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Iz rezultatov mikrobioloske analize posameznega probioti¢nega izdelka, pripravljenega na
razli¢ne nacine, bomo lahko izbrali takSen nacin priprave vzorca, s katerim bomo v izdelku

.....

probioti¢nih bakterij, prisotnih v izdelku.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 PROBIOTIKI

Beseda probiotik izvira iz gr§¢ine in pomeni »za Zivljenje«, medtem ko je pomen besede
antibiotik ravno nasproten, in sicer »zoper zZivljenje« (Jungersen in sod., 2014).

O uZzivanju fermentiranega mleka za zdravljenje driske je pisal Ze Pinij v prvem stoletju
pred naSim Stetjem. O konceptu probiotikov, kakrSnega poznamo danes, pa je na prelomu
iz 19. v 20. stoletje prvi pisal Elie Metchnikoff. Trdil je, da imajo mle¢nokislinske
bakterije pomembno vlogo pri vzdrzevanju zdravja. Le te naj bi namre¢ zavirale »gnilobni
tip« fermentacij v ¢revesju. Prav tako je pisal o prebivalcih Azije in Balkana ter njihovi
prehrani, ki je vkljuCevala veliko razli¢nih vrst fermentiranega mleka, kot sta jogurt in
kefir. Menil je, da je ravno zauZivanje teh izdelkov razlog za doseganje tako visoke starosti
teh ljudstev. Njegovo pisanje in razmisljanje je spodbudilo Stevilne druge znanstvenike po
svetu k raziskovanju teh mikroorganizmov (Adamic¢ in sod., 2003).

Leta 1965 je bil izraz »probiotik« prvi¢ uporabljen, ampak ne v kontekstu kot ga
razumemo danes, temvec¢ Kot izraz za snovi, ki jih proizvaja en mikroorganizem in imajo
stimulativen ucinek za rast ostalih mikroorganizmov. Osnovno definicijo za probiotik pa je
leta 1989 postavil Fuller. Probiotik je opisal kot »ziv mikrobni dodatek krmi, ki ugodno
vpliva na Zival gostiteljico z izboljSanjem njenega crevesnega mikrobnega ravnoteZja«
(Rogelj in Perko, 2003).

Za dober probioticen sev velja:

e daob zauZitju pozitivno vpliva na zdravje gostitelja,

e da je nepatogen in netoksicen,

e daje prisoten v obliki zivih in metabolno aktivnih celic ter v ¢im ve¢jem Stevilu,
e da je sposoben preziveti pogoje v gastrointestinalnem (Gl) traktu,

e (a je stabilen med skladis¢enjem (Singh in sod., 2011).

Ceprav so leta 1998 Collins in sod. (1998) definirali 12 pomembnih zahtev oz. kriterijev
pri izbiri potencialno probioticnega seva, pa je ostalo bistvo teh zahtev enako kot pri
zahtevah Fuller-ja iz leta 1989, in sicer da mora biti sev varen, Ziv in metabolno aktiven v
Gl traktu, da lahko uspesno pozitivno uéinkuje na zdravje gostitelja.

Se danes veljavno definicijo probiotikov kot Zivih mikroorganizmov, ki pozitivno vplivajo
na zdravje gostitelja, ¢e jih uzivamo v zadostni koli¢ini, sta leta 2001 povzeli tudi FAO in
WHO (FAO/WHO, 2006). Ceprav med probiotiki prevladujejo bakterije, pa med njimi
najdemo tudi plesni in kvasovke (Preglednica 1). Med bakterijskimi probiotiki, ki so v
probioti¢nih izdelkih, prednjacijo mlecnokislinske bakterije, predvsem sevi rodov
Lactobacillus in Bifidobacterium (Davis, 2014).
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Preglednica 1: Bakterije, ki so v uporabi kot probiotiki (Rogelj in Perko, 2003: 566)

Rod Lactobacillus | Rod Bifidobacterium | Rod Enterococcus Ostali
L. acidophilus B. bifidum E. faecium Saccharomyces boulardii
L. plantarum B. infantis E. faecalis Lactococcus lactis ssp. lactis
L. casei B. adolescentis Lactococcus lactis ssp. cremoris
L. rhamnosus B. longum Leuconostoc mesenteroides
L. dELkigl;er?lgESSSp' B. breve Propionibacterium freudenreichii
L. fermentum B. lactis Pediococcus acidilactici
L. johnsonii Streptococcus thermophilus
L. gasseri Escherichia coli
L. salivarius
L. reuteri

Omeniti moramo tudi oznako GRAS (ang. Generally Recognized As Safe), ki
mikroorganizmom s to oznako daje status »varnih« mikroorganizmov in se lahko
uporabljajo v proizvodnji Zivil (Rogelj in Perko, 2003).

2.2 ROD Bifidobacterium

Bifidobakterije je prvi izoliral in opisal Henri Tissier leta 1900. Izoliral jih je iz blata
novorojenékov in jih poimenoval Bacillus bifidus communis. Danes je v rod
Bifidobacterium vkljuéenih ze ve¢ kot 50 razlicnih wvrst bifidobakterij (Genus
Bifidobacterium, 2015).

Bifidobakterije so po Gramu pozitivne, nesporogene, negibljive in katalaza-negativne
anaerobne bakterije, ki so razli¢nih oblik, od kratkih ukrivljenih do razvejanih palicic z
obliko ¢rke Y. Glukozo fermentirajo v mle¢no in ocetno Kislino (Castillo Martinez in sod.,
2013).

Na gojis¢u TOS z dodatkom mupirocina tvorijo bele, okrogle, leCaste in delno zvezdaste
kolonije premera 1 mm do 4 mm. Optimalna temperatura za rast bifidobakterij je med 37
°Cin 41 °C (ISO 29981, 2010).

Bifidobakterije so pomembni mikroorganizmi v aktivnem in kompleksnem ekosistemu kot
je gastrointestinalni trakt, bodisi ¢loveka ter toplokrvnih zivali in ¢ebel (Gomes in Malcata,
1999). So pomembna skupina mikrobiote ¢loveskega GI trakta, saj predstavljajo pri
odraslih 3-7 % ter pri novorojenckih kar 91 % celotne ¢revesne mikrobiote (Castillo
Martinez in sod., 2013).
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V debelem &revesu odraslih ljudi je njihova koncentracija med 10° in 10° KE/g, kar jih
uvrS¢a med pomembnejSe Crevesne bakterije. Bifidobakterije najdemo tudi v ostalih
ekoloskih niSah, ker pa se sevi razlikujejo, je to eden izmed nacinov odkrivanja vira
kontaminacije. Tako postajajo tudi vse bolj pomembna indikatorska skupina
mikroorganizmov, saj je njihovo odkrivanje, zahvaljujo¢ novim molekularnim metodam,
bistveno hitrejSe kot pri klasi¢nih kultivacijskih metodah (Adami¢ in sod., 2003).

Najbolj raziskana probioti¢na bakterija je zagotovo Bifidobacterium animalis ssp. lactis
BB-12. Opisujejo jo v ve¢ kot 300 znanstvenih objavah, od tega je bilo ve¢ kot 130
klini¢nih Studij, opravljenih na ljudeh. Kot so potrdili rezultati Stevilnih $tudij, je sev zelo
primeren tudi s tehnoloSkega vidika. Je visoko aerotoleranten, zelo stabilen, je toleranten
za nizke vrednosti pH in prisotnost Zol¢a. Primeren je tudi za uporabo v liofiliziranih
izdelkih in prehranskih dopolnilih. Poleg tega dodatek Bifidobacterium animalis ssp. lactis
BB-12 nima negativnega vpliva na okus, izgled izdelka, kot tudi ne na obc¢utek v ustih.

Sposoben je preziveti v probioticnem izdelku vse do njegove porabe (Jungersen in sod.,
2014).

2.2.1 Bifidobacterium animalis

Bifidobacterium animalis je ena izmed ve¢ kot petdeset vrst rodu Bifidobacterium,
pomembne skupine bakterij, ki naseljujejo prebavni trakt ljudi in Zivali. V skupini
Bifidobacterium animalis najdemo dve podvrsti in sicer Bifidobacterium animalis ssp.
lactis in Bifidobacterium animalis ssp. animalis. Danone, eden najvec¢jih proizvajalcev
mlecnih izdelkov, uporablja Bifidobacterium animalis v svoji liniji izdelkov pod blagovno
znamko Activia. Activia trzijo kot mle¢ni izdelek z edinstveno probioti¢no kulturo, ki na
naraven nacin prispeva k urejeni prebavi (Bifidobacterium animalis, 2009).

2.2.2 Bifidobacterium bifidum

Med koristne mikrobe uvr$¢amo tudi probioti¢no bakterijo Bifidobacterium bifidum, ki
naseljuje debelo ¢revo in noznico. B. bifidum vzdrzuje ravnovesje ¢revesne mikrobiote,
uspesno tekmuje s Skodljivimi bakterijami ob njihovem morebitnem pojavu v prebavilih,
krepi imunski sistem in izboljSuje prebavo (Bifidobacterium bifidum, 2009). Slika 1
prikazuje mikroskopski preparat bakterij Bifidobacterium bifidum, pobarvanih po Gramu.
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Slika 1: Bifidobacterium bifidum, barvanje po Gramu (Todar, 2008a)
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B. bifidum, ki prevladuje v materinem mileku, ima pomembno vlogo v prehrani
novorojenckov saj poveca imunski odziv, kar je predvsem pomembno pri nedonosenckih
ali novorojenckih z oslabljenim prebavnim sistemom (Bifidobacterium bifidum, 2009).

2.3 ROD Lactobacillus

Laktobacili so po Gramu pozitivne, nesporogene, anaerobne oz. aerotolerantne, striktno
fermentativne palcke brez flagelov, ki glukozo fermentirajo v mle¢no kislino (Gomes in
Malcata, 1999). Leta 1990 je Moro kot prvi izoliral fakultativne anaerobne palcke iz blata
dojenckov, in jih je oznacil kot Bacillus acidophilus, to je generi¢no ime za Crevesne
laktobacile (Gomes in Malcata, 1999). Trenutno je priznanih ze ve¢ kot 200 vrst rodu
Lactobacillus (Genus Lactobacillus, 2015). Komercialni sevi laktobacilov, ki se
najpogosteje uporabljajo kot probiotiki so: L. acidophilus NCFM, L. rhamnosus HNOO1, L.
rhamnosus R0011, L. acidophilus R0052, L. acidophilus LA5, L. paracasei CRL 431, L.
fermentum VRI003 (PCC), L. reuteri RC-14, L. rhamnosus GR-1, L. paracasei F19, L.
casei Shirota, L. casei DN-114 001, L. johnsonii Lj-1 (NCC533; L. acidophilus La-1), L.
plantarum 299V, L. reuteri ATCC 55730, L. rhamnosus GG (LGG), L. rhamnosus LB21,
L. salivarius UCC118 in L. acidophilus LB (CDRF, 2011).

Laktobacili naseljujejo najrazli¢nejSe ekoloske niSe in so pomembni predstavniki
mikrobiote prebavnega in genitalnega trakta ljudi in viSje razvitih Zivali. Njihova
porazdelitev je odvisna od okoljskih dejavnikov kot so vrednost pH, razpolozljivost Kisika,
koli¢ina substratov, prisotnost metabolitov in interakcije med bakterijami (Gomes in
Malcata, 1999).

2.3.1 Lactobacillus rhamnosus GG

Bakterijo Lactobacillus rhamnosus GG sta iz ¢revesa zdravega ¢loveka leta 1983 izolirala
znanstvenika Barry Goldin in Sherwood Gorbach, oznaka »GG« v imenu bakterije pa
pomeni zaletnici njunih priimkov. lzkazalo se je, da je L. rhamnosus GG izjemno
toleranten v razmerah, ki vladajo v prebavnem traktu, predvsem za nizke vrednosti pH.
Tako kot ostali probiotiki izkazuje tudi L. rhamnosus GG probioti¢ne lastnosti, predvsem
uravnava ravnovesje c¢revesne mikrobiote, krepi delovanje imunskega sistema in ob
okuzbah uspesno izpodriva patogene mikroorganizme v sefevodu in Crevesu
(Lactobacillus rhamnosus, 2009).

2.3.2 Lactobacillus acidophilus

Sevi vrste Lactobacillus acidophilus (Slika 2) so najpogosteje uporabljeni kot probioti¢ne
bakterije. Veliko koristnih bakterij, med njimi tudi L. acidophilus, naseljuje ¢revesje in
noznico, kjer nas s svojim delovanjem $¢itijo pred Skodljivimi bakterijami. L. acidophilus
sodeluje pri prebavi hrane v crevesju, pri tem pa se spros¢ajo razlicne snovi kot npr.
mlecna kislina in vodikov peroksid, ki skupaj ustvarita neustrezne razmere za t.i. slabe

bakterije oz. patogene bakterije (Ehrlich, 2011).
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Slika 2: Lactobacillus acidophilus (Todar, 2008b)

UZivanje probiotikov je Se posebej priporocljivo ob terapijah z antibiotiki. Antibiotiki
unicujejo bakterije, vendar ne unicujejo le »slabih« ampak tudi »dobre« bakterije. Zato je
ob jemanju antibiotikov ravnoteZje ¢revesne mikrobiote poruseno. To teZzavo lahko reSimo
z uzivanjem probiotikov, ki nam pomagajo ponovno vzpostaviti ustrezno ravnovesje

¢revesne mikrobiote (Ehrlich, 2011).

2.4  PROIZVODNI PROCESI PRIPRAVE PROBIOTIKOV

Probiotike najdemo danes v najrazli¢nejSih oblikah. Najbolj razSirjeni so v obliki
fermentiranih mle¢nih izdelkov, lahko so sestavine drugih zivil, kot prehranska dopolnila,
zivila za posebne zdravstvene namene ali kot zdravila, v zadnjem casu pa je vse ve¢ novih
oblik, kot so vaginalne kapsule, kreme, tamponi in serumi, zobne paste in celo Zvec€ilni

gumiji (Preglednica 2).

Preglednica 2: Pregled skupin probioti¢nih izdelkov na trzis¢u (Bogovi¢ Matijasi¢, 2014: 41)

Skupina

Primer

Fermentirana probioti¢na Zivila

Probioti¢ni jogurti, fermentirani napitki, sir, skuta,
maslo, fermentirani mesni izdelki.

Nefermentirana probioti¢na zivila

Zitarice, slas¢ice, tablice, kava, ¢okolada, sladoledi,
ledeni ¢aj, sokovi, mleko, sojino mleko

Prehranska dopolnila

Kapsule, tablete, pastile za Zvecenje, ampule ali
zavojcki s prasnatim izdelkom, suspenzije

Zivila za posebne zdravstvene namene

Razli¢na zivila, prasnata oblika

Zdravila

Kapsule, tablete, praski za pripravo suspenzije

I1zdelki za vaginalno uporabo

Vaginalne tablete

I1zdelki za kozmetiko in higieno

Kreme in serumi, zobne paste, higienski vlozki,
zvecilni gumiji

I1zdelki za Zivali

Krmni dodatki za rejene Zivali (prasici, perutnina,
govedo), prehranska dopolnila za druzne Zivali,
krmni dodatki za tekmovalne zivali (konji)
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Seveda pa je potrebno vsako probiotino bakterijo pred uporabo v kateri koli obliki
ustrezno pripraviti, obdelati in zas¢ititi do te mere, da ohrani zivost in ustrezno Stevil¢nost
vse do zauzitja. Najpogosteje se za to uporabljajo tehnike mikrokapsulacije, susenja,
zamrzovanja, liofilizacije ali kombinacije razli¢nih metod (Champagne in sod., 2011).

2.4.1 Fermentacija

Temperatura fermentacije je zelo pomembna za prezivetje probioti¢cnih bakterij. Vecini
ustreza temperatura med 37 in 43 °C. Nekatere vrste (npr. L. acidophilus) pa lahko rastejo
tudi pri temperaturah do 45 °C, ¢eprav je optimalna temperatura za njihovo rast med 40 do
42 °C. Temperature visje od 45 do 50 °C negativno vplivajo na prezZivelost probioti¢nih
bakterij. Tudi izpostavljenost kisiku med fermentacijo lahko negativno vpliva na
prezivelost probioti¢nih bakterij, ki so obcutljive na kisik. Zato se za zmanjSanje koli¢ine
prisotnega kisika fermentacija lahko izvaja v vakuumu (Tripathi in Giri, 2014).

Obcutljivost probioti¢nih bakterij za viSje temperature lahko omilimo z blagim
segrevanjem pred uporabo. Ugotovljeno je bilo, da postopno prilagajanje na toploto poveca
toplotno toleranco. To lahko dosezemo tako, da probioti¢ne bakterije pred uporabo veckrat
izpostavimo visjim temperaturam, ki pa nikakor ne smejo biti tako visoke, da bi unicile
celice. TakSna metoda adaptacije na visje temperature je uporabna predvsem v industrijske
namene fermentacije (Tripathi in Giri, 2014).

2.4.2 Susenje
Postopek suSenja se v proizvodnji probioti¢nih izdelkov pogosto uporablja, saj se suseni

susenih izdelkov nizji od skladis¢enja zamrznjenih izdelkov. V zivilski industriji se
uporabljajo razlicne oblike suSenja in sicer suSenje z vro¢im zrakom, suSenje z
zamrzovanjem, susenje z razprSevanjem in vakuumsko suSenje. Susenje z razprSevanjem
se najpogosteje uporablja za suSenje tekoCih zivil, vendar ta postopek dosega visoke
temperature, ki pa so lahko usodne za prezivetje probioti¢nih bakterij. Bolj primeren za
susenje probiotikov je proces suSenja z zamrzovanjem (liofilizacija), ki pa je tudi drazji
(Tripathi in Giri, 2014).

SuSenje z razprSevanjem je sicer cenejSi proces v primerjavi z liofilizacijo vendar poteka
vbrizgavanje razprSenega tekocega Zivila v vro¢ susilni medij pri temperaturah do 200 °C.
Izdelki, ki vsebujejo probioti¢ne kulture, so torej za kratek ¢as izpostavljeni zelo visokim
temperaturam, kar pa lahko moc¢no zmanjsa stopnjo njihove prezivelosti oz. poskoduje
celice. Stevilne $tudije porodajo o stopnji preZivelosti probiotikov, ki so bili posuseni z
razprSevanjem. Nekateri avtorji navajajo celo 80 % stopnjo prezivelosti procesa susenja z
razprSevanjem (z izhodno temperaturo 85 — 90 °C) bakterije Lactobacillus paracasei
NFBC 338, ki pa je odporna proti visjim temperaturam (Tripathi in Giri, 2014).

