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IZVLEČEK

Bistvo projektnega dela je bilo ugotoviti kateri način shranjevanja plemenitih plesni je najboljši. Problemi kot so: premajhna preživelost, okužbe, mutacije in sprememba produkcijskih lastnosti se lahko pojavijo pri shranjevanju plemenitih plesni. Najlažje odpravljiva problema sta možnosti okužb in premajhna preživelost. Možnosti okužb preprečimo s sterilnim delom. Premajhno preživelost preprečimo z pravo izbiro snovi za shranjevanje plemenitih plesni.

Za najprimernejšo snov za shranjevanje se je izkazala 5% raztopina laktoze, shranjena v zmrzovalniku na -17°C. Shranjevanje v pesku se je po drugi strani izkazal za najslabšo rešitev. Zmrzovalnik se je izkazal za boljšega od hladilnika, vendar ne za mnogo boljšega.

Vse to nam pove, da je najprimernejše shranjevanje plemenitih plesni v 5% raztopini laktoze pri -17°C v zmrzovalniku.

SUMMARY

The idea of this project was to find out which method is the best for  preserving moulds.Problems such as: insufficient survivebility of moulds, contamination, mutation and can appear. Easiest problems to slove are, contamination and insufficient survivebility of moulds.To prevent contamination is to work in sterile environment, for prevention of insufficient survivebility is important to choose right media.

The best conservation media was 5% lactose solution stored in -17°C.Sand had not proved as a good media for conservation.Also freezer was better than refrigerator.

All this can get us to conclusion which is that 5% lactose solution stored at -17°C is the best way to preserve moulds.

1 UVOD

Plemenite plesni dodajamo kot, dodatno mikrobiološko kulturo mehkim sirom. To so tisti siri kateri imajo več kot 50 % vode v sirnem testu. Plemenite plesni se prehranjujejo z mlečno kislino. Izločajo encime, s katerimi najprej razgradijo maščobe nato pa še beljakovine.

Sire s plemenitimi plesnimi delimo na:
· sire s plemenito plesnijo na površini bri [brie] in  kamamber [camembert]

· sire s plemenito plesnijo v testu rokfor [roquefort], gorgonzola in stilton

1.1. Penicillium camemberti
Za mehke sire s plemenito plesnijo na površino uporabljamo belo plemenito plesen Penicillium camemberti
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        Brie( Penicillium camemberti),       Kamember( Penicillium camemberti)

Penicillium camemberti je bela plesen, katera je puhastega izgleda podobnega vati. Plesen živi v simbiozi z mlečnokislinskimi bakterijami, je aerobna mikroorganizem kateri dobi potrebno količino kisika neposredno iz okolja v zorilnem prostoru. Izloča večje količine proteolitičnih encimov.

1.2. Penicillium roqueforti in Penicillium gorgonzola

Za mehke sire s plemenito plesnijo v testu uporabljamo modro zeleni plesni Penicillium roqueforti in Penicillium gorgonzola.
                            [image: image3.jpg]


 [image: image4.jpg]



                            Rokfor( Penicillium roqueforti),   Gorgonzola( Penicillium gorgonzola)
Zaradi modrozelene barve plesni Penicillium roqueforti in Penicillium gorgonzola imenujemo sire, kateri spadajo v to skupino modri siri. Živi v simbiozi z mlečnokislinskimi bakterijami. Pleseni sta aerobna mikroorganizma, zaradi tega in zaradi rasti plesni znotraj testa, moramo testo prebadati z votlimi iglami, ter z tem omogočiti dostop kisika do plesni in ji s tem omogočiti rast. Izloča večje količine lipolitičnih encimov.

Poznamo več metod shranjevanja plemenitih plesni. Vendar, če hočemo plesni shranjevati jih moramo najprej izolirati. 
Kulturne plesni smo izolirali iz sirov Brija, Gorgonzole in Rokforja tako, da smo nacepili iz sirov kultur plesni na Čapkovo gojišče in jih nato toliko časa precepljali dokler nismo dobili čistih kultur plesni. 
Zatem smo jih del shranili v sterilnem pesku pri stalni temperaturi v hladilniku pri približno 4°C. To  naredimo tako, da dodamo pesek na kulture plesni. To je ohranjevanja s sušenjem. 

Drugi način ohranjevanja, ki smo ga delali je shranjevanje v sterilnih raztopinah. Imeli smo 0,9 % fiziološko raztopino, 3 % raztopino laktoze in 5 % raztopino laktoze. Kulture plesni smo dali v raztopine in jih polovico zamrznili pri -17°C drugo polovico pa dali v hladilnik pri 4°C. Na koncu smo pa pregledali preživelost po 1 dnevu in po 1 tednu. Preživelost smo preverili tako, da smo kulture nacepili na Čapkov agar in jih inkubirali pri optimalnih pogojih in nato pogledali preživetje.
Če so kulture preživele in ni prišlo do okužb je na agarju zrasla kultura plesni, ki je enaka tistim, ki smo jih shranili. Dve kulturi sta enaki če se opisa ujemata. Pri opisovanju kulture, gledamo površino, prerez, barvo in velikost.
2 CILJ

Cilj je ugotoviti, kateri način shranjevanja plemenitih plesni je najboljši.

