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Mlecnokislinske bakterije

MKB in probiotiki Sevl, Ki proizvajajo bakteriocine

 Lactobacillus (L.) paragasseri K7 (gasericini)

sevi vrste Lactococcus lactis IM407, IM143, IM145
(nizin)

L. johnsonii IM123 (laktacin F)

Pediococcus (Pd.) acidilactici IM1 (pediocin AcH)
Pd. acidilactici IM2 (pediocin PA-1)

Enterococcus faecium IM273 (enterocini A, B, P)

* 6 razli¢nih sevov Lactiplantibacillus (L.) plantarum
(IM1163, IM1164, IM943, IM930, IM527)

« Lacticaseibacillus (L.) rhamnosus GG

Sev, Ki proizvaja vitamin B12

 Propionibacterium (P.) freudenreichii subsp.
freudenreichii van Niel 1928
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Rast izbranih sevov v sirotki z razlicnimi dodatki
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M1 in M2 — mineralne soli




e vec variant:
* Nizin A, Z, F, Q - laktokoki
 NizinH, U, U2,P >
streptokoki

3,4 kDa

34 aminokislinskih ostankov

e 5 obrocev z disulfidnimi mosticki

* spada k skupini lantibiotikov (razred 1)

» posttranslacijske modifikacije: dehidroalanin, lantionin
in B-metillantionin

Nizin — obroc A . . . .
* kationske in amfifilne lastnosti

modra — zelo hidrofilno

It OEE »
oranzna — zelo hidrofobno
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* selektivna vezava na lipid Il
* dva mehanizma protimikrobnega delovanja:
* motnje v sintezi celicne stene
e pore v membrani
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zraba kisle sirotke kot gojisca za laktokoke pri
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Lactococcus lactis IM143, IM145, IM407
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L. lactis IM143 L. lactis IM145 L. lactis IM407

PRED
LIOFILIZACl
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1 MESECPO }
LIOFILIZACUI §
sobna T

ponovili tudi Protimikrobna aktivnost se najbolje ohrani pri pH 3 v
pol leta po sirotki s kvasnim ekstraktom. Med temperaturami
liofilizaciji hranjenja ni ve¢jih razlik, torej je tudi na sobni

1- Siroa,' 2 rOtka +5% KE, - 5% KE + Ml, temperaturi nizin zelo obstojen
4 — sirotka + 5% KE + M2; 5 — BHI
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zraba kis

orodukciji

FOR ACID WHEY

e sirotke kot gojisca za laktokoke pri
nizina — vecje merilo

iIM145 Primerjava FT in PFT
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Protimikrobna aktivnost nizina proti indikatorskemu
sevu Lactobacillus sakei IM108 (ATCC15521)
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Uravnavanje pH tekom procesa
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— vecja produkcija nizina
— Visji pH — vecC nizina povezanega z bakterijskimi celicami
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Cis¢enje in koncentriranje nizina:
Kationsko-izmenjevalna kromatografija
Sta n C a rd (Slgm a) Protimikrobna aktivnost nizina na gelu (NaDS-PAGE), ki je

bil predhodno obarvan s Coomassie Brilliant Blue in
srebrovim nitratom. NIZIN TE Tk TT
Y _ffb‘a"

kolona CIMac-SO3

TE — nizin, obdelan s pronazo E; TK — nizin, obdelan z a-kimotripsinom; TT — nizin, obdelan s tripsinom.
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Kationsko izmenjevalna kromatografija
orozga po koncu bioprocesa - preparativa

u
4rsnonn Datal:blankled PDA Ch2 226nm, Bnm
Datalslaﬁda‘g r;zinz.lcd PDA Ch2 226nm,8nm

Data3wzorec 3 8 phéled PDA CH2 206nrm B
4500000 Datad:3_8 138 (Smi)L, phéled PDA Ch2 226nm,8nm

preparativna kolona CIMmultus™ S03-1
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Kromatografija z obrnjeno fazo (RP-HPLC)
orozga po koncu bioprocesa - analitika

analitska kolona C8, Widespore Aeris

uv
Datat:blank! od PDA Chl 214nm8nm

DataZnizin Z 2,3 mg-m v 20%B-metoda?0-38procert lcd PDA Chl 214nmBnm
Data33 8 brozga 100ullcd PDA Ch1 214nm,Bnm

850000

|
800000

— |
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brozga ‘
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150000 -

100000 -

F6

125 130 135 14,0 14.5 150 185 160 165 17.0 7.5

180 18.5 19,0 min
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Kromatografija z obrnjeno fazo (RP-HPLC
0rozga po koncu bioprocesa - preparativa
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Precipitacija nizina z amonijevim sulfatom

analitska kolona C8, Widespore Aeris

A [T RERELHS - kDa | A | s st IM143 IM143
S 100 pred prec. pred

o] precipitacija in koncentriranje |

- | 30 | w—

1750000-] 25 -
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1250000 : 15

1000000
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Ultrafiltracija in penjenje z detergentom

Prepustnost 30 kDa

250000 0.60
{ 1: kontrola 200000 0.50
2: izhodni nizin pred prepihovanjem B 0.40
3: pena po pepihavanju pH 4,8 E 10000 030 <
4: pena po pepihavanju pH 6,0 & 100000 020 E
% 5: brozga po koncu prepihovanja pH 4,8 50000 . . 0.10
¢ 6: brozga po koncu prepihovanja pH 6,0 0 e ' . o & 000
§ 7:spirek posode s 50 mL vode pH 4,8 1 2 3 4 5 6 7 8
8: spirek posode s 50 mL vode pH 6,0 m BA/mL

e koncentracija glede na standard (2,5%) [mg/mL]
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Produkcija vitamina B12 v bioreaktorju
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Produkcija vitamina B12 v bioreaktorju
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Odpadna brozga po koncu bioprocesa

| Elgdycmm ]
po 6 dneh
T — IEERGSIGEN |
n-valerijanska
po 1 dnevu
— i-valerijanska
n-maslena
inokulacija _
- i-maslena
propionska N
FT + 2,5 % KE
— ocetna [N
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 0 1 2 3 4 5 6
[8/100 g] [8/100 g]
M n-valerijanska M i-valerijanska ™ n-maslena B poldnevu M po6dneh
M i-maslena B propionska MW ocetna
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