Kot Ze reCeno so probioti¢ne bakterije med suSenjem podvrzene Stevilnim stresnim
dejavnikom, kot npr. namnozevanju, centrifugiranju, zamrzovanju, pre¢rpavanju, ViSokim
temperaturam, oksidacijskemu stresu. Pri teh postopkih lahko pride do poskodb celic, kar
pa ima neposreden vpliv na skupno Stevilo Zivih in aktivnih probioti¢nih celic po
rehidraciji (Champagne in sod., 2011).
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Posebna oblika susenih probioti¢nih kultur so prehranska dopolnila. Na trziS¢u so prisotna
v treh oblikah, in sicer:

e Kapsule; prasek v kapsuli iz gela
e Tablete; prasek stisnjen v tableto

e Zavojc¢ki; prasek v porcijskih (priblizno 5 g) zavojckih/vre¢kah (Champagne in sod.,
2011)

2.4.3 Liofilizacija

Za su$enje probioticnih mikroorganizmov, ki se nato pojavljajo na trgu v obliki praskov, se
najveckrat uporablja liofilizacija 0z. postopek suSenja z zamrzovanjem (Champagne in
sod., 2011). Pri liofilizaciji se probioticne bakterije najprej zamrzne pri temperaturi -
190 °C potem pa posuSi s sublimacijo v vakuumu. SuSenje poteka v treh fazah:
zamrzovanje, primarno suSenje in sekundarno susenje. Liofilizirane celi¢ne kulture imajo
visoko stopnjo prezivetja, saj so proizvodne razmere milejSe kot pri ostalih proizvodnih
postopkih (Tripathi in Giri, 2014).

Liofilizirane bakterijske kulture lahko skladis¢imo pri visjih temperaturah kot zamrznjene.
NajustreznejSa temperatura skladiS¢enja liofiliziranih probioti¢nih kultur je temperatura
hladilnika oz. 4 °C. Pri 22 °C je odmiranje celic desetkrat viSje kot pri temperaturi 4 °C.
Zahvaljujoc€ izboljSavam pri proizvodnji in izdelavi prasSkov je stabilnost izdelkov pri sobni
temperaturi vedno boljsa, pa vendar se je skladis¢enje med 0 °C do 4 °C izkazalo za
najoptimalnejSe gledano s staliSa prezivelosti celic. Najbrz je smiselno omeniti tudi
dejstvo, da je za proizvajalce probioti¢nih izdelkov pomemben cilj, da se lahko izdelki, ki

.....

2011).

Obstaja pa tudi relativno nova oblika liofilizacije in sicer t.i. liofilizacija z razprSevanjem,
Ki zdruZuje dva postopka in sicer susenje z razprSevanjem in liofilizacijo. Uporablja se za
izdelavo biofarmacevtskih prasSnatih izdelkov brez poSkodb celic zaradi toplote.
Liofilizacija z razprS§evanjem zahteva manj ¢asa v primerjavi s klasi¢no liofilizacijo, praski
pa imajo vecjo specifiéno povrsino in vecji delez finih delcev. Pri procesu liofilizacije z
razprSevanjem se kapljice, ki nastanejo z razprSevanjem raztopine, potopijo v tekoci dusik
in posusijo z liofilizacijo. Stopnja prezivelosti v kon¢nem izdelku naj bi bila ob korektno
izvedenem postopku kar 97,7 % (Her in sod., 2014).

2.4.4 Mikrokapsuliranje

Za izboljSanje viabilnosti probiotikov vzdolz prebavnega trakta in predvsem pri prehodu
skozi zelodec, se vse pogosteje uporablja tehnika mikrokapsulacije probiotikov (Berlec,
2014). Kapsuliranje je postopek, pri katerem mikrobne celice obdamo z ovojem oz.
plaScem, ki je lahko iz razliénih materialov. Vloga ovoja je predvsem zascita celic pred
neugodnimi okoljskimi dejavniki. Njegova ucinkovitost je odvisna od metode,
koncentracije ovojnega materiala in prisotnosti oz. odsotnosti vezivnih sredstev (Albadran
in sod., 2015).
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Predlagane so bile Stevilne metode za mikrokapsuliranje mle¢nokislinskih in probioti¢nih
bakterij, najpogosteje uporabljeni materiali za kapsulacijo pa so alginat,
rastlinske/mikrobne gume, hitozan, skrob, karagenan, zZelatina, mle¢ni proteini in mas¢obe
(Tripathi in Giri, 2014). Za kapsulacijo prasSnatih probiotikov se najpogosteje uporablja
postopek, pri katerem prasek poskropimo z lipidom, s ¢emer se okoli probiotika ustvari
lipidna ovojnica oz. plas¢. Pogosto se uporablja tudi mikrokapsulacija probiotikov v
alginatu (Campagne in sod., 2011).

Glede na dosedanje raziskave je mikrokapsuliranje ena izmed najobetavnejSih oblik zascite
mikroorganizmov pred neugodnimi zunanjimi vplivi. V' primeru probiotikov je to
predvsem nizka vrednost pH v Zelodcu. Bakterije L. rhamnosus, ki so bile
mikrokapsulirane v alginatu, so uspeSno prezivele 48-urno izpostavljenost vrednosti pH
2,0, medtem ko so bile nekapsulirane celice v enakih razmerah popolnoma inaktivirane oz.
unicene. Podobne rezultate so dobili tudi pri poskusih z B. longum (Ozer in sod., 2009).
Tudi Champagne in sod. (2015), ki so ugotavljali vpliv razli¢nih dejavnikov na prezivelost
probiotikov v sladoledu, navajajo, da je mikrokapsulacija odli¢en nacin zascite probiotikov
pred zunanjimi vplivi, ki bi lahko negativho vplivali na njihovo prezivelost.
Mikrokapsulirani probiotiki so uspeSnejSe preziveli proces proizvodnje probioti¢nega
sladoleda v primerjavi s probiotiki, ki niso bili mikrokapsulirani. Poleg tega pa so tudi
boljSe prenasali razmere skladis¢enja.

2.4.5 Zamrzovanje

Zamrzovanje je nacin obdelave s katerim stabiliziramo mikrobne starterske kulture in
probiotike med transportom in skladi§¢enjem, zato se priporo¢a vkljuéevanje probiotikov v
zamrznjena Zivila, kot npr. sladolede, zamrznjene jogurte. Zal pa lahko pride do uni¢enja
celic tako med procesom zamrzovanja kot tudi med skladiséenjem (Champagne in sod.,
2015). Za prezivelost celic pri zamrzovanju je pomembno kako hitro zamrznemo celi¢ne
kulture do doloc¢ene temperature. Vsekakor je postopek hitrega zamrzovanja boljsi od
pocasnejSega zamrzovanja. Pri po¢asnem zamrzovanju se namre¢ tvorijo veliki Kkristali, Ki
lahko poskodujejo celiéne membrane, nasprotno pa se pri hitrem zamrzovanju tvorijo
majhni kristali, ki ne poSkodujejo celiénih membran (Tripathi in Giri, 2014).

Glede skladis¢enja zamrznjenih probioti¢nih izdelkov velja pravilo, da niZja kot je
temperatura skladis¢enja, vecja bo stopnja prezivelosti probiotikov. Skladis¢enje pri -80 °C
je bistveno boljSe kot skladisé¢enje pri -30 °C, da ohranimo ¢im veéje Stevilo zivih celic.
Toda tudi pri temperaturi -80 °C lahko po nekaj mese¢nem skladis¢enju Stevilo zivih celic
moc¢no upade, kar pomeni, da je potrebno poleg temperature skladis¢enja upoStevati tudi
Cas skladis¢enja zamrznjenega izdelka (Champagne in sod., 2011). V raziskavi, ki so jo
izvedli Champagne in sod. (2015) so ugotovili, kako pomembna je konstantna temperatura
skladiS¢enja zamrznjenih izdelkov, ki vsebujejo probioticne bakterije. Probiotiki v
sladoledu, ki so bili skladi$¢eni pri konstantni temperaturi -20 °C brez temperaturnih
nihanj, so imeli bistveno boljSo viabilnost kot pa probiotiki, ki so bili skladis¢eni pri isti,
vendar nekonstantni temperaturi.

2.5  PRIPRAVA VZORCEV PROBIOTIKOV ZA MIKROBIOLOSKE ANALIZE

Ob upostevanju definicije probiotikov, da morajo biti celice probioti¢nih bakterij ob
zauzitju zive, je potrebno preverjati njihovo Stevilo v probioti¢nih izdelkih, za kar se
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so celice probiotikov v izdelku pogosto pod stresom, kar je posledica proizvodnih
postopkov priprave probioticnih bakterij (npr. rast do visoke celine gostote,
izpostavljenost razliénim temperaturam, zraku, postopkom susenja, mehanske obdelave),
zato je ustrezna priprava vzorcev klju¢nega pomena za pravilne rezultate mikrobioloskih
analiz. Poleg tega iz opisa probioti¢nega izdelka navadno ni razvidno, kako je bil probiotik
pripravljen, kar spet lahko vodi do tezav pri izbiri primernega protokola priprave vzorca in
prenizkega rezultata kvantifikacije probioti¢nih bakterij. Ne nazadnje pa ima tudi metoda

.....

.....

specificnost, poleg tega pa rezultate Stetja na trdih gojis¢ih navajamo kot Stevilo
kolonijskih enot (KE), s ¢imer kvantificiramo izklju¢no kultivabilni del populacije. Ob
vsem tem pa je pomembno tudi dejstvo, da so mikroorganizmi pogosto v skupkih ali
verizicah, ki pa jih z ustrezno pripravo vzorca razbijemo le do dolocene mere (Bogovic
Matijasic¢, 2014).

Res je, da je zakonodaja EU na podrocju probiotikov $e vedno nedorecena in da na voljo Se
ni standardiziranih metod za mikrobioloske analize, vendar se je ob tem potrebno zavedati,
da je tezko postaviti univerzalne protokole, ki bodo zadostili za analizo kateregakoli
probiotika. Zato so zaenkrat na voljo predvsem priporocila proizvajalcev probiotikov oz.
podatki iz literature za pripravo vzorcev glede na obliko izdelka in postopek priprave
probioti¢nih bakterij (Champagne in sod., 2011).

V svoji objavi so Champagne in sod. (2011) pripravili pregled oz. priporocila glede
priprave in razredCevanja vzorcev probioticnih izdelkov, kar je povzeto v naslednjih
poglavjih.

2.5.1 Priprava zamrznjenih probioti¢nih kultur in Zivil

Pri analizah zamrznjenih probioti¢nih kultur in izdelkov je zelo pomemben korak
odmrzovanja, saj neposredno vpliva na rezultat. Tezko najdemo podatke o tem, kateri
nacin odmrzovanja probiotikov je najboljsi. Glede na rezultate dolocanja skupnega Stevila
probioti¢nih bakterij naj bi bil najprimernej$i nacin odmrzovanje pri temperaturi
hladilnika, pod 5 °C, od 10 do 18 ur. Ni jasno ali so postopki odmrzovanja, ki se
priporo¢ajo za mikrobioloSke analize zamrznjenih Zivil, primerni tudi pri analizah
zamrznjenih koncentriranih probioti¢nih kultur. Stevilne raziskave so namreé¢ pokazale, da
je pri uporabi hitrega postopka odmrzovanja celi¢nih kultur probiotikov v vodni kopeli s
temperaturo od 20 do 45 °C, stopnja prezivelosti viSja kot pri uporabi postopka
odmrzovanja pri temperaturi hladilnika. Postopek hitrega odmrzovanja je torej priporo¢ljiv
za probioti¢ne kulture, paziti pa je potrebno, da temperatura ni previsoka (visja od 50 °C)
(Champagne in sod., 2011).

Proizvajalci zamrznjenih starterskih kultur priporocajo, da je potrebno odmrznjeno celi¢no
kulturo porabiti takoj oz. ¢imprej po odmrzovanju, Se posebej, ¢e je bila temperatura
odmrzovanja enaka ali viSja od sobne temperature. 1z tega podatka lahko sklepamo, da
analizo zamrznjenih vzorcev probiotikov opravimo takoj, ko je izdelek popolnoma
odmrznjen. V nasprotnem primeru namre¢ lahko dobimo napacen rezultat doloCanja
skupnega Stevila mikroorganizmov. Prav tako ze odmrznjenih probioti¢nih kultur ali zivil
ne smemo pred analizo ponovno zamrzniti. Ponovna zamrznitev vzorca namre¢ negativno
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vpliva na prezivelost celic, ne glede na to, katero tehniko zamrzovanja uporabimo
(Champagne in sod., 2011).

2.5.2 Priprava susSenih probioti¢nih kultur

Na trgu so razli¢ne oblike susenih celi¢nih kultur in sicer kot praski, praski v kapsulah in
praski stisnjeni v tablete. V vseh treh primerih so v prasku lahko (Champagne in sod.,
2011):

a) liofilizirane probioti¢ne bakterije ali
b) liofilizirane in mikrokapsulirane probioti¢ne bakterije.

Rezultati raziskav so pokazali, da prihaja do poskodb celic v ¢isto vseh fazah proizvodnje
suSenih probiotiénih kultur. Iz tega razloga je torej zelo pomembno, katero metodo
izberemo za rehidracijo probiotikov. Upostevati moramo dejstvo, da je velik del celic
poskodovan in temu prilagoditi pripravo vzorca in naéin rehidracije (Champagne in sod.,
2011).

Tako kot je znacilno za mikrobiolosko preiskavo zivil je tudi za suSene probioticne kulture,
ki so na trziS¢u v obliki praskov, priporoc¢ljivo da jih do analize (dolo¢anje skupnega
Stevila) skladis¢imo pri temperaturi 4 °C, tudi ¢e proizvajalec navaja, da se lahko izdelek
skladiS¢i pri sobni temperaturi. Vzorec je potrebno analizirati v 48 urah od odprtja
embalaze. Pred vzor¢enjem moramo prasek dobro homogenizirati. Priporocljivo je, da za
analizo odvzamemo od 10 do 50 g vzorca. Za rehidracijo se priporoc¢a uporaba takega
rehidracijskega medija, da dobimo po rehidraciji praska raztopino z 10 do 20 % suhe snovi,
vklju¢no s suho snovjo celi¢ne kulture, in ki ima ustrezno puferno kapaciteto. Rehidracija
pred razred¢evanjem naj bi potekala pri temperaturi med 30 in 37 °C od 15 do 30 minut

(Champagne in sod., 2011).

Kadar dolo¢amo skupno $tevilo probioti¢nih bakterij v mikrokapsuliranih praskih, pa je
zelo pomembno, da zagotovimo zadosten rehidracijski ¢as, ki je potreben, da se ovoji
okrog celic razgradijo. Tako na primer za rehidracijo mikrokapsuliranih bakterij z
najpogosteje uporabljanimi alginatnimi in lipidnimi ovoji Champagne in sod. (2011)
priporo¢ajo take rehidracijske raztopine, ki vsebujejo snovi, ki raztapljajo alginatne oz.
lipidne ovojnice. Za alginatne ovojnice priporo¢ajo uporabo citrata ali fosfata (1 - 2 %), za
lipidne ovojnice pa uporabo emulgatorja, kot je npr. Tween 80. Champagne in sod. (2010)
priporocajo dodatek 0,1 % Tweena 80 v rehidracijsko raztopino. Dodatek citrata in Tweena
v rehidracijsko raztopino pa priporoc¢ajo tudi za pripravo vzorcev, za katere ne vemo, ali
vsebujejo mikrokapsulirane probiotike ali ne. Postopek rehidracije ne »odstrani« lipidne
oz. alginatne ovojnice okrog bakterij v celoti zato je priporo¢ljivo, da vzorce
mikrokapsuliranih probioti¢nih izdelkov po oz. ze med postopkom rehidracije tudi
ustrezno homogeniziramo (Champagne in sod., 2011).

Priprava prehranskih dopolnil, kot so zavojcki in kapsule, je prakti¢no enaka. Kapsulo 0z.
zavojcek se v asepti¢nih razmerah odpre ro¢no in se iz nje odvzame/strese prasek. Za
analizo se priporoCa uporaba celotne vsebine kapsule oz. zavojcka. Ostala priporocila so
enaka kot za mikrobioloske analize praskov in mikrokapsuliranih praskov. V primerih
kadar ni jasno ali gre za prasek, ki vsebuje proste ali mikrokapsulirane celice je
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priporocljiva uporaba postopka za analize praskov mikrokapsuliranih celic (Champagne in
sod., 2011).

Tablete so po navadi narejene iz praskov mikrokapsuliranih celic, saj naj bi
mikrokapsulirane celice uspeSneje prezivele proces izdelave tablet, zato za pripravo
probiotikov v obliki tablet veljajo enaka priporoc¢ila kot za praSke, ki vsebujejo
mikrokapsulirane probiotike. Poleg tega pa je tableto potrebno najprej dobro zdrobiti v
asepti¢nih razmerah, Sele potem lahko nadaljujemo z rehidracijo in homogenizacijo
(Champagne in sod., 2011).

Obstaja pa tudi pescica zivil, ki vsebujejo susSene probioticne kulture, kot npr. Zitarice za
zajtrk, mle¢ne formule za dojencke in mleka v prahu. Za pripravo tovrstnih vzorcev je
domnevno najbolje upostevati navodila za pripravo praskov, ki vsebujejo mikrokapsulirane
probiotike (Champagne in sod., 2011).

2.5.3 Priprava vzorcev Zivil, ki vsebujejo probioti¢ne bakterije

V to skupino Zzivil uvrs¢amo jogurte, probioticne mlecne napitke, pasterizirana
nefermentirana mleka, sire, sladolede, zamrznjene jogurte itd., pa tudi sadne sokove in Zita.
Vecina zivil predstavlja za probioti¢ne bakterije precej stresno okolje (nizka vrednost pH,
nizka temperatura skladi$¢enja, velika vsebnost sladkorjev, aktivnost vode itd.), kar vodi
do poskodb celic in do prehoda v nekultivabilno obliko. V taksnih primerih je priporocljivo
po rehidraciji opraviti t.i. pred-inkubacijo (4h pri 37 °C), ki omogoca obnovitev
poskodovanih celic, vseeno pa se probiotiki v tem ¢asu ne namnozujejo. Ostala priporocila
glede priprave vzorca pa so podobna kot za prasSnate vzorce s tem, da homogenizacija
poteka v obnovitvenem mediju (Champagne in sod., 2011).

26  HOMOGENIZACIJA IN RAZREDCEVANJE

Pred razredCevanjem je potrebno vzorec ustrezno homogenizirati in pripraviti primerno
razredcevalno raztopino.