Pri shranjevanju je potrebno upoštevati, ohranitev čistosti kulture, omogočiti čim boljšo preživelost ter ohraniti enake produkcijske lastnosti.

3 HIPOTEZA

Pričakujeva, da bo preživelost plemenitih plesni največja pri shranjevanju v 5% raztopini laktoze v hladilniku na 4°C.

4 METODE DELA

4.1. Izolacija kulture plemenitih plesni iz sirov

Izolirala sva plesni: brie, roquefort in gorgonzola. Izolirala sva jih iz sirov: Brie, Roquefort in gorgonzola. 

· pripravimo gojišče, Čapkov agar v petrijevke

	- Saharoza
	30
	g

	- NaNO3
	3
	g

	- K2HPO4
	1
	g

	- MgSO4 . 7H2O
	0,5
	g

	- KCl
	0,5
	g

	- FeSO4 . 7H2O
	0,01
	g

	- Agar
	15
	g

	- Destilirana voda
	1000
	ml


· za Čapkov agar potrebujemo: 

· na pripravljeno gojišče iz sirov precepimo plesni (priporočljivo je samo plesni brez sira, ni pa nič narobe, če je zraven še malo sira). Te petrijevke označimo z številk 1, kar pomeni 1. preceplanje 

· nacepljene plesni inkubiramo 2 dni pri sobni temperaturi

· po 2 dneh plesni precepimo na nova gojišča, zato da dobimo bolj čiste kulture in jih označimo z številko 2

· 2. precepljene plesni je ponovno treba inkubirati 2 dni

· pripravimo poševna gojišča (Čapkov agar vlijemo v epruvete, ter epruvete postavimo vodoraven položaj in pod konec kjer je odprtina položimo kos lesa ali karkoli drugega, da je malo dvignjena)

· 2. precepljene plesni precepimo v poševna gojišča

· poševna gojišča s plesnimi inkubiramo 2 dni

4.2. Shranjevanje kulture plemenitih plesni

· pripravimo raztopine in zmes za shranjevanje: pesek (ga steriliziramo), laktozo 3% in 5% ter 0,9% NaCl (fiziološko raztopino)

· plesni iz poševnih gojišč nacepimo v raztopine in v pesek. Vsake plesni nacepimo po 20 epruvet za vsako vrsto shranjevanja. 10 epruvet za shranjevanje v hladilniku na 4°C in 10 epruvet za shranjevanje v zmrzovalniku na -17°C.

· polovico epruvet pustimo v hladilniku in zmrzovalniku 1dan, polovico pa 1 teden

4.3. Preverjanje preživelosti plemenitih plesni

Polovico shranjenih epruvet preverimo po 1 dnevu, drugo polovico pa po 1 tednu.

· pripravimo gojišče, Čapkov agar

· na gojišče precepimo plesni iz snovi v katerih smo jih shranili. Plesni stresemo ali zlijemo na gojišče skupaj z snovjo v kateri smo jih shranili.

· nacepljene plesni inkubiramo 2 dni

· po dveh dneh preverimo nacepljene petrijevke, da vidimo ali so plesni preživele shranjevanje, je bilo shranjevanje uspešno.

· petrijevke poslikamo, za rezultate

4.4. Izračuni za preživelost

4.4.1. Račun za procent preživelosti

· število preživelih kultur (v petrijevki) [pk]
· število nacepljenih kultur (v petrijevki) [nk]
· procent preživelosti [p]
· račun:  pk/nk = p 
4.4.2. Povprečje preživelosti

· preživelost Bria [pb]
· preživelost Rokforja [pr]
· preživelost Gorgonzole [pg]
· povprečje preživelosti [Pp]
· račun:  (pb + pr + pg)/3 = Pp
4.4.3. Splošna preživelost

· povprečje preživelosti X v NaCl [Pf]
· povprečje preživelosti X v pesku [Pp]
· povprečje preživelosti X v 3% laktozi [P3]
· povprečje preživelosti X v 5% laktozi [P5]
· povprečje preživelosti v X [PX] 
· X = čas in tip shranjevanja (npr. hladilnik 1 dan)

· račun:  (Pf  + Pp + P3 + P5)/4 = PX
· povprečje preživelosti hlad. 1 dan v Y [Phd]
· povprečje preživelosti hlad. 1 teden v Y [Pht]
· povprečje preživelosti zmrz. 1 dan v Y [Pzd]
· povprečje preživelosti zmrz. 1 teden v Y [Pzt]
· povprečje preživelosti v Y [PY] 
· Y = krioprotektor
· račun:  (Phd + Pht + Pzd + Pzt)/4 = PY
5 REZULTATI

5.1. Tabele 

Tabela 1 – shranjevanje v 0,9% NaCl

	
	Fiziološka raztopina (0,9% NaCl)

	
	Brie
	Roquefour
	Gorgonzola
	povprečje prež.