2.6.1 Homogenizacija

Najveckrat se vzorce homogenizira zgolj z vrtinénikom, preprostim stresanjem ali z
gnetilnikom. Za dobro homogenizacijo probioti¢nih vzorcev se priporo¢a uporaba
homogenizacijskih tehnik, ki vkljucujejo uporabo metod, pri katerih delujejo velike strizne
sile. Tak primer je obdelava z meSalniki, kot sta gnetilnik ali laboratorijsko mesSalo z rezili.
Uporabo teh naprav se priporoc¢a predvsem kadar analiziramo vzorce mikroorganizmov, ki
rastejo v skupkih ali veriZicah, tako kot je to znacilno za probioti¢ne bakterije (Champagne
in sod., 2011).

2.6.2 Razredéevalne raztopine

Za razredCevanje vzorcev, ki jih nato nacepljamo na agarske plosce, se najveckrat
uporabljajo razredCevalne raztopina oz. razredCevala, ki vsebujejo pepton, NacCl,
Ringerjevo tableto in/ali fosfat (Champagne in sod., 2011). Po porocanju Champagne in
sod. (2010) naj ne bi bilo razlik pri dolocanju bakterij vrst L. rhamnosus R0011 in B.
longum ATCC 15708, ne glede na to, ali so uporabili razredcevalo, Ki je vsebovalo pepton
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ali fosfat. Na drugi strani pa Abe in sod. (2009) porocajo o tem, da pri dolocanju
bifidobakterij dobimo boljSe rezultate z uporabo razredceval, ki vsebujejo pepton kot pa z
razredéevali, Ki vsebujejo fosfat.

Veliko probioticnih bakterij je obcutljivih za kisik. V ta namen se v gojis¢a dodaja
reducente (askorbinska kislina, cistein), ni pa podatkov o tem, ali je priporocljivo dodati
antioksidante Ze v razred¢evala oz. rehidracijske raztopine. Nekateri avtorji sicer poroc¢ajo
o uporabi cisteina v razred¢evalu, ne porocajo pa o vplivu njegovega dodatka na rezultat
(Champagne in sod., 2011). V raziskavi, ki so jo izvedli Abe in sod. (2009), kjer so
dolocali skupno Stevilo bifidobakterij v prasnatih vzorcih in zivilih, se je kot najboljSe
razredCevalo izkazal Mitsuoka pufer (pH 6,5) (vsebuje fosfat, Tween, cistein in agar),
vseeno pa rezultat ni bil bistveno boljsi v primerjavi z rezultati, ki so jih dobili z uporabo
peptona in fosfatnega pufra s soljo (pH 7,3). Boljsi rezultat pri uporabi Mitsuoka pufra (pH
6,5) avtorji pripisujejo predvsem sestavinam kot so cistein, Tween in agar.

Muto in sod. (2010), ki so dolocali skupno Stevilo bifidobakterij v prasnatih izdelkih
navajajo, da naj bi uporaba Mitsuoka pufra (pH 6,5) pri veéini vzorcev podala bistveno
boljse rezultate kot uporaba Ringerjeve raztopine (*/4 jakosti). Mitsuoka pufer (pH 6,5) naj
bi bil celo boljSi od osmih ostalih razred¢eval. Po njihovem mnenju naj bi bil razlog za
prednost pred ostalimi razredcevali prav v vsebnosti Tweena 80. Slednji omogoca, da se
celice probioti¢nih bakterij enakomerno razporedijo po raztopini, kar privede do boljSega
rezultata. Tudi dodatek fosfata v Ringerjevo raztopino naj bi izboljsal rezultat dolocanja
skupnega Stevila bifidobakterij. Ringerjeva raztopina naceloma ne vsebuje komponent, ki
bi uravnavale pH (npr. fosfati). Predvsem med rehidracijo izdelka naj bi bila stabilizacija
vrednosti pH pomemben ukrep, saj tako pove¢amo viabilnost bakterij.

Stevilni avtorji so pri svojih raziskavah kot razreddevalno raztopino uporabili fosfatni
pufer s soljo (pH 7,3). Tako so na primer Prasad in sod. (1999) v raziskavi proucevali in
selekcionirali razlicne seve laktobacilov in bifidobakterij s pomoéjo razred¢evalne
raztopine fosfatnega pufra s soljo (pH 7,3). Tudi Ouwehand in sod. (2004), ki so v
raziskavi opisovali vkljuCitev probioticnega seva Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB-
12 v ovsene zitne ploscice in njegovo prezivelost skozi Gl trakt po zauzitju izdelka, so
vzorce blata za dolocanje bakterij seva Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB-12
razredCevali v fosfatnem pufru s soljo. Le tega so za pripravo suspenzij uporabili tudi
Coeuret in sod. (2004) pri svoji raziskavi, v kateri so dolocali skladnost prisotnih
probioti¢nih bakterij v izdelkih s podatki na deklaraciji.

Glede na standard 1SO 6887-5 (2010) je za analize sira najprimernejSe razredcevalo 20 %
raztopina natrijevega citrata. Mi smo pri naSem poskusu uporabili 20 % raztopino
natrijevega citrata, ki smo ji dodali emulgator Tween 80 (1 g/L raztopine).

Za vzorce z visoko vsebnostjo mascob (npr. ve¢ kot 20 % od skupne teze) se priporoca
uporaba razredCeval, ki vsebujejo od 1 g do 10 g detergenta (Tween 80) na liter
razredcevala. Koli¢ina dodanega Tweena 80 naj bi bila premosorazmerna odstotku
mascobe, npr. ¢e vzorec vsebuje 40 % mascob v razred¢evalo dodamo 4 g/ Tweena 80
(ISO 6887-4, 2003).
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2.7 1ZBIRA GOJISCA

2.7.1 Ciste kulture

Podatki iz literature kazejo, da je izbira najprimernejSega gojisca odvisna predvsem od
proucevanega seva. Za doloCanje Cistith kultur bifidobakterij in laktobacilov se
najpogosteje uporablja gojis¢e MRS (de Man-Rogosa-Sharpe), ki se mu za vecjo
ucinkovitost pogosto doda cistein ali ogljikovi hidrati. Veliko pa je napisanega tudi o
prednostih uporabe gojis¢a RCMA (Reinforced Clostridial Medium agar). Prednost
njegove uporabe naj bi bila predvsem pri dolocanju celic, ki so bile izpostavljene stresu
(Champagne in sod., 2011).

2.7.2 Mesane kulture

Na temo ucinkovitosti diferencialnih in selektivnih gojiS¢ za dolo¢anje skupnega Stevila
specificnih vrst probiotikov v meSanih kulturah je bilo opravljenih Ze veliko raziskav.
Selektivna gojis¢a za dolocanje bifidobakterij vsebujejo sestavine kot npr. cistein,
askorbinsko kislino in natrijev sulfit (zniZzajo redoks potencial) ter antibiotike, kot sta
kanamicin in mupirocin. Bifidobakterije so v glavnem odporne proti tovrstnim
antibiotikom, laktobacili pa so dovzetnejsi. Izbira gojisca je odvisna tudi od vrste vzorca
(prasek, tableta, sir), vrste tar¢nega mikroorganizma in raznolikosti ostale mikrobne
populacije vzorca. Vseeno pa je potrebno poudariti, da selektivna gojiséa povzrocajo veéji

.....

rezultat lahko nizji (Champagne in sod., 2011).

28 RAZMERE INKUBACIJE

2.8.1 Temperatura

Naravno okolje vecine probioti¢nih sevov je GI trakt ljudi, zato je temperatura inkubacije
teh sevov obicajno 37 °C. Obstajajo pa primeri, kjer se inkubacija ne izvaja pri 37 °C, na
primer pri metodi dolo¢anja skupnega Stevila bakterij vrste L. casei v jogurtu se inkubacija
petrijevih plosS¢ izvaja pri 15 °C. Verjetno bi bila ta metoda primerna tudi za dolocanje
skupnega Stevila bakterij vrst L. rhamnosus in L. plantarum. Inkubacijska temperatura pa
je tudi parameter s katerim lahko doloCamo ekspresijo nekaterih bioloSkih aktivnosti
mikroorganizmov, kot npr. tvorba eksopolisaharidov pri bakterijah vrste L. rhamnosus. Na
splosno pa inkubacija probioti¢nih kultur le redko poteka pri temperaturah, razlicnih od
37 °C (Champagne in sod., 2011).

2.8.2 Atmosfera

Nekatere kulture lahko uspesno gojimo v aerobnih razmerah, vendar je najveckrat potreben
dodatek cisteina v gojisce. Vecina raziskovalcev zato preprosto izvaja inkubacijo v
anaerobnih razmerah. Obstajata dva nacina anaerobne inkubacije, in sicer z uporabo
posebnih posod (GasPack, AnaeroGen), v katerih z generatorji zagotovimo anaerobne
razmere, ter z uporabo anaerobnih komor, v katerih je atmosfera brez kisika. V tem
primeru je atmosfera sestavljena iz dusika, ogljikovega dioksida in vodika (Champagne in
sod., 2011).
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Potreba po zagotavljanju anaerobnih razmer inkubacije je od seva do seva razli¢na. Kadar
smo v dvomih glede inkubacije ali v aerobnih ali anaerobnih razmerah, je bolje da
inkubiramo v anaerobnih razmerah (Champagne in sod., 2011).

2.9 METODA STETJA KOLONIJ NA TRDIH GOJISCIH

.....

najpogostejsi nacin dolocanja Stevila mikroorganizmov v razliénih ekoloskih nisah (Zivila,
preparati, blato,...). Slabosti te metode so zamudna priprava sterilnega materiala in
obic¢ajno dolg ¢as inkubacije. Hkrati je to posredno in precej nespecificno dolocanje
velikosti populacije mikroorganizmov, saj gre za Stetje kolonij, ki so zrasle na trdih

.....

Celice lahko zaradi stresa med proizvodnjo in skladi§¢enjem preidejo iz kultivabilne oblike
v nekultivabilno, mirujo¢o obliko, to so t.i. VBNC celice (Zive a ne kultivabilne celice). Te
celice so sicer zive in metabolno aktivne, ne tvorijo pa kolonij, vendar pa lahko v ugodnih
razmerah zopet preidejo v kultivabilno obliko in tvorijo kolonije. Klasi¢na tehnika Stetja na
dobimo to¢nega rezultata oz. podatka o dejanskem Stevilu Zivih probioti¢nih bakterij v
vzorcu. Celice VBNC namre¢ prav tako kot kultivabilne izloajo metabolite, ki koristno
uc¢inkujejo na zdravje gostitelja (Davis, 2014).

Da bi delno zmanjSali razmeroma veliko napako pri doloc¢anju velikosti populacije
mikroorganizmov v zivilih ali pripravkih, si navadno pripravimo vecje Stevilo paralelk
nacepljenih plos¢ pri posamezni razred¢itvi. Velikost populacije v izhodnem vzorcu
izraGunamo z enacbo (1) (1SO 7218, 2007).

N= 2C
T (nl+01xn?)xd

- ()

Kjerje N........ Stevilo mikroorganizmov (KE/mL oz. KE/Q)
>C....... vsota kolonij na vseh Stevnih plos¢ah

ni....... Stevilo Stevnih plos¢ prve upostevane razredcitve
n2....... Stevilo Stevnih plos¢ drugeupoStevane razredcitve

d....... razredCitveni faktor.
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3

MATERIAL IN METODE

V nalogi smo uporabili osem (devet — pri vzorcu Waya LGG) razli¢nih razred¢eval za
pripravo Sestih razli¢nih vzorcev probioti¢nih izdelkov. Pri vsaki kombinaciji vzorca in
razredéevala smo uporabili pet (Sest — pri vzorcu sira LCA) razli¢nih postopkov obdelave
osnovne raztopine. Potek poskusa je prikazan na sliki 3.

Uporabili smo naslednja razredcevala:

Ringerjeva raztopina ¥ jakosti (RING),

20 % raztopina dikalijevega hidrogen fosfata (K,HPQO,),

20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom Tween-a 80 (1 g/L) (CITRAT+T),
peptonska voda (PV),

pufrirana peptonska voda (BPW),

fosfatni pufer s soljo (pH 7,3) (PBS),

Mitsuoka pufer (pH 6,5) (MITS),

anaerobni diluent (AD),

20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom Tween-a 80 (9 ¢g/L) (TWEEN) - samo
pri vzorcu oljnih kapljic Waya LGG.

Postopki obdelave osnovne raztopine, ki smo jih uporabili so bili nasledniji:

osnovna homogenizacija — obdelava z gnetilnikom 2 minuti (OS),
obdelava 60 sekund z laboratorijskim meSalom z rezili (UT),
mesanje 2-krat po 10 minut v gnetilniku pri srednji jakosti (MES),

inkubacija 2-krat po: 12 minut pri sobni temperaturi + 2 minuti obdelave v gnetilniku
(SOB),

inkubacija 2-krat po: 12 minut v inkubatorju pri 37 °C + 2 minuti obdelave v
gnetilniku (INK),

5 minutna inkubacija v vodni kopeli pri 45 °C + 2 minuti obdelave v gnetilniku
(KOPEL) - samo pri vzorcu sira LCA.

Vsak vzorec smo pripravili z vsakim razredéevalom (8-imi 0z. 9-imi pri Waya LGG) in
obdelali po vsakem izmed 5-ih, oz. 6-ih pri siru LCA, postopku. Za vsak vzorec smo
analizo delali v paralelkah.
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3.1  NACRT POSKUSA

V nalogi smo analizirali Sest razli¢nih probioti¢nih izdelkov z uporabo osmih ali devetih
razli¢nih razredCeval. Osnovne suspenzije vzorcev smo obdelali na pet ali Sest razli¢nih
nac¢inov. Vsak vzorec smo v dveh paralelkah analizirali po postopku, kot ga prikazuje slika
3.

VZOREC:
Novalac CC, Waya AB, Waya LGG, Lacto Seven, FloraZym, sir LCA

PREDPRIPRAVA:
drobljenje tablet, odprtje kapsul, meSanje olja, ribanje sira

PRIPRAVA OSNOVNE RAZTOPINE:
2 g + 198 mL razredCevala ali 20 g + 180 mL razredéevala

[AD] [RING] [BPW] [PV] [MITS] [KHPO,| [PBS] [CITRAT+T| [TWEEN*]

OSNOVNA HOMOGENIZACIJA 2 min v gnetilniku pri srednji hitrosti

RAZDELITEV OSNOVNIH RAZTOPIN NA ALIKVOTE |

1 min meSanje z 2x 10 min meSanje v 2x 12 min pri sobni T 2x 12 min pri 37°C | | 5 min pri 45°C in
lab. meSalom z rezili gnetilniku in 2 min gnetilnik in 2 min gnetilnik 2 min gnetilnikB

PRIPRAVA ZAPOREDNIH DECIMALNIH REDCITEV Z ISTIM RAZREDCEVALOM, KOT JE BILA PRIPRAVLIENA
OSNOVNA RAZTOPINA

METODA STETJA KOLONIJ NA TRDIH GOJISCIH MRS in TOS+M ZA LAKTOBACILE IN BIFIDOBAKTERIJE

VREDNOTENJE REZULTATOV

Slika 3: Potek poskusa

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: Ringerjeva raztopina /, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); TWEEN: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom Tweena 80 (9 g/L); OS: osnovna
homogenizacija; UT: laboratorijsko meSalom z rezili; MES: meSanje; SOB: inkubacija pri sobni temperaturi;
INK: inkubacija pri 37 °C; *: to razred&evalo smo uporabili samo pri vzorcu Waya LGG; ®: ta postopek
obdelave smo uporabili samo pri vzorcu sira LCA.
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3.2 MATERIALI

3.2.1 Razredcevalne raztopine

Razredcéevalne raztopine smo pripravljali sproti, ne ve¢ kot teden dni vnaprej. Do uporabe
smo jih hranili pri temperaturi hladilnika.

3.2.1.1 Anaerobni diluent

Anaerobni diluent (AD) smo pripravili tako, da smo ob segrevanju in meSanju na
meSalniku v demineralizirani vodi raztopili 0,56 g/L cistein-HCI (Merck, Darmstadt,
Nemcija), 8,5 g/L NaCl (Merck), 1 g/L mesnega peptona (Biolife, Milano, Italija) in 2 g/L
Zelatine (Fluka, Buchs). Ko so bile vse sestavine raztopljene, smo umerili vrednost pH na
7,0 in raztopino razdelili v steklenicke (500 mL) in epruvete (9 mL) ter avtoklavirali.

3.2.1.2 Ringerjeva raztopina % jakosti

Ringerjevo raztopino (RING) smo pripravili tako, da smo dve Ringerjevi tabletki (Merck)
raztopili v 1 L demineralizirane vode. Ko sta se tabletki raztopili smo umerili vrednost pH
na 6,9, raztopino razdelili v steklenic¢ke (500 mL) in epruvete (9 mL) ter avtoklavirali.

3.2.1.3 Pufrirana peptonska voda

Raztopino pufrirane peptonske vode (BPW) (ISO 6887-1:1999) smo pripravili tako, da
smo na meSalniku v 1 L demineralizirane vode raztopili 25,5 g dehidrirane meSanice za
pripravo pufrirane peptonske vode (BPW) (Merck). Raztopini smo najprej umerili vrednost
pH na 7,0 nato pa smo jo razdelili v steklenicke (500 mL) in epruvete (9 mL) ter
avtoklavirali.

Slika 4: Pripravljene razredéevalne raztopine po avtoklaviranju
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3.2.1.4 Peptonska voda

Peptonsko vodo (PV) (ISO 6887-1:1999) smo pripravili tako, da smo v 1 L
demineralizirane vode raztopili 8,5 g NaCl (Merck) in 1 g peptona iz kazeina (Merck). Ko
sta se obe sestavini raztopili, smo umerili vrednost pH na 7,0, raztopino razdelili v
steklenicke (500 mL) in epruvete (9 mL) ter avtoklavirali.

3.2.1.5 Mitsuoka pufer (pH 6,5)

Raztopino Mitsuoka pufra (MITS) (modificirano po Muto in sod., 2010) smo pripravili
tako, da smo v 1 L demineralizirane vode raztopili 4,5 g KH,PO, (Merck), 6 g Na,HPO,
(Merck), 0,5 g cistein hidroklorid-a (Merck) in 0,5 g Tweena 80 (Biolife). Ko so se vse
sestavine raztopile, smo umerili vrednost pH na 6,5, razdelili raztopino v steklenicke (500
mL) in epruvete (9 mL) ter avtoklavirali.

3.2.1.6 Raztopina dikalijevega hidrogen fosfata

Raztopino dikalijevega hidrogen fosfata (K,HPO,) smo pripravili tako, da smo v 1 L
demineralizirane vode raztopili 20 g K,HPO, (Merck), umerili vrednost pH na 7,5,
raztopino razdelili v steklenicke (500 mL) in epruvete (9 mL) ter avtoklavirali.

3.2.1.7 Fosfatni pufer s soljo (pH 7,3)

Fosfatni pufer s soljo (PBS) (Coeuret in sod., 2004) smo pripravili tako, da smo v 1 L
deminaralizirane vode raztopili 8 g NaCl (Merck), 0,2 g KCI (Sigma Aldrich, Saint Louis,
ZDA), 1,15 g Na,HPO4 (Merck) in 0,2 g KH,PO,4 (Merck). Ko so se vse sestavine
raztopile, smo umerili vrednost pH na 7,3, raztopino razdelili v stekleni¢ke (500 mL) in
epruvete (9 mL) ter avtoklavirali.

3.2.1.8 Raztopina natrijevega citrata z 0,1 % Tweena 80

Raztopino (CITRAT+T) smo pripravili tako, da smo v 1 L demineralizirane vode raztopili
20 g trinatrijevega citrata dihidrata (NasCsHs0,%x2H,0) (Merck) in 1 g Tween-a 80
(Biolife). Tween smo najprej zatehtali v ¢aso in mu dodali del vode ter meSali z magnetnim
meSalom, dokler nismo dobili homogene raztopine. V drugo posodo smo zatehtali
trinatrijev citrat dihidrat, mu dodali preostali del vode in nato $¢ homogeno zmes vode in
Tween-a. Tako pripravljeni raztopini smo umerili vrednost pH na 7,0, raztopino razdelili v
steklenicke (500 mL) in epruvete (9 mL) ter avtoklavirali.

3.2.1.9 Raztopina natrijevega citrata z 0,9 % Tweena 80

Raztopino (TWEEN) smo pripravili tako, da smo v 1 L demineralizirane vode raztopili 20
g trinatrijevega citrata dihidrata (Na3CsHsO7%x2H,0) (Merck) in 9 g Tweena 80 (Biolife).
Tween smo najprej zatehtali v ¢aso in mu dodali 100 ml vode ter meSali z magnetnim
meSalom dokler nismo dobili homogene raztopine. V drugo posodo smo zatehtali
trinatrijev citrat dihidrat, mu dodali vodo (900 mL), nato pa smo dodali Se zmes vode in
Tweena. Tako pripravljeni raztopini smo umerili vrednost pH na 7,0, raztopino razdelili v
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steklenicke (500 mL) in epruvete (9 mL) ter avtoklavirali. To razred¢evalno raztopino smo
uporabili le pri analizi vzorca Waya LGG.

3.2.2 Vzorci prehranskih dodatkov in funkcionalnih Zivil

Analizirali smo Sest razlicnih vzorcev prehranskih dodatkov in funkcionalnih zivil, ki
vsebujejo probioti¢ne bakterije. Gre za komercialno dostopne izdelke, ki smo jih po
nakupu hranili v razmerah, navedenih na deklaracijah. V ¢asu analize so bili vsi vzorci
znotraj roka uporabe, oznacenega na embalazi. Analizirali smo naslednje vzorce: mle¢na
formula za dojencke Novalac CC, probiotik Waya AB, probioti¢ne kapljice Waya LGG,
prehranski dodatek Lacto Seven, prehransko dopolnilo FloraZym in sir LCA (Preglednica
3). Za vsak vzorec smo naredili dve ponovitvi.
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Preglednica 3: Predstavitev vzorcev prehranskih dodatkov in funkcionalnih Zivil

IME IN LASTNOSTI
VZORCA

DEKLARIRANE BAKTERIJSKE
VRSTE

SLIKA IZDELKA

NOVALAC CC:

Milecna formula (mleko v
prahu) za dojencke z
dodanima probioti¢nima
bakterijama

L. rhamnosus
B. lactis

WAYA AB:
Prehransko dopolnilo; pradek

B. bifidum (N1ZO 3804)

B. lactis (N1ZO 3680)

L. acidophilus (2x) (N1ZO 3678, N1ZO
3887)

L. paracasei (N1ZO 3672)

L. plantarum (NI1ZO 3684)

L. rhamnosus ( N1ZO 3689)

L. salivarius (NI1ZO 3675)

E. faecium (NI1Z0O3886)

WAYA LGG:

Probioti¢ne kapljice (olje), za
dojencke in otroke; vsebujejo
mikrokapsulirano obliko

L. rhamnosus GG (LGG)

LACTO SEVEN:

Prehransko dopolnilo; tablete,
ki vsebujejo sedem sevov
bakterij (za$Citna ovojnica iz
lipidov in ogljikovih hidratov)
in inulin

L. acidophilus
L.casei

L. plantarum

L. reuteri
L.rhamnosus

B. longum

Str. thermophilus

FLORAZYM:

Prehransko dopolnilo;
kapsule, ki vsebujejo
kombinacijo encimov,
probiotikov in prebiotikov

L. acidophilus DDS-1
L.bulgaricus DDS-14
B. bifidum

SIR LCA:
Probioti¢ni poltrdi sir

B. animalis - BB 12
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3.2.3 Gojisca in dodatki

.....

¢ MRS (de Man-Rogosa-Sharpe) agar (za dolocanje laktobacilov) in
e TOS z dodatkom mupirocina (TOS+M) (za dolo¢anje bifidobakterij).

Gojisca smo pripravljali sproti, najvec teden dni vnapre;.

3.2.3.1 Gojisce MRS

Gojis¢e MRS smo pripravili tako, da smo zatehtali 13,64 g (68,2 g/L) praSnatega gojisca
MRS agar (Merck) in mu dodali 200 mL demineralizirane vode ter dobro premesali. Potem
smo gojis¢e 15 min avtoklavirali pri 118 °C.

Pred uporabo smo gojisce raztopili v mikrovalovni pecici in ga do razlivanja hranili v
vodni kopeli pri temperaturi 45 °C. Gojis¢e smo uporabili za doloCanje skupnega Stevila
laktobacilov s klasi¢no metodo Stetja kolonij na ploscah.

3.2.3.2 Gojisce TOS z dodatkom mupirocina

Gojis¢e TOS+M smo pripravili tako, da smo v steklenicke zatehtali po 12,5 g (62,5 g/L)
prasnatega gojisca TOS (Yakult, Japonska) in mu dodali 200 mL demineralizirane vode.
Sledilo je avtoklaviranje 15 min pri 115 °C.

Gojis¢e smo po avtoklaviranju hranili v hladilniku in ga pred uporabo raztopili v
mikrovalovni pec€ici. Raztopljeno gojis¢e smo do prelivanja petrijevih plos¢ hranili v vodni
kopeli pri temperaturi 45 °C.

Tik pred prelivanjem pa smo v 200 mL ustrezno ohlajenega gojis¢a TOS (45-50 °C) dodali
1 mL zalozne raztopine predhodno pripravljenega antibiotika mupirocina. Koncentracija
mupirocina v gojiscu je bila 0,05 mg/mL.

Gojisce smo uporabili za dolocanje skupnega Stevila bifidobakterij s klasi¢no metodo Stetja
kolonij na plos¢ah.

Mupirocin je antibiotik, ki zavira rast mlecnokislinskih bakterij ne zavira pa rasti
bifidobakterij. Za pripravo zalozne raztopine antibiotika smo zatehtali 50,0 mg mupirocina
(AppliChem, Darmstadt, Nemcija), dodali 2 mL 96 % etanola, dobro premesali in dodali Se
3 mL sterilne destilirane vode. Koncentracija tako pripravljene zalozne raztopine
mupirocina je bila 10 mg/mL. Pripravljeno zaloZno raztopino smo takoj uporabili ali pa do
uporabe hranili pri -20 °C.
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3.3 METODE

3.3.1 Predpriprava vzorcev

Od oblike vzorca (tableta, fermentiran mlec¢ni izdelek, prasek) je bila odvisna tudi
predpriprava pred pripravo osnovnih raztopin. Postopke predpriprave izdelkov prikazuje
preglednica 4, vse delo pa je potekalo v asepticnih razmerah z uporabo sterilne opreme.
Tako pripravljene vzorce smo uporabili za pripravo osnovnih raztopin.

Preglednica 4: Nacini priprave vzorcev pred zacetnim vzoréenjem

VZOREC PREDPRIPRAVA
NOVALAC CC ni potrebna
WAYA AB ni potrebna
WAYA LGG vsebino steklenic¢ke dobro pretresemo
LACTO SEVEN tablete razdrobimo v terilnici
FLORAZYM kapsulo razpremo in vsebino stresemo v sterilno vrec¢ko za tehtanje
SIR LCA sir naribamo v asepti¢nih razmerah

3.3.2 Priprava osnovnih raztopin

Za pripravo osnovnih raztopin posameznega izdelka smo uporabljali sterilne vrecke za
homogenizacijo. Vsak vzorec smo z vsakim razred¢evalom analizirali dvakrat.

Osnovne raztopine vzorcev smo pripravili tako, da smo v asepti¢nih razmerah zatehtali po
2 g (Waya AB, Waya LGG, Lacto Seven in FloraZym) oz. po 20 g (sir LCA in Novalac
CC) vsakega vzorca in k vsaki zatehti dodali 198 g oz. 180 g posameznega razredcevala,
kar pomeni, da smo zatehtane koli¢ine vzorcev 10% oz. 107 razred¢ili. Tako smo dobili
osnovne raztopine posameznega vzorca z vsakim razred¢evalom posebe;j.

3.3.3 Osnovna homogenizacija
Vzorce smo v osnovni raztopini, v vsakem razredCevalu, 2 minuti homogenizirali v
gnetilniku pri srednji jakosti.

Nato smo od osnovnih raztopin posameznega vzorca odpipetirali po 1 mL in pripravili
ustrezne decimalne razred¢itve (tocka 3.3.4).

Ostali del primarnih raztopin, obdelanih z osnovnim postopkom, smo razdelili na 4, oz. pri
vzorcu sira LCA na 5, enakih delov ter jih obdelali po ostalih postopkih obdelave (tocke
3.3.3.2do 3.3.3.6).

3.3.4 Obdelava

Pred nadaljnjim razred¢evanjem in nacepljanjem, smo 0Snovne raztopine nadalje obdelali s
Stirimi in pri siru s petimi nacini:
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e Laboratorijsko mesalo z rezili — ang. Ultra turrax (UT)

Po osnovni homogenizaciji smo alikvot osnovne raztopine meSali z laboratorijskim
meSalom z rezili 1 minuto (60 sekund).

e Mesanje (MES)
Po osnovni homogenizaciji smo alikvot osnovne raztopine 2-krat izpostavili 10-minutnemu
meSanju v gnetilniku (pri srednji jakosti), ki smo ga vmes prekinili za 5 minut.

e Inkubacija pri sobni temperaturi (SOB)

Po osnovni homogenizaciji smo alikvot osnovne raztopine 12 minut inkubirali pri sobni
temperaturi in nato izvedli 2-minutno meSanje v gnetilniku (pri srednji jakosti). Postopek
inkubacije in meSanja smo Se enkrat ponovili.

e Inkubacija pri 37 °C (INK)

Po osnovni homogenizaciji smo alikvot osnovne raztopine inkubirali 12 minut v
inkubatorju pri 37 °C, sledilo je 2-minutno meSanje v gnetilniku (pri srednji jakosti).
Postopek inkubacije in meSanja smo Se enkrat ponovili.

e Kopel (KOPEL) — samo pri vzorcu sir LCA

Po osnovni homogenizaciji smo alikvot osnovne raztopine inkubirali 5 minut v vodni
kopeli (45 °C), nato smo jo meSali 2 minuti v gnetilniku (pri srednji jakosti).

3.3.5 Metoda Stetja kolonij na trdih gojis¢ih in vrednotenje rezultatov

a) Razredcéevanje in nacepljanje

V asepti¢nih razmerah in s sterilnimi pripomoc¢ki sSmo po vsakem izmed koncanih
postopkov obdelave naredili ustrezne razred¢itve obdelanih osnovnih raztopin.
Razredcevali smo z istim razredCevalom, kot smo ga uporabili pri pripravi osnovne
raztopine. Uporabili smo postopek zaporednega decimalnega razred¢evanja po Kochu, kar
pomeni, da smo odpipetirali 1 mL osnovne raztopine (obdelanem po enem izmed
postopkov obdelave) in ga dodali v epruveto z 9 mL ustreznega razred¢evala. Vsebino
epruvete smo premeSali na vrtinéniku in postopek ponavljali do Zelene decimalne
razredCitve vzorca. Nato smo po 1 mL ustreznih razredéitev prenesli na petrijeve plosce.
Vsako razred¢ino vzorca smo nacepili na Stiri petrijeve plosce, ki smo jih nato prelili, dve z
gojis¢em MRS in dve z gojis¢em TOS+M.
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Slika 5: Razredéevanje in nacepljanje

b) Prelivanje z gojis¢i

.....

prelivanja hranili v vodni kopeli (45 °C). Gojisée in vzorec smo pazljivo premesali.

¢) Inkubacija

Petrijeve plosce z nacepljenimi in strjenimi gojis¢i smo zlozZili v anaerobne Skatle, dodali
generatorje anaerobnih razmer (Anaer, BioMérieux, Francija) in Skatle tesno zaprli. Sledila
je 72 urna inkubacija pri 37 °C .

Slika 6: Gojis¢a po 72 — urni inkubaciji
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d) Stetje zraslih kolonij in izra¢un

Po inkubaciji smo s pomocjo Stevca kolonij (Slika 7) presteli izrasle kolonije. Po enacbi (1)
smo izraCunali Stevilo laktobacilov (upostevali smo plos¢e z gojis¢em MRS) in
bifidobakterij (upostevali smo plosce z gojis¢em TOS+M).

Izracunali smo tudi povpre¢ne vrednosti obeh meritev in nato rezultate pretvorili v log
KE/qg.

Slika 7: Stetje zraslih kolonij po 72 — urni inkubaciji

3.3.6 Statisti¢na obdelava rezultatov

Statisticna metoda, ki nam pove ali se trije ali ve¢ vzorcev med seboj statisti¢no razlikujejo
v doloceni lastnosti je analiza variance (ANOVA) (Field, 2005). Analizo variance
uporabimo, kadar nas zanima, ali obstaja razlika med aritmeti¢nimi sredinami (KneZzevi¢,
2006). Za statisticno obdelavo smo uporabili program SigmaPlot 11.0 (Systat Software,
Nemcija) s katerim smo izvedli test ANOVA na rangih po metodi Kruskal-Wallis.
Statisticno znacilne razlike med posameznimi skupinami smo nato ugotavljali s testom
mnogoterih primerjav po Dunn-u.

Nicelna hipoteza (Hp) trdi, da ni razlik med aritmeti¢nimi sredinami vzorcev (Knezevic,
2006). To pomeni, da so povpre¢ja v skupinah vzorcev statisticno enaka, ko se ob
upoStevanem tveganju ne razlikujejo med seboj. V raziskavah se najpogosteje uposteva, da
obstaja statisticno znacilna razlika med vzorci kadar je stopnja tveganja manjsa od 0,05
(P<0,05), Kadar je stopnja tveganja ve¢ja od 0,05 (P>0,05) med vzorci ni statistiCo
znacdilne razlike (Field, 2005).
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3.4

LABORATORIJSKA OPREMA
Avtoklav (A-21 CA Kambic, Slovenija),

Inkubator (BT 150, Marijan Krokter, Slovenija)
Mikrovalovna pecica (32L Bosch, Nemcija)

pH meter (Mettler Toledo MP 120, Mettler, Nemcija)
Ultra Turrax (IKA, Nemcija)

Gnetilnik (BagMixer, Interscience, Francija)

Anaerobne Skatle z generatorji anaerobnih razmer (GENBox anaer, BioMérieux,
Francija)

Laboratorijska oprema: tehtnice, petrijeve plosce, steklovina, pipete, pincete,
stojala, gorilnik, kuhalnik, homogenizacijske vrecke.
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4 REZULTATI

Osnovni rezultati Stetja zraslih kolonij iz dveh ponovitev za posamezen vzorec so podani v
Prilogi A (A1-A6). V prilogi B (B1-B8) pa so podani rezultati statistiCne primerjave
rezultatov. V poglavjih od 4.1 do 4.6 so podana povprecna Stevila bakterij izrazena v log
KE/qg.

41 NOVALACCC

Iz rezultatov dolocanja skupnega Stevila bifidobakterij in laktobacilov v vzorcu Novalac
CC (preglednica 5) vidimo, da med postopki obdelave ni bilo znacilnih razlik v rezultatih
tako pri dolocanju bifidobakterij kot tudi laktobacilov. Glede na razred¢evalo smo pri
doloc¢anju bifidobakterij dobili z uporabo Mitsuoka pufra (pH 6,5), natrijevega citrata z
dodatkom Tweena 80 (1 g/L) in dikalijevega hidrogen fosfata viSje Stevilo kot pri uporabi
Ringerjeve raztopine (Priloga B1). Pri dolo¢anju laktobacilov pa smo ViSje Stevilo dobili z
uporabo fosfatnega pufra s soljo (pH 7,3), pufrirane peptonske vode, anaerobnega diluenta
in peptonske vode kot pri uporabi natrijevega citrata z dodatkom Tweena 80.

Preglednica 5: Povpre¢ne vrednosti skupnega Stevila bifidobakterij in laktobacilov v vzorcu Novalac CC

OBDELAVA RAZREDCEVALO
AD RING BPW PV MITS K,HPO, PBS CITI?FAT * P
Stevilo bifidobakterij (log KE/g)
oS 7,38 7,13 731 | 7,34 7,47 7,40 7,38 7,40
uT 7,35 7,30 735 | 7,35 7,50 7,40 7,34 7,39
MES 7,33 7,29 7,40 | 7,40 7,37 7,34 7,40 7,41 20,05
SOB 7,36 7,26 737 | 7,37 7,56 7,43 7,41 7,43
INK 7,52 7,25 7,39 | 7,36 7,41 7,35 7,37 7,37
Povpredje 739 |[7,25"°¢| 736 | 7,36 | 746" | 7,38 7,38 7,40°
Stevilo laktobacilov (log KE/g)
oS 7,72 7,52 7,72 | 7,68 7,70 7,62 7,73 7,36
uT 7,80 7,62 766 | 7,74 7,77 7,86 7,78 7,47
MES 7,78 7,75 783 | 7,77 7,66 7,45 7,78 7,54 20,05
SOB 7,73 7,67 7,88 | 7,74 7,72 7,62 7,85 7,43
INK 7,87 7,72 7,78 | 7,70 7,66 7,55 7,82 7,41
Povpregje 7,78 | 766 | 7,78%|772°| 7,70 7,62 7,79% | 7,44%CP

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: Ringerjeva raztopina */, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko mesalo z rezili; MES: me3anje; SOB:
inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; * & © P §tevila z enakimi oznakami se med seboj
statisti¢no znacilno razlikujejo (p<0,05).
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42 WAYAAB

Glede na rezultate predstavljene v preglednici 6 lahko recemo, da pri dolocanju
bifidobakterij in laktobacilov med postopki obdelave ni bilo znacilnih razlik v rezultatih.
Glede na razred¢evala smo z uporabo Mitsuoka pufra (pH 6,5), anaerobnega diluenta in
dikalijevega hidrogen fosfata v primerjavi z natrijevim citratom z dodatkom Tweena 80
pri dolocanju bifidobakterij dobili visje rezultate (Priloga B3). Pri doloc¢anju laktobacilov
pa smo z uporabo anaerobnega diluenta dobili visje Stevilo kot z uporabo natrijevega
citrata z dodatkom Tweena 80 (1g/L), fosfatnega pufra s soljo (pH 7,3), pufrirane
peptonske vode in peptonske vode. Prav tako smo vi§je Stevilo pri dolo¢anju laktobacilov
dobili z uporabo Ringerjeve raztopine, dikalijevega hidrogen fosfata, Mitsuoka pufra (pH
6,5) in peptonske vode Vv primerjavi z uporabo natrijevega citrata z dodatkom Tweena 80
(1 g/L).

Preglednica 6: Povpre¢ne vrednosti skupnega Stevila bifidobakterij in laktobacilov v vzorcu Waya AB

RAZREDCEVALO

OBDELAVA | aDp RING | BPW PV | MITS | K,HPO, | PBS C'I'?FAT P

Stevilo bifidobakterij (log KE/g)
0S 8,63 8,57 8,49 8,58 8,62 8,51 8,51 8,10
uT 8,67 8,56 8,49 8,44 8,67 8,58 8,52 8,29
MES 8,51 8,54 8,73 8,47 8,46 8,54 8,44 8,32 20,05
SOB 8,67 8,49 8,56 8,51 8,60 8,63 8,57 8,09
INK 8,53 8,56 8,39 8,50 8,61 8,55 8,43 8,45
Povpredje 8,60° 8,54 8,53 8,50 8,59" 8,56° 8,49 8,25"BC

Stevilo laktobacilov (log KE/g)
0S 9,22 8,97 8,91 8,99 8,94 8,94 8,90 8,75
uT 9,16 8,89 8,91 8,85 8,97 8,95 8,86 8,74
MES 9,25 8,95 8,95 8,92 8,88 9,03 8,90 8,81 20,05
SOB 9,21 9,03 8,86 8,92 8,98 8,88 8,94 8,69
INK 9,21 8,96 8,91 8,92 8,95 8,96 8,86 8,79
Povpredje 9,21"BCP [ 8 96" 8,90° | 8,92°" | 8,04° 8,95" 8,89° | 8,76"F"CH

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: Ringerjeva raztopina '/, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko mesalo z rezili; MES: me3anje; SOB:
inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; 8 ¢ P& F.G H: evila z enakimi oznakami se
med seboj statisti¢no znacilno razlikujejo (p<0,05).

43 WAYALGG

Iz rezultatov dolocanja skupnega Stevila bifidobakterij v vzorcu Waya LGG (preglednica
7) vidimo, da med postopki obdelave ni bilo znaCilnih razlik v rezultatih. Glede na
razredéevalo smo pri dolocanju bifidobakterij dobili z uporabo peptonske vode in
fosfatnega pufra s soljo visje Stevilo kot z uporabo Mitsuoka pufra (pH 6,5) in raztopin
natrijevega citrata z dodatkom tako 1 g/L Tweena 80 kot tudi 9 g/L Tweena 80 (priloga
B5). Prav tako smo viSje Stevilo dobili z uporabo anaerobnega diluenta, dikalijevega
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hidrogen fosfata, pufrirane peptonske vode in Ringerjeve raztopine kot z uporabo
natrijevega citrata z dodatkom 9 g/L Tweena 80.

Preglednica 7: Povpreéne vrednosti skupnega Stevila laktobacilov v vzorcu Waya LGG

RAZREDCEVALO
OBDELAVA | ap | RING | BPW | PV | MITS | K,HPO, | PBS C'IF.QFAT Tween | P
Stevilo laktobacilov (log KE/g)
OS 9,32 | 9,39 9,40 9,50 9,23 9,39 9,39 9,17 9,18
uT 9,34 | 9,29 9,34 9,48 9,25 9,33 9,35 9,10 9,16
MES 9,29 | 9,32 9,32 9,53 9,17 9,40 9,32 9,20 9,03 >0,05
SOB 9,39 | 9,31 9,34 9,52 9,22 9,29 9,38 9,26 9,13
INK 9,37 | 9,33 9,26 9,26 9,18 9,33 9,37 9,19 9,17
Povpredje 934° | 933 | 9,33 | 9,46°BC | 92157 | 9,357 | 936°FF | 9,10°F | 9,13~DCAT

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: Ringerjeva raztopina */, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); TWEEN: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom Tweena 80 (9 g/L); OS: osnovna
homogenizacija; UT: laboratorijsko mesalo z rezili; MES: meSanje; SOB: inkubacija pri sobni temperaturi;
INK: inkubacija pri 37 °C; & B © P EF G H LI «tevila z enakimi oznakami se med seboj statistiéno znacilno
razlikujejo (p<0,05).

44  LACTO SEVEN

Povpre¢ne vrednosti obeh ponovitev doloanja skupnega Stevila bifidobakterij in
laktobacilov v vzorcu Lacto Seven prikazuje preglednica 8. Glede na rezultate statistice
primerjave razredceval v prilogi B7 lahko recemo, da smo pri dolo¢anju bifidobakterij
visje Stevilo dobili z uporabo Ringerjeve raztopine, Mitsuoka pufra (pH 6,5), anaerobnega
diluenta, peptonske vode in fosfatnega pufra s soljo (pH 7,3), kot z uporabo natrijevega
citrata z dodatkom Tweena 80 (1 g/L). Pri dolo¢anju laktobacilov smo vi$je Stevilo dobili z
uporabo Ringerjeve raztopine, pufrirane peptonske vode in Mitsuoka pufra (pH 6,5) kot z
uporabo natrijevega citrata z dodatkom Tweena 80 (1 g/L). NiZje Stevilo pa smo pri
dolo¢anju laktobacilov dobili z uporabo dikalijevega hidrogen fosfata v primerjavi z
Ringerjevo raztopino in pufrirano peptonsko vodo. V prilogi B8 so predstavljeni rezultati
statisticne primerjave razli¢nih obdelav, kjer vidimo, da pri dolo¢anju laktobacilov
obdelave niso znacilno vplivale na rezultat. Pri dolo¢anju bifidobakterij pa smo visje
Stevilo dobili z inkubacijo pri sobni temperaturi in obdelavo z laboratorijskim meSalom z
rezili, kot pa z inkubacijo pri 37 °C.
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Preglednica 8: Povpre¢ne vrednosti skupnega $tevila bifidobakterij in laktobacilov v vzorcu Lacto Seven

RAZREDCEVALO
OBDELAVA AD RING BPW PV MITS K,HPO, PBS CITBI_AT
Stevilo bifidobakterij (KE/g)
(ON] 8,11 8,27 7,86 7,82 8,15 8,02 7,97 7,55
uT 8,01 8,21 8,14 8,09 8,19 8,09 8,13 7,59
MES 8,20 8,11 7,73 7,94 8,04 7,87 7,96 7,41
SOB 8,09 8,24 8,32 8,24 8,32 7,87 8,10 7,73
INK 7,78 8,03 7,75 7,98 8,03 7,60 7,81 7,25
Stevilo laktobacilov (KE/g)
(ON] 8,29 8,46 8,38 8,19 8,28 8,62 8,13 7,94
uT 8,25 8,40 8,42 8,26 8,27 8,56 8,23 7,88
MES 8,28 8,35 8,35 8,13 8,19 8,50 8,10 7,84
SOB 8,32 8,44 8,56 8,48 8,38 8,56 8,13 7,92
INK 8,08 8,27 8,34 8,27 8,23 8,34 8,09 7,76

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: ringerjeva raztopina “/, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko mesalo z rezili; MES: me3anje; SOB:
inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C.

45 FLORAZYM

Iz rezultatov dolo¢anja skupnega Stevila bifidobakterij in laktobacilov v vzorcu FloraZym
(Preglednica 9) vidimo, da med postopki obdelave ni znacilnih razlik v rezultatih. Glede na
razredéevalo smo pri dolo¢anju bifidobakterij vi§je Stevilo dobili z uporabo pufrirane
peptonske vode in anaerobnega diluenta kot pa z uporabo fosfatnega pufra s soljo (pH 7,3),
Ringerjeve raztopine in dikalijevega hidrogen fosfata. Prav tako smo visje Stevilo dobili z
uporabo peptonske vode in Mitsuoka pufra (pH 6,5) v primerjavi z uporabo fosfatnega
pufra s soljo (pH 7,3) in Ringerjeve raztopine. Pri dolo¢anju laktobacilov smo glede na
razredCevalo z uporabo pufrirane peptonske vode in anaerobnega diluenta dobili visje
Stevilo kot z uporabo natrijevega citrata z dodatkom Tweena 80 (1 g/L) in dikalijevega
hidrogen fosfata. Nizje Stevilo pri doloCanju laktobacilov smo z uporabo natrijevega citrata
z dodatkom Tweena 80 (1 g/L) dobili tudi v primerjavi z Mitsuoka pufrom, fosfatnim
pufrom s soljo in peptonsko vodo (Preglednica 9).
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Preglednica 9: Povpre¢ne vrednosti skupnega $tevila bifidobakterij in laktobacilov v vzorcu FloraZym

RAZREDCEVALO

OBDELAVA AD RING BPW PV MITS | K;HPO, PBS CI-TI_AT P

Stevilo bifidobakterij (KE/g)
(O] 9,95 9,65 10,26 9,97 | 10,15 9,72 9,74 9,95
uT 10,36 9,79 10,34 | 10,11 | 10,58 9,80 9,71 9,84
MES 10,56 9,53 9,96 10,08 | 9,81 9,61 9,60 10,21 >0,05
SOB 10,33 9,75 10,40 | 10,18 | 9,85 9,83 9,70 9,85
INK 9,90 9,52 10,40 9,75 9,86 9,62 9,59 9,98
Povpregje 10,22PFF | 9,658FH7 | 10,274%C | 10,0257 | 10,05" 9,71°F [ 9,677P¢! 9,96

Stevilo laktobacilov (KE/g)
(O] 10,04 9,92 10,30 9,93 | 10,08 9,91 9,96 9,60
uT 9,96 9,98 10,03 9,89 | 10,42 9,84 10,02 9,67
MES 10,39 9,93 10,01 9,92 9,94 9,89 9,93 9,67 >0,05
SOB 10,08 9,97 10,29 | 10,25 | 9,93 9,83 10,02 9,90
INK 10,05 9,84 10,02 | 10,01 | 9,92 9,92 9,98 9,50
Povpregje 10,08%P 9,97 10,29 | 10,25° | 9,93F 9,838P 10,027 | 9,90"CEFC

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: ringerjeva raztopina */, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko mesalo z rezili; MES: me3anje; SOB:
inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; 8 © P EF G H LI gtayila 7 enakimi oznakami se
med seboj statisticno znacilno razlikujejo (p<0,05).

46 SIRLCA

Povprec¢ne vrednosti obeh ponovitev dolo¢anja skupnega Stevila bifidobakterij v vzorcu
sira LCA so predstavljeni v preglednici 10. Glede na rezultate statistiCe primerjave
razred¢eval v prilogi B11 lahko re¢emo, da smo pri dolo¢anju bifidobakterij z uporabo
natrijevega citrata z dodatkom Tweena 80 (1 g/L) dobili visje Stevilo kot z uporabo
peptonske vode, pufrirane peptonske vode, dikalijevega hidrogen fosfata in Ringerjeve
raztopine. Prav tako smo viSje Stevilo dobili z uporabo fosfatnega pufra s soljo (pH 7,3),
kot pa z uporabo peptonske vode. V prilogi B12 so predstavljeni rezutati statistiCne
primerjave obdelav kjer vidimo, da smo visje Stevilo dobili z inkubacijo pri 45 °C kot pri
inkubaciji pri 37 °C, meSanju v gnetilniku, inkubaciji pri sobni temperaturi in osnovni
obdelavi.
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Preglednica 10: Povpre¢ne vrednosti skupnega $tevila bifidobakterij v vzorcu sir LCA

RAZREDCEVALO
OBDELAVA
AD | RING | BPW | PV MITS | K,HPO, | PBS C'TﬁAT
Stevilo bifidobakterij (log KE/g)

0S 740 [ 7,29 | 7,06 | 6,99 7,33 7,30 7,39 7,76
uT 741 | 733 | 743 | 7,37 7,23 7,32 7,66 7,96
MES 749 | 724 | 7,05 | 7,13 7,37 7,27 7,39 7,49
SOB 744 | 728 | 7,12 | 6,95 7,44 7,24 7,35 7,52
INK 738 | 7,25 | 7,26 | 7,09 7,29 7,11 7,40 7,49
KOPEL 745 | 762 | 765 | 7,70 8,33 8,12 8,22 8,14

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: ringerjeva raztopina '/, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,4: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko mesalo z rezili; MES: mesanje;
SOB: inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; KOPEL.: inkubacija pri 45 °C.
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5 RAZPRAVA

Danes je paleta probioti¢nih izdelkov zelo §iroka, od prasnatih pripravkov, mlecnih formul
za dojencke, tablet, fermentiranih mle¢nih izdelkov in celo Zve€ilnih gumijev. Vsi ti
izdelki se po sestavi zelo razlikujejo, zato je potrebno postopke priprave vzorca za
mikrobioloSko analizo prilagoditi oz. optimizirati glede na matriks - sestavo vzorca, ki ga
proucujemo. Prav tako je pomembno, katere mikroorganizme bomo v vzorcu dolocali,
koliko vzorcev bomo analizirali, kako hitro potrebujemo rezultate, kako natan¢ne rezultate
zelimo/potrebujemo, itd. Vse to so pomembni podatki, ki jih moramo upostevati kadar se
odlo¢amo kateri nacin priprave vzorca izbrati in katero razredCevalo je najustreznejSe za
nas vzorec.

Do podobnih ugotovitev smo prisli tudi v nasi nalogi. Ceprav so bile razlike med rezultati
uporabe razlicnih postopkov obdelave oz. razli¢nih razredCeval majhne in smo vec¢inoma
dobili primerljive rezultate, pa so nasi rezultati pokazali, da ne moremo izpostaviti enega
0z. univerzalnega razred¢evala, ki bi nam pri mikrobiolodkih analizah probioti¢nih
izdelkov vseh oblik (prasek, tableta, fermentiran mle¢ni izdelek) podal najboljsi rezultat.
Razli¢ni avtorji izpostavljajo nekatera razredCevala kot najboljSa za dolocanje skupnega
Stevila bifidobakterij in laktobacilov. Med njimi pogosto zasledimo taka, ki vsebujejo
pepton, NaCl, Ringerjevo tableto in/ali fosfatne soli (Campagne in sod., 2011). Glede na
podatke iz literature smo pri nasem poskusu uporabili osem razli¢nih razredéeval, ki so
imela razli¢no sestavo. Razred¢evala se med seboj ne razlikujejo le po sestavi, ampak tudi
po zamudnosti in nadinu priprave. Med najenostavnejSe za pripravo uvr§¢amo Ringerjevo
raztopino (*/ jakosti) (RING), peptonsko vodo (PV), pufrirano peptonsko vodo (BPW) in
20 % raztopino dikalijevega hidrogen fosfata (K;HPO,). Priprava ostalih razred¢eval pa je
bolj zamudna, saj vsebujejo ve¢ komponent, pri nekaterih (npr. anaerobni diluent) pa je
potrebno tudi daljSe segrevanje, da se komponente raztopijo. Pomemben korak pri pripravi
razredéeval je tudi umerjanje vrednosti pH. Ugotovili smo, da se vrednost pH anaerobnega
diluenta (AD) precej zniza po dodatku cisteina, zato smo pH umerjali Sele po dodatku vseh
komponent razred¢evala.

Uporabo Mitsuoka pufra (pH 6,5) za dolocanje Stevila probioticnih mikroorganizmov,
predvsem bifidobakterij, priporocajo Campagne in sod. (2011), Muto in sod. (2010) in Abe
in sod. (2009). Muto in sod. (2010) navajajo, da je uporaba Mitsuoka pufra (pH 6,5) za
analizo bifidobakterij dala boljSe rezultate v primerjavi z ostalimi tremi razredéevali
(RING, PV in BPW). Po porocanju Abe in sod. (2009) je uporaba Mitsuoka pufra (pH 6,5)
podala najboljSe rezultate v primerjavi z ostalimi osmimi razredcevali, ki so jih uporabili
pri doloc¢anju skupnega Stevila bifidobakterij. Po njihovem mnenju naj bi bil Mitsuoka
pufer (pH 6,5) primeren za doloc¢anje skupnega stevila bifidobakterij v prasnatih in tekocih
vzorcih in zadovoljiv pri ostalih probioti¢nih izdelkih. Tudi mi smo pri dolocanju
bifidobakterij z uporabo Mitsuoka pufra (pH 6,5) dobili dobre rezultate. Poudariti pa
moramo, da so odstopanja med rezultati uporabe nekaterih razredéeval majhna. Primerljive
rezultate kot z uporabo Mitsuoka pufra (pH 6,5) smo dobili tudi z uporabo anaerobnega
diluenta, ki pa se je zelo dobro izkazal tudi pri dolocanju laktobacilov. Na splosno lahko
re¢emo, je za dolocanje mesanih kultur laktobacilov in bifidobakterij primernejsi slednji, o
¢emer piSejo tudi Champagne in sod. (2011), ki za analize meSanih kultur priporoc¢ajo
uporabo razredCeval, ki vsebujejo komponente kot so pepton ter cistein. Za dolocanje
bifidobakterij pa bi dali prednost Mitsuoka pufru (pH 6,5). Vendar moramo ob tem
poudariti zahtevno in predvsem dolgotrajno pripravo anaerobnega diluenta in Mitsuoka
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pufra (pH 6,5), zaradi Cesar bi za analizo vecjih koli¢in vzorcev morda raje izbrali katerega
izmed razredCeval z enostavnejSo oz. hitrejSo pripravo, saj kot Ze reCeno med rezultati ni
bilo velikih razlik. Tako bi za analize velikega Stevila vzorcev mesanih kultur namesto
anaerobnega diluenta rajsi izbrali pufrirano peptonsko vodo, katere priprava je hitra in zelo
enostavna saj je komercialno dostopna v obliki dehidrirane predpripravljene raztopine.

Pri vzorcu sira LCA smo z naSimi rezultati potrdili ustrezno izbiro razred¢evala kot ga
navaja standard 1SO 6887-5 (2010). Slednji opredeljuje 20 % raztopino natrijevega citrata
kot najprimernejSe razredéevalo za analize sira, mi pa smo 20 % raztopini natrijevega
citrata dodali Se detergent Tween 80 (1 g/L). Tako pripravljeno razred¢evalo smo uporabili
na podlagi objave Champagne in sod. (2011), ki za analizo probiotikov v mikrokapsulirani
obliki priporocajo uporabo razred¢evala, ki vsebuje citrat (sicer nizjo koncentracijo) in
dodatek Tweena 80 (v enaki koncentraciji kot pri nasem razred¢evalu — 1 g/L). Pricakovali
smo, da bo tako razredCevalo primerno ne samo za sir, ampak tudi za vzorec Waya LGG,
Kljub temu, da se je to razredCevalo pokazalo kot neprimerno za analizo prehranskih
dopolnil, pa se je izkazalo za najboljSe pri analizi bifidobakterij v vzorcu sira.

Tako kot pri izbiri razred¢evala moramo tudi pri izbiri postopka obdelave vzorca
upostevati ve¢ razli¢nih dejavnikov, kot npr. ¢asovna zamudnost, oprema oz. naprave, ki
jih potrebujemo za obdelavo, moznost naknadne kontaminacije vzorca, itd. Pri vecini
vzorcev v naSem poskusu vpliva postopka obdelave na rezultat nismo potrdili (Novalac
CC, Waya AB, Waya LGG, Florazym). Pri dveh vzorcih (Lacto Seven in sir LCA) pa smo
pri dolo¢anju bifidobakterij dobili znalilne razlike rezultatov pri medsebojni primerjavi
nekaterih postopkov obdelav. Pri pripravi vzorca prehranskega dopolnila (Lacto Seven)
smo z inkubacijo pri sobni temperaturi (SOB) in obdelavo z laboratorijskim meSalom z
rezili (UT) dobili boljSe rezultate v primerjavi z inkubacijo pri temperaturi 37 °C (INK).
Obdelava (60 s) z laboratorijskim meSalom z rezili najverjetneje precej uspesno razbije
skupke bifidobakterij, ne pa tudi laktobacilov, ¢eprav smo pri¢akovali celo boljse rezultate
kot pri bifidobakterijah. Mislili smo, da bomo z intenzivnim meSanjem uspeli razbiti tudi
verizice laktobacilov, a Zal tega nismo potrdili. Zanimivo je, da smo pri dolo¢anju
bifidobakterij v vzorcu prehranskega dopolnila (Lacto Seven) z uporabo inkubacije pri
temperaturi 37 °C, ki jo v svoji objavi priporo¢ajo Champagne in sod. (2011), dobili nizje
rezultate od inkubacije pri sobni temperaturi in obdelave z laboratorijskim meSalom z
rezili.

Za analizo prehranskih dopolnil bi torej bilo najbolj smiselno vzorce obdelati z
laboratorijskim meSalom z rezili (UT) ali pa z inkubacijo pri sobni temperaturi (SOB) oz.
katerim koli drugim postopkom obdelave razen INK, saj med ostalimi postopki obdelave
nismo ugotovili zna¢ilnih razlik v rezultatih. Ker pa je obdelava z laboratorijskim mesalom
z rezili zamudna in predstavlja moznost naknadne kontaminacije vzorca, kar je potrebno
upostevati pri izbiri postopka obdelave, bi jo za analize ve¢jega stevila vzorcev ali rutinske
analize odsvetovali. Zato priporo¢amo uporabo obdelave pri sobni temperaturi (SOB) ali
samo osnovno obdelavo (OS), pri katerih je verjetnost naknadne kontaminacije zelo nizka
in zahteva manj manipulacije hkrati pa nam dajo enako dobre, v nekaterih primerih celo
boljSe rezultate. Potrebno pa je ponovno opozoriti na to, da razlike med rezultati niso bile
velike in ne glede na izbrano vrsto obdelave dobimo primerljive rezultate.
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Pri pripravi suspenzije sira LCA smo poleg ostalih postopkov obdelave uporabili tudi
postopek, pri katerem smo osnhovno raztopino pred meSanjem, 5 minut inkubirali v vodni
kopeli pri 45 °C, da se je sir delno raztopil. Nad rezultati smo bili pozitivno preseneceni,
saj smo z uporabo tega postopka t.i. predinkubacije dobili boljSe rezultate kot pri inkubaciji
pri 37 °C (INK), mesanju v gnetilniku (MES), inkubaciji pri sobni temperaturi (SOB) in
osnovni obdelavi (OS). Glede na razredCevalo pa smo pri analizi vzorca sira boljse
rezultate dobili z uporabo 20 % raztopine natrijevega citrata z dodatkom Tweena 80 (1
g/L) v primerjavi s peptonsko vodo, pufrirano peptonsko vodo, dikalijevim hidrogen
fosfatom in Ringerjevo raztopino.

PreseneCeni smo bili nad rezultati, ki smo jih dobili z uporabo peptonske vode pri
dolo¢anju skupnega Stevila laktobacilov v vzorcu oljnih kapljic Waya LGG. Uporaba
peptonske vode se je namre¢ obnesla bolje kot TWEEN, CITRAT+T in MITS, poleg tega
pa je zelo enostavna za pripravo, dostopna pa je tudi komercialno pripravljena meSanica
(npr. Maximum Recovery Dilluent podjetja Merck). Enako dobro, kot peptonska voda se je
obnesla tudi uporaba fosfatnega pufra s soljo (pH 7,3). Vse skupaj je zanimivo predvsem
zato, ker je omenjeni vzorec suspenzija probiotikov v olju, kar ni ravno pogost primer.
Obstajajo priporocila in nasveti (ISO 6887-4, 2003) kako obdelati takSen vzorec in katero
razredcevalo izbrati, da bi dobili ¢im boljsi rezultat. Pri vzorcih, ki vsebujejo olja (ve¢ kot
20 %) naj bi se dobro obnesla uporaba diluentov, ki vsebujejo detergent (Tween 80). V ta
namen smo pri analizi vzorca oljnih kapljic uporabili posebno razred¢evalno raztopino, ki
je pri ostalih vzorcih nismo, in sicer 20 % raztopino natrijevega citrata z maksimalnim
dodatkom Tweena 80 (9 g/L raztopine). Rezultati uporabe tega razred¢evala so bili pod
pri¢akovanji, z uporabo tega razred¢evala smo namre¢ dobili znacilno slabSe rezultate kot
z uporabo Sestih drugih razredceval (razen CITRAT=T in MITS).

Zaklju¢imo lahko, da je glede na razredCevalo za mikrobioloSke analize vzorcev
prehranskih dopolnil priporo¢ljiva uporaba anaerobnega diluenta, Mitsuoka pufra (pH 6,5)
in pufrirane peptonske vode. Glede na postopek obdelave pa je najbolje vzorce obdelati z
osnovno obdelavo (OS) ali inkubacijo pri sobni temperaturi (SOB). Kot ze omenjeno so
bile razlike med rezultati uporabe razli¢nih razredCeval in postopkov obdelave majhne.
Zato si v primeru, da analiziramo veliko Stevilo vzorcev lahko postopek poenostavimo
tako, da namesto anaerobnega diluenta oz. Mitsuoka pufra (pH 6,5) izberemo razredéevalo,
katerega priprava je hitra in enostavna npr. pufrirano peptonsko vodo ali peptonsko vodo.
Enako je pri izbiri postopka obdelave, kjer se je pokazalo, da z enostavnejSimi postopki
obdelave dobimo dovolj dobre rezultate (npr. OS). Odsvetujemo pa obdelavo z meSanjem
(MES) in inkubacijo pri temperaturi 37 °C (INK) ter uporabo razredgeval kot so 20 %
raztopina natrijevega citrata z dodatkom Tweena 80 (1 g/L), fosfatni pufer s soljo (pH 7,3)
ter 20 % raztopina dikalijevega hidrogen fosfata.

Za analize vzorcev sira je najbolje izbrati 20 % raztopino natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L), kot to priporoca standard ISO 6887-5 (2010), v kombinaciji z
inkubacijo v vodni kopeli (KOPEL).
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6 SKLEPI

Iz rezultatov naSega poskusa ne moremo izpostaviti samo enega razred¢evala in
postopka obdelave vzorca, ki bi pri analizah razli¢nih vrst vzorcev probioti¢nih
izdelkov omogocila rast bakterijam, prisotnih v vzorcu.

Razredéevala s kompleksnejSo sestavo niso dala bistveno boljSih rezultatov.

Mitsuoka pufer (pH 6,5) je v naSem poskusu opravicil navedbe Stevilnih avtorjev,
ki ga opisujejo kot najprimernejSe razredCevalo za dolocCanje bifidobakterij. Kljub
temu pa smo primerljivo dobre rezultate dobili tudi z uporabo nekaterih
razredéeval, katerih priprava ni tako zamudna.

Obdelava vzorca z laboratorijskim meSalom z rezili (UT) se je izkazala za uspesno
predvsem pri dolofanju skupnega Stevila bifidobakterij v prasSnatih vzorcih in
kapsulah. Zaradi zamudnosti obdelave in moznosti rekontaminacije pa obdelavo z
laboratorijskim meSalom z rezili odsvetujemo, Se posebej pri analizah vecjega
Stevila vzorcev.

Pri analizi sira smo dober rezultat dobili z uporabo natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L), ki ga priporoca standard za analize sirov. Pri pripravi vzorca
smo uporabili tudi postopek obdelave, kjer smo osnovno raztopino pred meSanjem,
inkubirali v vodni kopeli pri temperaturi 45 °C (predinkubacija). Nad rezultati smo
bili pozitivno preseneceni, saj sSmo dobili zelo dobre rezultate v primerjavi z
ostalimi postopki obdelave.



Gresak S. Optimizacija priprave vzorcev probioti¢nih izdelkov za mikrobiolosko analizo.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2016 39

7 POVZETEK

Na trzi$¢u je vedno ve¢ probiotiénih izdelkov, ki pa se med seboj zelo razlikujejo. Stevilne
raziskave poro¢ajo o tem, da se skupno Stevilo prisotnih probioti¢nih bakterij v izdelkih
pogosto ne sklada z deklariranimi vrednostmi.

Seveda je pomembno, da med probioti¢nimi izdelki, ki so na trzi$¢u, lahko lo¢imo med
ustreznimi in neustreznimi. Zato potrebujemo metode, s katerimi lahko ¢imbolj natan¢no
dolo¢imo skupno Stevilo kultivabilnih probioti¢nih bakterij v izdelku. Znano je namrec
dejstvo, da imajo probiotiki pozitiven ucinek na zdravje gostitelja le, ¢e jih zauzijemo v
zadostni koli¢ini. Prav tako pa morajo biti probioti¢ne bakterije zive, ko pridejo do mesta
svojega delovanja. To pomeni, da morajo preZiveti postopek proizvodnje probioticnega
izdelka, pogoje transporta in skladiS¢enja ter vso pot skozi gostiteljev gastrointestinalni
trakt vse do Crevesa, Kjer je njihovo mesto delovanja.

Opravljenih je bilo ze veliko raziskav, ki bi prispevale k optimalnemu rezultatu dolo¢anja
skupnega S$tevila probioti¢nih bakterij. Vendar se vefina avtorjev posveca zgolj izbiri
ustreznih gojis¢ ne pa sami pripravi vzorca in izbiri razredCevalne raztopine. Zato Smo se
odlo¢ili, da preizkusimo pet razlicnih postopkov obdelave vzorca in osem razli¢nih
razred¢evalnih raztopin z zeljo, da bi lahko doloc¢ili najprimernejSega.

Zaradi pestrosti probioti¢nih izdelkov ne moremo izpostaviti univerzalnega razredcevala,
Ki bi bil primeren za pripravo vseh vrst probioti¢nih izdelkov. Prav tako ni mo¢ izpostaviti
najprimernejega postopka obdelave vzorca, ki bi ga lahko uporabili za vse probioti¢ne
izdelke. Razlike med rezultati uporabe razli¢nih razredCeval in postopkov obdelave so bile
majhne, pa vendar nakazujejo primernost razredCevala 0z. postopka za obdelavo
posameznih vzorcev.

Lahko re¢emo da je, glede na dobljene rezultate, za vzorce meSanih kultur laktobacilov in
bifidobakterij v prehranskih dopolnilih priporo¢ljiva uporaba anaerobnega diluenta,
Mitsuoka pufra (pH 6,5) in pufrirane peptonske vode. Za dolocanje laktobacilov pri
ve¢jemu Stevilu vzorcev bi dali prednost pufrirani peptonski vodi pred anaerobnim
diluentom, katerega priprava je precej zamudna in kompleksna.

Uporaba laboratorijskega mesala z rezili (UT) za obdelavo vzorca je smiselna predvsem pri
dolo¢anju bifidobakterij pri analizah manjSega Stevila vzorcev. Druga¢e pa smo enako
dobre rezultate dobili tudi pri inkubaciji na sobni temperaturi (SOB). Preseneceni smo tudi
nad dobrimi rezultati, ki smo jih dobili z osnovno obdelavo (OS), saj je najenostavnejsi
postopek obdelave.

Zanimivo je, da se je pri analizi vzorca Waya LGG (oljne kapljice) precej dobro obnesla
uporaba peptonske vode in fosfatnega pufra s soljo (pH 7,3). Oljne kapljice so namre¢
precej nenavaden matriks vzorca, ki vsebuje probioti¢ne bakterije. Pricakovali bi, da bi za
analizo takSnega vzorca potrebovali posebno in kompleksno sestavljeno razredcevalo,
ampak v naSem primeru temu ni bilo tako.

Pozitivno presene¢eni smo bili nad rezultati, ki smo jih dobili z uporabo pufrirane
peptonske vode (BPW) in peptonske vode (PV), saj sta se primerljivo dobro odrezali v
primerjavi s kompleksnejSimi razred¢evali. Seveda je izbira ustreznega razredCevala
odvisna predvsem od matriksa vzorca (prasek, tableta, kapsula, oljne kapljice, sir, itd.) in
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od vrste probiotika, ki ga dolo¢amo. Zato je priporocljivo, da pred obseznejSimi analizami
naredimo nekaj poskusov z razlicnimi razredcevali in postopki obdelave ter tako
ugotovimo, z uporabo katerega razred¢evala 0z. postopka obdelave dobimo najboljSe
rezultate.

Za analize vzorcev sira je priporocljiva uporaba natrijevega citrata z dodatkom Tweena 80
(1 g/L) v kombinaciji z inkubacijo vzorca v vodni kopeli (KOPEL).

Kot Ze omenjeno so bile razlike med rezultati uporabe razli¢nih razred¢eval in postopkov
obdelave majhne. Zato je za analize vec¢jega Stevila vzorcev priporo€ljivo izbrati postopke
obdelave, ki so lazji za izvedbo in ne zahtevajo posebne opreme, hkrati pa je verjetnost
naknadne kontaminacije majhna. Enako je glede izbire razredceval, za analize vecjega
Stevila vzorcev je vsekakor priporocCljiva izbira razredCevala, katerega priprava je hitra in
enostavna.
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PRILOGE

Priloga A: Osnovni rezultati Stetja zraslih kolonij iz dveh ponovitev za posamezen
vzorec

Priloga Al: Stevilo bifidobakterij (TOS+M) in laktobacilov (MRS) v vzorcu Novalac CC, izrazeno v KE/g

1. analiza Stevilo bifidobakterij (KE/g)
gojisée | obdelava razredéevalo
AD RING | BPW PV MITS | K,HPO, | PBS |CITRAT+T
TOS+M 0S 2,38x107 | 1,29x107 | 2,22x107 | 2,10x10" | 3,00x107 | 2,64x10" | 2,41x10" | 2,42x10’
TOS+M uT 1,97x10" | 1,56x10 | 2,15x10" | 2,07x10" | 2,55x10 | 2,71x10’ | 2,30x10" | 2,51x10’
TOS+M| MES | 1,80x107 | 1,68x107 | 2,76x10’ | 2,32x107 | 2,07x107 | 2,33x10" | 2,82x10” | 2,48x10’
TOS+M| SOB | 1,84x107 | 1,79x107 | 2,46x10’ | 2,02x10" | 2,67x107 | 3,02x10’ | 2,50x10” | 3,18x10’
TOS+M| INK 2,05x107 | 1,88x107 | 2,32x107 | 2,16x10" | 2,33x107 | 2,42x10" | 2,23x10" | 2,59x10’
Stevilo laktobacilov (KE/g)
MRS 0S 3,08x107 | 2,59x10" | 5,82x10 | 3,81x10" | 3,55x10" | 3,16x10’ | 6,18x10" | 1,77x10’
MRS uT 5,27x107 | 2,33x107 | 6,18x10’ | 5,90x10" | 4,64x107 | 6,73x10’ | 6,55x10” | 2,58x10’
MRS MES | 5,73x10’ | 5,27x107 | 5,91x10’ | 5,27x10" | 3,73x10 | 2,65x10" | 5,91x10" | 2,62x10’
MRS SOB | 5,45x10’ | 4,82x10’ | 8,00x10" | 4,73x10 | 2,83x10’ | 2,88x10" | 6,18x10" | 2,47x10’
MRS INK |5,451x107 | 4,73x10" | 5,09x107 | 3,17x10" | 3,22x10" | 3,06x10’ | 7,18x10" | 2,58x10’
2. analiza Stevilo bifidobakterij (KE/g)
gojisée | obdelava razredéevalo
AD RING | BPW PV MITS | K,HPO, | PBS |CITRAT+T
TOS+M 0S 2,40x107 | 1,43x107 | 1,86x107 | 2,24x10" | 2,87x107 | 2,36x10’ | 2,34x10" | 2,64x10’
TOS+M uT 2,48x107 | 2,42x107 | 2,31x107 | 2,41x107 | 3,73x107 | 2,32x10" | 2,07x10" | 2,37x10’
TOS+M| MES | 2,43x107 | 2,23x107 | 2,30x10’ | 2,75x107 | 2,63x107 | 2,02x10" | 2,23x10” | 2,67x10’
TOS+M| SOB | 2,75x10° | 1,87x107 | 2,18x10’ | 2,64x10" | 4,64x107 | 2,38x10’ | 2,61x10" | 2,16x10’
TOS+M| INK 4,64x107 | 1,68x10" | 2,55x107 | 2,37x10" | 2,78x10" | 2,07x10’ | 2,48x10" | 2,06x10’
Stevilo laktobacilov (KE/g)
MRS 0S 7,45x107 | 4,00x107 | 4,64x10’ | 5,82x10" | 6,45x10" | 5,20x10’ | 4,45x10" | 2,82x10’
MRS uT 7,45x107 | 6,00x107 | 3,01x107 | 5,00x107 | 7,27x107 | 7,64x10’ | 5,45x10” | 3,36x10’
MRS MES | 6,27x10" | 6,00x10 | 7,73x10’ | 6,45x10" | 5,45x10 | 3,05x10’ | 6,18x10" | 4,27x10’
MRS SOB | 5,27x107 | 4,64x10’ | 7,18x10" | 6,18x10 | 7,64x10’ | 5,45x107 | 8,00x10" | 2,86x10’
MRS INK 9,45x10” | 5,73x107 | 7,00x10’ | 6,80x10" | 5,91x107 | 4,00x10’ | 6,18x10” | 2,59x10’

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: Ringerjeva raztopina */, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko mesalom z rezili; MES: meSanje; SOB:
inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; TOS+M: propionatni agar TOS z dodatkom
mupirocina za dolo¢anje bifidobakterij; MRS: de Man-Rogosa-Sharpe agar za dolo¢anje laktobacilov.
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Priloga A2: Stevilo bifidobakterij (TOS+M) in laktobacilov (MRS) v vzorcu Waya AB, izrazeno v KE/g

1. analiza Stevilo bifidobakterij (KE/g)
gojisée | obdelava razredéevalo
AD RING | BPW PV MITS | K,HPO,| PBS |CITRAT+T
TOS+M oS 3,91x10°% | 3,36x10° | 3,27x10° | 4,09x10° | 3,73x10° | 3,45x10° | 3,18x10° | 1,45x10°
TOS+M uT 3,82x10° | 3,82x10°% | 4,09x10° | 3,64x10° | 4,91x10° | 3,55x10° | 3,64x10°% | 2,09x10°
TOS+M| MES |3,45x10°|4,36x10° | 5,36x10° | 3,09x10° | 3,45x10° | 3,36x10° | 2,64x10% | 1,27x10°
TOS+M| SOB |5,27x10° | 3,09x10° | 3,00x10° | 3,18x10° | 4,00x10° | 5,09x10° | 4,10x10% | 1,45x10°
TOS+M| INK |2,82x10°|4,36x10° | 2,64x10° | 3,73x10° | 4,36x10° | 3,45x10° | 2,73x10% | 1,40x10°
Stevilo laktobacilov (KE/g)
MRS oS 1,44x10" | 9,91x108 | 6,73x10°% | 8,73x10° | 1,02x10" | 9,82x10°8 | 7,73x10°® | 5,27x10°
MRS uT 1,00x10" | 8,45x10° | 8,36x10° | 8,82x10° | 1,01x10" | 8,91x10°% | 7,27x10°® | 5,91x10°
MRS MES | 1,78x10" | 1,01x10" | 9,36x10° | 8,73x10° | 8,20x10° | 1,22x10° | 7,91x10% | 6,09x10°
MRS SOB | 1,10x107 | 1,17x10" | 7,00x10° | 7,91x10° | 9,91x10° | 8,45x10° | 9,82x10° | 5,18x10°
MRS INK |1,23x107 | 1,04x107 | 7,27x108 | 9,27x10° | 9,09x10° | 9,64x10° | 8,45x10° | 5,27x10°
2. analiza Stevilo bifidobakterij (KE/g)
gojis¢e | obdelava razred¢evalo
AD RING | BPW PV MITS |K;HPO4| PBS |CITRAT+T
TOS+M oS 4,64x10° | 4,09x10° | 2,91x10° | 3,55%x10° | 4,55x10° | 3,09x10° | 3,27x10% | 1,09x10°
TOS+M uT 5,55x10° | 3,36x10% | 2,09x10° | 1,82x10° | 4,36x10° | 4,09x10°% | 3,00x10°% | 1,82x10°
TOS+M| MES |3,09x10° | 2,64x10° | 5,27x10° | 2,82x10° | 2,36x10° | 3,64x10° | 2,82x10% | 2,90x10°
TOS+M| SOB |4,18x10° | 3,00%x10° | 4,27x10° | 3,27x10° / 3,36x10°% | 3,27x10°% | 1,00x10°
TOS+M| INK |4,00x10°|2,91x10° | 2,27x10° | 2,55x10° | 3,82x10° | 3,64x10° | 2,64x10% | 4,18x10°
Stevilo laktobacilov (KE/g)
MRS 0S 1,85x10" | 8,64x10° | 9,36x10° | 1,08x10" | 7,27x10° | 7,73x10°® | 8,00x10° | 6,09x10°
MRS uT 1,90x10" | 7,18x10°8 | 7,73x10% | 5,27x10° | 8,64x10° | 8,91x10°% | 7,09x10° | 5,18x10°
MRS MES | 1,79x10" | 7,55x10° | 8,27x10° | 8,09x10° | 6,82x10° | 9,09x10° | 8,00x10° | 6,82x10°
MRS SOB |2,12x107 | 9,55x10° | 7,36x10° | 8,73x10° | 9,09x10° | 6,82x10° | 7,73x10% | 4,55x10°
MRS INK |1,99x107 | 7,73x10°% | 8,91x10°% | 7,45x10° | 8,90x10° | 8,73x10°% | 6,09x10° | 7,09x10°

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: Ringerjeva raztopina /, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko mealom z rezili; MES: meSanje; SOB:
inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; TOS+M: propionatni agar TOS z dodatkom
mupirocina za dolo¢anje bifidobakterij; MRS: de Man-Rogosa-Sharpe agar za dolodanje laktobacilov; /:
nestevno.
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Priloga A3: Stevilo laktobacilov (MRS) v vzorcu Waya LGG, izrazeno v KE/g

1. analiza Stevilo laktobacilov (KE/g)
gojisce | obdelava razredCevalo

AD RING BPW PV MITS | K,HPO, | PBS |CITRAT+T | TWEEN
MRS 0sS 1,95x10° | 2,23x10° | 2,69x10° | 4,18x10° | 2,03x10° | 2,77x10° | 2,27x10° | 1,81x10° | 1,29x10°
MRS UT | 2,24x10° | 1,81x10° | 1,98x10° | 4,00x10° | 1,95x10° | 2,50x10° | 1,91x10° | 9,20x10% | 1,28x10°
MRS MES | 1,97x10° | 2,06x10° | 2,23x10° | 4,55x10° | 1,68x10° | 3,00x10° | 1,95x10° | 1,58x10° |8,70x10%
MRS SOB | 2,51x10° | 1,81x10° | 2,63x10° | 4,09x10° | 1,93x10° / 2,55x10°| 2,07x10° | 1,14x10°
MRS INK | 2,22x10° | 2,07x10° | 2,30x10° | 1,39x10° | 1,77x10° | 2,36x10° | 2,19x10° | 1,81x10° | 1,03x10°
2. analiza Stevilo laktobacilov (KE/g)
gojisce | obdelava razredCevalo

AD RING BPW PV MITS | K,HPO, | PBS |CITRAT+T | TWEEN
MRS 0sS 2,24x10° | 2,64x10° | 2,37x10° | 2,16x10° | 1,33x10° | 2,11x10° | 2,67x10° | 1,18x10° | 1,72x10°
MRS UT | 2,10x10° | 2,12x10° | 2,35x10° | 2,06x10° | 1,61x10° | 1,78x10° | 2,53x10° | 1,61x10° | 1,60x10°
MRS MES | 1,88x10° | 2,14x10° | 1,96x10° | 2,17x10° | 1,26x10° | 2,01x10° | 2,23x10° | 1,57x10° | 1,29x10°
MRS SOB | 2,35x10° | 2,29%x10° | 1,79x10° | 2,46x10° | 1,42x10° | 1,93x10° |2,23x10°| 1,59%x10° | 1,56x10°
MRS INK | 251x10° | 2,23x10° | 1,32x10° | 2,29x10° | 1,25x10° | 1,88x10° | 2,52x10° | 1,29x10° | 1,96x10°

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: Ringerjeva raztopina '/, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); TWEEN: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom Tweena 80 (9 g/L); OS: oshovna
homogenizacija; UT: laboratorijsko meSalom z rezili; MES: meSanje; SOB: inkubacija pri sobni temperaturi;
INK: inkubacija pri 37 °C; MRS: de Man-Rogosa-Sharpe agar za dolo¢anje laktobacilov; /: neStevno.
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Priloga A4: Stevilo bifidobakterij (TOS+M) in laktobacilov (MRS) v vzorcu Lacto Seven, izrazeno v KE/g

1. analiza Stevilo bifidobakterij (KE/qg)
gojisce | obdelava razredéevalo
AD RING BPW PV MITS | K;HPO, | PBS |CITRAT+T
TOS+M 0S 1,77x10° | 2,18x10° | 6,55%x107 | 6,36x10" | 1,11x10° | 9,80x107 | 1,03x10° | 3,55x10’
TOS+M uT 9,20x10° | 1,53x10° | 1,40x10% | 1,05x10% | 1,23x10° | 9,50x107 | 1,44x10° | 1,91x10’
TOS+M| MES |[1,28x10° | 1,03x10° | 7,36x107 | 1,02x10°% | 1,25x10° | 6,50x10 | 8,50x10° | 2,00x10’
TOS+M| SOB | 1,45x10° | 1,54x10° | 2,50x10°% | 1,36x10° | 2,29x10° | 6,50x10" | 1,04x10° | 4,18x10’
TOS+M| INK | 4,70x10° | 9,82x10" | 6,55x10" | 6,82x10" | 5,00x10° | 4,50x10" | 7,50x10" | 1,09x10’
Stevilo laktobacilov (KE/g)
MRS oS 2,28x10° | 2,75%x10° | 2,90x10% | 1,54x10°8 | 8,90x10° | 2,70x107 | 1,15x10° | 9,27x10’
MRS uT 1,35x10° | 2,15x10° | 3,10x10° | 1,45x10% | 1,18x10° | 3,00x10® | 1,50x10° | 7,36x10’
MRS MES | 1,47x10% | 1,55x10° | 3,09x10° | 1,15%x10° | 1,38x10% | 2,65x10° | 1,20x10° | 5,91x10’
MRS SOB | 2,19x10° | 2,46x10°% | 4,50x10° | 1,53x10° | 2,05x10° | 2,89x10° | 1,15x10° | 8,00x10’
MRS INK | 9,60x10° | 1,66x10° | 2,70x10° | 1,18x10% | 9,50x10° | 1,69x10° | 1,38x10° | 5,36x10’
2. analiza Stevilo bifidobakterij (KE/qg)
gojisée | obdelava razredéevalo
AD RING BPW PV MITS | K;HPO, | PBS |CITRAT+T
TOS+M oS 8,00x10’ | 1,56x10° | 7,91x107 | 7,00x10" | 1,74x10° | 1,14x10° | 8,50x10" | 3,55x10’
TOS+M uT 1,13x10° | 1,75x10° | 1,35x10° | 1,38x10% | 1,85x10° | 1,53x10° | 1,24x10° | 5,82x10’
TOS+M| MES | 1,91x10° | 1,55%x10° | 3,27x107 | 7,36x10" | 9,40x10° | 8,40x10" | 9,70x10" | 3,09x10’
TOS+M| SOB | 1,03x10° | 1,94x10° | 1,67x10% | 2,12x10° | 1,94x10° | 8,50x10" | 1,49x10° | 6,45%10’
TOS+M INK | 7,30x10° | 1,19x10° | 4,64x107 | 1,21x10% | 1,64x10° | 3,50x107 | 5,50x10 | 2,45x10’
Stevilo laktobacilov (KE/g)
MRS 0S 1,59x10° | 3,02x10° | 1,93x10° | 1,57x10% | 2,88x10° | 5,60x107 | 1,55x10° | 8,00x10’
MRS uT 2,18x10° | 2,94x10° | 1,91x10% | 2,21x10% | 2,54x10° | 4,00x10% | 1,92x10° | 7,82x10’
MRS MES | 2,36x10% | 2,94x10° | 1,41x10° | 1,57x10° | 1,70x10% | 3,40x10’ | 1,35%10° | 8,00x10’
MRS SOB | 1,98x10° | 3,05x10°% | 2,33x10° | 4,50x10° | 2,73x10° | 3,90x10" | 1,52x10° | 8,73x10’
MRS INK | 1,46x10° | 2,08x10° | 1,71x10° | 2,51x10% | 2,40x10° | 2,73x10° | 1,09x10° | 6,18x10’

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING:

PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka

fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH

Ringerjeva raztopina /, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
pufer (pH 6,5); K;HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko me3alom z rezili; MES: meSanje; SOB:
inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; TOS+M: propionatni agar TOS z dodatkom
mupirocina za doloCanje bifidobakterij; MRS: de Man-Rogosa-Sharpe agar za doloCanje laktobacilov.
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Priloga A5: Stevilo bifidobakterij (TOS+M) in laktobacilov (MRS) v vzorcu FloraZym, izrazeno v KE/g

1. analiza Stevilo bifidobakterij (KE/g)
gojisce | obdelava razredéevalo
AD RING BPW PV MITS | K,HPO, | PBS |[CITRAT+T
TOS+M oS 8,27x10° | 4,00x10° | 1,80x10" | 1,10x10%| 1,55x10" | 4,55x10° | 5,27x10° | 1,00x10%°
TOS+M uT 2,50x10" | 5,09x10° | 2,23x10"° | 1,36x10" | 5,40x10"° | 6,27x10° | 5,82x10° | 6,73x10°
TOS+M| MES |5,00x10" | 3,00x10° | 8,82x10° | 1,33x10"| 6,55x10° | 4,82x10° | 3,64x10° | 1,20x10"°
TOS+M| SOB |2,10x10" | 6,73x10° | 3,09x10" | 1,50x10%° | 8,00x10° | 6,27x10° | 4,73x10° | 7,55x10°
TOS+M| INK | 9,73x10° | 2,36x10° | 2,74x10" | 6,46x10° | 8,46x10° | 3,73x10° | 3,36x10° | 1,00x10"°
Stevilo laktobacilov (KE/g)
MRS oS 9,91x10° | 7,27x10° | 2,62x10" | 7,18x10° | 1,22x10" | 7,91x10° | 8,55x10° | 4,09x10°
MRS uT 7,36x10° | 8,09x10° | 8,09x10° | 7,27x10° | 2,47x10" | 7,27x10° | 1,20x10"°| 5,18x10°
MRS MES |3,10x10" | 8,09x10° | 9,82x10° | 9,55x10° | 9,27x10° | 6,73x10° | 8,82x10° | 3,91x10°
MRS SOB  |1,10x10| 1,05x10° | 1,96x10" | 1,70x10" | 8,46x10° | 7,73x10° | 1,00x10"° | 6,55x10°
MRS INK [1,40x10"| 5,64x10° | 1,09x10'°| 1,07x10" | 7,36x10° | 7,82x10° | 9,82x10° | 3,36x10°
2. analiza Stevilo bifidobakterij (KE/g)
gojisée | obdelava razredéevalo
AD RING BPW PV MITS | K,HPO, | PBS |CITRAT+T
TOS+M 0S 9,45x10° | 4,91x10° | 1,86x10" | 7,46x10° | 1,29x10" | 5,91x10° | 5,64x10° | 7,82x10°
TOS+M uT 2,10x10" | 7,27x10° | 2,13x10"°| 1,20x10" | 2,15x10"° | 6,27x10° | 4,55x10° | 7,00x10°
TOS+M| MES |2,30x10" | 3,82x10° | 9,27x10° | 1,06x10°| 6,36x10° | 3,27x10° | 4,27x10° | 2,10x10%°
TOS+M| SOB |2,20x10" | 4,64x10° | 1,90x10" | 1,50x10'°| 6,18x10° | 7,27x10° | 5,18x10° | 6,45x10°
TOS+M| INK | 6,27x10° | 4,27x10° | 2,35x10" | 4,82x10° | 6,00x10° | 4,64x10° | 4,36x10° | 9,00x10°
Stevilo laktobacilov (KE/g)
MRS 0S 1,20x10" | 9,27x10° | 1,39x10'° | 9,82x10° | 1,17x10" | 8,18x10° | 9,64x10° | 3,91x10°
MRS uT 1,10x10" | 1,10x10° | 1,30x10" | 8,09x10° | 2,80x10™ | 6,64x10° | 9,27x10° | 4,09x10°
MRS MES | 1,80x10" | 8,91x10° | 1,08x10" | 7,00x10° | 8,00x10° | 8,73x10° | 8,36x10° | 5,55x10°
MRS SOB |1,30x10™ | 8,09x10° | 1,94x10" | 1,83x10" | 8,73x10° | 5,91x10° | 1,10x10"°| 9,27x10°
MRS INK | 8,73x10° | 8,18x10° | 1,02x10%°| 9,64x10° | 9,09x10° | 9,00x10° | 9,18x10° | 2,91x10°

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING:

Ringerjeva raztopina 1/4 jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko mesalom z rezili; MES: meSanje; SOB:
inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; TOS+M: propionatni agar TOS z dodatkom
mupirocina za dolo¢anje bifidobakterij; MRS: de Man-Rogosa-Sharpe agar za dolo¢anje laktobacilov.
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Priloga A6: Stevilo bifidobakterij (TOS+M) v vzorcu sira LCA, izraZzeno v KE/g

1. analiza Stevilo bifidobakterij (KE/g)

gojisce | obdelava razredcevalo

AD RING BPW PV MITS | K;HPO, PBS |CITRAT+T

TOS+M 0S 2,68x107 | 2,14x107 | 1,15%x10" | 1,07x107 | 1,76x10" | 2,18x107 | 2,23x10" | 4,70x10"

TOS+M uT 2,44x10" | 2,15%x10" | 2,56x10" | 2,64x10" | 1,72x10 | 2,02x10 | 5,90x10" | 1,00x10°

TOS+M| MES |4,00x10%|1,87x10" | 1,23x10" | 1,11x107 | 2,24x10" | 1,62x10" | 2,60x10" | 3,20x10’

TOS+M| SOB |3,30x10%|1,96x10" | 1,35%10" | 9,55%10° | 2,73x107 | 1,68x107 | 2,15x10" | 3,90x10’

TOS+M INK | 2,75%x107 | 1,75%10" | 1,57x10’ | 1,33x10" | 1,69x107 | 1,23x10" | 2,38x10 | 3,80x10’

TOS+M | KOPEL |2,62x107 | 5,91x10" | 3,27x10" | 5,00x10" | 3,00x10® | 1,70x10® | 1,50x10® | 1,60%x10’

U

2. analiza tevilo bifidobakterij (KE/g)

gojisée | obdelava razredéevalo

AD RING BPW PV MITS | K,HPO, PBS |CITRAT+T

TOS+M 0S 2,39x107 | 1,80x10" | 1,15%10" | 9,01x10° | 2,48x10 | 1,79x10 | 2,73x10" | 6,80x10’

TOS+M uT 2,75x107 | 2,09x107 | 2,79%x10" | 2,06x10’ | 1,65x10 | 2,12x10" | 3,34x10" | 8,10x10’

TOS+M| MES |1,80x107 | 1,63x10" | 1,02x107 | 1,56x107 | 2,42x107 | 2,06x107 | 2,36x10" | 3,02x10’

TOS+M| SOB |1,95x107 | 1,86x10" | 1,29x10" | 8,20x10° | 2,75x10" | 1,77x10" | 2,34x10" | 2,74x10’

TOS+M INK | 2,07x107 | 1,83x10" | 2,11x107 | 1,13x107 | 2,23x10" | 1,33%x10" | 2,60x107 | 2,45x10’

TOS+M | KOPEL |3,01x107 | 2,49%x10" | 5,73x10" | 5,00x107 | 1,30x10® | 1,00x10® | 1,90x10® | 1,14x10’

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: Ringerjeva raztopina 1/4 jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko mesalom z rezili; MES: me3anje v
gnetilniku; SOB: inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; KOPEL: inkubacija pri 45 °C;
TOS+M: propionatni agar TOS z dodatkom mupirocina za dolo¢anje bifidobakterij.



Gresak S. Optimizacija priprave vzorcev probioti¢nih izdelkov za mikrobiolosko analizo.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2016

Priloga B: Rezultati medsebojne statisti¢ne primerjave razred¢eval in postopkov
obdelave (ANOVA na rangih po metodi Kruskal-Wallis s testom mnogoterih
primerjav po Dunn-u)

Priloga B1: Rezultati medsebojne statisti¢ne primerjave razred¢eval za vzorec Novalac CC

Primerjava razred¢eval (bifidobakterije) p Primerjava razred¢eval (laktobacili) p

MITS - RING <0,05 | PBS-CITRAT+T <0,05
MITS - PV >0,05 | PBS - K,HPO, >0,05
MITS - BPW >0,05 | PBS-RING >0,05
MITS - AD >0,05 | PBS-MITS >0,05
MITS - PBS >0,05 | PBS-PV >0,05
MITS - K,HPO, >0,05 | PBS-AD >0,05
MITS - CITRAT+T >0,05 | PBS - BPW >0,05
CITRAT+T - RING <0,05 | BPW-CITRAT+T <0,05
CITRAT+T - PV >0,05 | BPW - K,HPO, >0,05
CITRAT+T - BPW >0,05 | BPW - RING >0,05
CITRAT+T - AD >0,05 | BPW-MITS >0,05
CITRAT+T -PBS >0,05 | BPW-PV >0,05
CITRAT+T - K,HPO, >0,05 | BPW-AD >0,05
K,oHPO,— RING <0,05 | AD-CITRAT+T <0,05
K,;HPO, - PV >0,05 | AD - K,HPO, >0,05
K,HPO, - BPW >0,05 | AD -RING >0,05
K,HPO, - AD >0,05 | AD-MITS >0,05
K,HPO, - PBS >0,05 | AD-PV >0,05
PBS - RING >0,05 | PV-CITRAT+T <0,05
PBS - PV >0,05 | PV - K,HPO, >0,05
PBS - BPW >0,05 | PV -=RING >0,05
PBS - AD >0,05 | PV-=MITS >0,05
AD - RING >0,05 | MITS-CITRAT+T >0,05
AD - PV >0,05 | MITS - K,HPO, >0,05
AD - BPW >0,05 | MITS - RING >0,05
BPW - RING >0,05 | RING - CITRAT+T >0,05
BPW - PV > 0,05 | RING - K,HPO, >0,05
PV - RING >0,05 | K,HPO, - CITRAT+T >0,05

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: Ringerjeva raztopina '/, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); p < 0,05: med rezultati je statisti¢no znacilna razlika; p > 0,05: med rezultati ni statisti¢no
znacilne razlike.
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Priloga B2: Rezultati medsebojne statisticne primerjave obdelav za vzorec Novalac CC

Primerjava obdelav (bifidobakterije) p Primerjava obdelav (laktobacili) p

0S-UT >0,05 | 0S-UT >0,05
0S — MES >0,05 | OS - MES >0,05
0S - SOB >0,05 | OS-SOB >0,05
0S - INK >0,05 | OS - INK >0,05
UT - MES >0,05 | UT-MES >0,05
UT -SOB >0,05 | UT-SOB >0,05
UT - INK >0,05 | UT-INK >0,05
MES - SOB >0,05 | MES - SOB >0,05
MES — INK >0,05 | MES - INK >0,05
SOB - INK >0,05 | SOB - INK >0,05

Legenda: OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko me3alo z rezili; MES: meSanje v gnetilniku; SOB:
inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; p > 0,05: med rezultati ni statisti¢no znad&ilne
razlike.
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Priloga B3: Rezultati medsebojne statisticne primerjave razred¢eval za vzorev Waya AB

Primerjava razred¢eval (bifidobakterije) p Primerjava razredéeval (laktobacili) p

MITS - CITRAT+T <0,05 | AD-CITRAT+T <0,05
MITS - PBS >0,05 | AD-PBS <0,05
MITS - PV >0,05 | AD-BPW <0,05
MITS - BPW >0,05 | AD-PV <0,05
MITS - RING >0,05 | AD-MITS >0,05
MITS - K,HPO, >0,05 | AD - K,HPO, >0,05
MITS - AD >0,05 | AD - RING >0,05
AD - CITRAT+T <0,05 | RING - CITRAT+T <0,05
AD -PBS >0,05 | RING -PBS >0,05
AD - PV >0,05 | RING - BPW >0,05
AD - BPW >0,05 | RING - PV >0,05
AD - RING >0,05 | RING - MITS >0,05
AD - K,HPO, > 0,05 | RING - K,HPO, >0,05
K,HPO, - CITRAT+T <0,05 | K,HPO, - CITRAT+T <0,05
K,HPO, - PBS >0,05 | K,HPO, - PBS >0,05
K,HPO, - PV >0,05 | K,HPO, - BPW >0,05
K,HPO, - BPW >0,05 | KyHPO, - PV >0,05
K,;HPO, — RING >0,05 | K,HPO,— MITS >0,05
RING - CITRAT+T >0,05 | MITS-CITRAT+T <0,05
RING - PBS >0,05 | MITS -PBS >0,05
RING - PV >0,05 | MITS - BPW >0,05
RING - BPW >0,05 | MITS-PV >0,05
BPW - CITRAT+T >0,05 | PV-CITRAT+T <0,05
BPW - PBS >0,05 | PV-PBS >0,05
BPW - PV >0,05 | PV -BPW >0,05
PV - CITRAT+T >0,05 | BPW - CITRAT+T >0,05
PV - PBS >0,05 | BPW-PBS >0,05
PBS - CITRAT+T >0,05 | PBS-CITRAT+T >0,05

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: Ringerjeva raztopina */, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); p < 0,05: med rezultati je statisti¢no znacilna razlika; p > 0,05: med rezultati ni statisti¢no
znacCilne razlike.
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Priloga B4: Rezultati medsebojne statisticne primerjave obdelav za vzorec Waya AB

Primerjava obdelav (bifidobakterije) p Primerjava obdelav (laktobacili) p

0S-UT >0,05 | 0S-UT >0,05
0S — MES >0,05 | OS - MES >0,05
0S - SOB >0,05 | OS - SOB >0,05
0S - INK >0,05 | OS - INK >0,05
UT - MES >0,05 | UT-MES >0,05
UT -SOB >0,05 | UT-SOB >0,05
UT - INK >0,05 | UT - INK >0,05
MES - SOB >0,05 | MES — SOB >0,05
MES — INK >0,05 | MES — INK >0,05
SOB - INK >0,05 | SOB - INK >0,05

Legenda: OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko me3alo z rezili; MES: mesanje v gnetilniku; SOB:
inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; p > 0,05: med rezultati ni statisticno znacilne
razlike.
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Priloga B5: Rezultati medsebojne statisti¢ne primerjave razred¢eval za vzorec Waya LGG

Primerjava razred¢eval (laktobacili) p

PV - TWEEN <0,05
PV - CITRAT+T <0,05
PV - MITS <0,05
PV - RING >0,05
PV - BPW >0,05
PV - K,HPO, >0,05
PV - AD >0,05
PV -PBS >0,05
PBS - TWEEN <0,05
PBS - CITRAT+T <0,05
PBS - MITS <0,05
PBS - RING >0,05
PBS - BPW >0,05
PBS - K,HPO, >0,05
PBS - AD >0,05
AD - TWEEN <0,05
AD - CITRAT+T >0,05
AD - MITS >0,05
AD - RING >0,05
AD - BPW >0,05
AD - K,HPO, >0,05
K,;HPO, - TWEEN <0,05
K,HPO, — CITRAT+T >0,05
K,HPO, — MITS >0,05
K,HPO, - RING >0,05
K,HPO, - BPW >0,05
BPW - TWEEN <0,05
BPW - CITRAT+T >0,05
BPW - MITS >0,05
BPW - RING >0,05
RING - TWEEN <0,05
RING - CITRAT+T >0,05
RING - MITS >0,05
MITS - TWEEN >0,05
MITS — CITRAT+T >0,05
CITRAT+T - TWEEN >0,05

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: Ringerjeva raztopina '/, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); p < 0,05: med rezultati je statisti¢no znacilna razlika; p > 0,05: med rezultati ni statisti¢no
znacilne razlike.
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Priloga B6: Rezultati medsebojne statisti¢ne primerjave obdelav za vzorec Waya LGG

Primerjava obdelav (laktobacili) p

0S-UT >0,05
0S - MES >0,05
0S - SOB >0,05
0S - INK >0,05
UT - MES >0,05
UT - SOB >0,05
UT - INK >0,05
MES - SOB >0,05
MES — INK >0,05
SOB - INK >0,05

Legenda: OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko me3alo z rezili; MES: meSanje v gnetilniku; SOB:
inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; p > 0,05: med rezultati ni statisti¢no znad&ilne
razlike.
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Priloga B7: Rezultati medsebojne statisti¢ne primerjave razred¢eval za vzorec Lacto Seven

Primerjava razred¢eval (bifidobakterije) p Primerjava razred¢eval (laktobacili) p

RING - CITRAT+T <0,05 | RING - CITRAT+T <0,05
RING - K,HPO, >0,05 | RING - K,HPO, <0,05
RING - BPW >0,05 | RING - PBS >0,05
RING - PBS >0,05 | RING - PV >0,05
RING - PV >0,05 | RING-AD >0,05
RING - AD >0,05 | RING - MITS >0,05
RING - MITS >0,05 | RING - BPW >0,05
MITS - CITRAT+T <0,05 | BPW-CITRAT+T <0,05
MITS - K,HPO, >0,05 | BPW - K,HPO, <0,05
MITS - BPW >0,05 | BPW-PBS >0,05
MITS - PBS >0,05 | BPW-PV >0,05
MITS - PV >0,05 | BPW-AD >0,05
MITS — AD >0,05 | BPW - MITS >0,05
AD - CITRAT+T <0,05 | MITS-CITRAT+T <0,05
AD - K,HPO, >0,05 | MITS - K,HPO, >0,05
AD - BPW >0,05 | MITS -PBS >0,05
AD - PBS >0,05 | MITS-PV >0,05
AD - PV >0,05 | MITS-AD >0,05
PV - CITRAT+T <0,05 | AD-CITRAT+T >0,05
PV - K,HPO, >0,05 | AD - K,HPO, >0,05
PV - BPW >0,05 | AD-PBS >0,05
PV - PBS >0,05 | AD-PV >0,05
PBS - CITRAT+T <0,05 | PV-CITRAT+T >0,05
PBS - K,HPO, >0,05 | PV - K;HPO, >0,05
PBS - BPW >0,05 | PV-PBS >0,05
BPW — CITRAT+T >0,05 | PBS - CITRAT+T >0,05
BPW - K,HPO, >0,05 | PBS - K,HPO, >0,05
K,HPO, — CITRAT+T >0,05 | K;HPO, - CITRAT+T >0,05

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: Ringerjeva raztopina '/, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); p < 0,05: med rezultati je statisti¢no znacilna razlika (P < 0,05); p > 0,05: med rezultati ni
statisti¢no znacilne razlike.
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Priloga B8: Rezultati medsebojne statisti¢ne primerjave obdelav za vzorec Lacto Seven

Primerjava obdelav (bifidobakterije) p Primerjava obdelav (laktobacili) p

SOB - INK <0,05 | SOB - INK >0,05
SOB - MES >0,05 | SOB - MES >0,05
SOB - 0S >0,05 | SOB-0S >0,05
SOB - UT >0,05 | SOB-UT >0,05
UT - INK <0,05 | UT-INK >0,05
UT - MES >0,05 | UT - MES >0,05
UT-0S >0,05 | UT-0S >0,05
0S - INK >0,05 | 0S-INK >0,05
0S — MES >0,05 | OS-MES >0,05
MES — INK >0,05 | MES - INK >0,05

Legenda: OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko me3alo z rezili; MES: mesanje v gnetilniku; SOB:
inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; p < 0,05: med rezultati je statisti¢no znacilna
razlika; p > 0,05: med rezultati ni statisti¢no znacilne razlike.
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Priloga B9: Rezultati medsebojne statisti¢ne primerjave razredéeval za vzorec FloraZym

Primerjava razred¢eval (bifidobakterije) p Primerjava razredéeval (laktobacili) p

BPW - PBS <0,05 | BPW-CITRAT+T <0,05
BPW - RING <0,05 | BPW - K,HPO, <0,05
BPW - K,HPO, <0,05 | BPW-RING >0,05
BPW - CITRAT+T >0,05 | BPW-PV >0,05
BPW - MITS >0,05 | BPW-PBS >0,05
BPW - PV >0,05 | BPW - MITS >0,05
BPW - AD >0,05 | BPW - AD >0,05
AD - PBS <0,05 | AD-CITRAT+T <0,05
AD - RING <0,05 | AD - K,HPO, <0,05
AD - K,HPO, <0,05 | AD-RING >0,05
AD - CITRAT+T >0,05 | AD-PV >0,05
AD - MITS >0,05 | AD-PBS >0,05
AD - PV >0,05 | AD - MITS >0,05
PV - PBS <0,05 | MITS-CITRAT+T <0,05
PV - RING <0,05 | MITS - K,HPO, > 0,05
PV - K,HPO, >0,05 | MITS - RING >0,05
PV - CITRAT+T >0,05 | MITS-PV >0,05
PV - MITS >0,05 | MITS -PBS >0,05
MITS - PBS <0,05 | PBS-CITRAT+T <0,05
MITS - RING <0,05 | PBS - K,HPO, >0,05
MITS - K,HPO, >0,05 | PBS - RING >0,05
MITS - CITRAT+T >0,05 | PBS-PV >0,05
CITRAT+T -PBS >0,05 | PV-CITRAT+T <0,05
CITRAT+T - RING >0,05 | PV - K,HPO, > 0,05
CITRAT+T - K,HPO, >0,05 | PV -RING >0,05
K,;HPO, - PBS >0,05 | RING - CITRAT+T >0,05
K,;HPO, — RING >0,05 | RING - K,HPO, >0,05
RING - PBS >0,05 | K;HPO, — CITRAT+T >0,05

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: Ringerjeva raztopina /, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); p < 0,05: med rezultati je statisti¢no znacilna razlika; p > 0,05: med rezultati ni statisti¢no
znacilne razlike.
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Priloga B10: Rezultati medsebojne statisticne primerjave obdelav za vzorec FloraZym

Primerjava obdelav (bifidobakterije) p Primerjava obdelav (laktobacili) p

0S-UT >0,05 | 0S-UT >0,05
0S — MES >0,05 | OS - MES >0,05
0S - SOB >0,05 | OS-SOB >0,05
0S - INK >0,05 | OS - INK >0,05
UT - MES >0,05 | UT-MES >0,05
UT -SOB >0,05 | UT-SOB >0,05
UT - INK >0,05 | UT-INK >0,05
MES - SOB >0,05 | MES - SOB >0,05
MES — INK >0,05 | MES - INK >0,05
SOB - INK >0,05 | SOB - INK >0,05

Legenda: OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko me3alo z rezili; MES: mesanje v gnetilniku; SOB:
inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; p > 0,05: med rezultati ni statisticno znacilne
razlike (P > 0,05).
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Priloga B11: Rezultati medsebojne statisti¢ne primerjave razred¢eval za vzorec sira LCA

Primerjava razredéeval (bifidobakterije) p

CITRAT+T -PV <0,05
CITRAT+T - BPW <0,05
CITRAT+T - K,HPO, <0,05
CITRAT+T - RING <0,05
CITRAT+T - MITS >0,05
CITRAT+T - AD >0,05
CITRAT+T -PBS >0,05
PBS - PV <0,05
PBS - BPW >0,05
PBS - K,HPO, >0,05
PBS - RING >0,05
PBS - MITS >0,05
PBS - AD >0,05
AD - PV >0,05
AD - BPW >0,05
AD - K,HPO, >0,05
AD - RING >0,05
AD - MITS >0,05
MITS - PV >0,05
MITS - BPW >0,05
MITS - K,HPO, >0,05
MITS - RING >0,05
RING - PV >0,05
RING - BPW >0,05
RING - K,HPO, >0,05
K2HPO, - PV >0,05
K,HPO, - BPW >0,05
BPW - PV >0,05

Legenda: AD: anaerobni diluent; RING: Ringerjeva raztopina */, jakosti; BPW: pufrirana peptonska voda;
PV: peptonska voda; MITS: Mitsuoka pufer (pH 6,5); K,HPO,: 20 % raztopina dikalijevega hidrogen
fosfata; PBS: fosfatni pufer s soljo (pH 7,3); CITRAT+T: 20 % raztopina natrijevega citrata z dodatkom
Tweena 80 (1 g/L); p < 0,05: med rezultati je statisti¢no znacilna razlika; p > 0,05: med rezultati ni statisti¢no
znacilne razlike.
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Priloga B12: Rezultati medsebojne statisti¢ne primerjave obdelav za vzorec sira LCA

Primerjava obdelav (bifidobakterije) p

KOPEL - INK <0,05
KOPEL - MES <0,05
KOPEL - SOB <0,05
KOPEL - 0S <0,05
KOPEL - UT >0,05
UT - INK >0,05
UT - MES >0,05
UT - SOB >0,05
UT-0S >0,05
0S - INK >0,05
0S — MES >0,05
0S - SOB >0,05
SOB - INK >0,05
SOB - MES >0,05
MES — INK >0,05

Legenda: OS: osnovna homogenizacija; UT: laboratorijsko me3alo z rezili; MES: mesanje v gnetilniku; SOB:
inkubacija pri sobni temperaturi; INK: inkubacija pri 37 °C; KOPEL.: inkubacija pri 45 °C; p < 0,05: med
rezultati je statisti¢no znacilna razlika; p > 0,05: med rezultati ni statisti¢no znadilne razlike.
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