	Hladilnik 1 dan
	Da
	Da
	Da
	/

	
	3/3
	3/3
	3/3
	/

	
	100%
	100%
	100%
	100%

	Zmrzovalnik 1 dan
	Da
	Da
	Da
	/

	
	3/3
	3/3
	3/3
	/

	
	100%
	100%
	100%
	100%

	Hladilnik 1 teden
	Ne
	Ne
	Ne
	/

	
	0/3
	0/3
	0/3
	/

	
	0%
	0%
	0%
	0%

	Zmrzovalnik 1 teden
	Ne
	Da
	Ne
	/

	
	0/3
	2/3
	0/3
	/

	
	0%
	67%
	0%
	22%


Tabela 2 – shranjevanje v pesku

	
	Pesek

	
	Brie
	Roquefour
	Gorgonzola
	povprečje prež.

	Hladilnik 1 dan
	Da
	Da
	Da
	/

	
	2/2
	2/2
	2/2
	/

	
	100%
	100%
	100%
	100%

	Zmrzovalnik 1 dan
	/
	/
	/
	/

	
	/
	/
	/
	/

	
	/
	/
	/
	/

	Hladilnik 1 teden
	Ne
	Ne
	Ne
	/

	
	0/3
	0/3
	0/3
	/

	
	0%
	0%
	0%
	0%

	Zmrzovalnik 1 teden
	Ne
	Ne
	Da
	/

	
	0/3
	0/3
	1/3
	/

	
	0%
	0%
	33%
	11%


Tabela 3 – shranjevanje v 3% laktozi

	
	Laktoza (3%)

	
	Brie
	Roquefour
	Gorgonzola
	povprečje prež.

	Hladilnik 1 dan
	Da
	Da
	Ne
	/

	
	3/3
	3/3
	0/3
	/

	
	100%
	100%
	0%
	67%

	Zmrzovalnik 1 dan
	Da
	Da
	Da
	/

	
	3/3
	3/3
	3/3
	/

	
	100%
	100%
	100%
	100%

	Hladilnik 1 teden
	Da
	Ne
	Ne
	/

	
	3/3
	0/3
	0/3
	/

	
	100%
	0%
	0%
	33%

	Zmrzovalnik 1 teden
	Ne
	Da
	Ne
	/

	
	0/3
	1/3
	0/3
	/

	
	0%
	33%
	0%
	11%


Tabela 4 – shranjevanje v 5% laktozi

	
	Laktoza (5%)

	
	Brie
	Roquefour
	Gorgonzola
	povprečje prež.

	Hladilnik 1 dan
	Da
	Da
	Da
	/

	
	3/3
	3/3
	3/3
	/

	
	100%
	100%
	100%
	100%

	Zmrzovalnik 1 dan
	Da
	Da
	Da
	/

	
	3/3
	3/3
	3/3
	/

	
	100%
	100%
	100%
	100%

	Hladilnik 1 teden
	Da
	Ne
	Da
	/

	
	2/3
	0/3
	1/3
	/

	
	67%
	0%
	33%
	33%

	Zmrzovalnik 1 teden
	Ne
	Da
	Ne
	/

	
	0/3
	3/3
	0/3
	/

	
	0%
	100%
	0%
	33%


Tabela 5 – splošna preživelost v vseh načinih shranjevanja

	Preživelost (%)

	Hladilnik po 1 dnevu
	92%

	Zmrzovalnik po 1 dnevu
	100%

	Hladilnik po 1 tednu
	17%

	Zmrzovalnik po 1 tednu
	19%

	Fiziološka
	56%

	Pesek
	37%

	Laktoza (3%)
	53%

	Laktoza (5%)
	67%


5.2. Slike

 Slika 1                                                              Slika 2
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 Gorgonzola v pesku                                         Rokfor v pesku

 Slika 3                                                            Slika 4
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 Bri v pesku                                                      Gorgonzola v 5% laktozi
 Slika 5                                                            Slika 6
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Rokfor v 5% laktozi                                          Bri v 5% laktozi
 Slika 7                                                            Slika 8
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Rokfor v 0,9% NaCl                                         Gorgonzola v 0,9% NaCl
 Slika 9                                                            Slika 10
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 Bri v 0,9% NaCl                                              Rokfor v 3% laktozi

Slika 11                                                           Slika 12
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 Gorgonzola v 3% laktozi (okužena)               Bri v 3% laktozi
6 DISKUSIJA

6.1. Shranjevanje v 0,9% NaCl

Rezultati shranjevanja v 0,9% NaCl (fiziološki raztopini) kažejo, da je preživelost vseh vrst plesni: Penicillium camemberti (Bri), Penicillium roqueforti (Rokfor) in Penicillium gorgonzola (Gorgonzola) pri shranjevanju v hladilniku na 4°C po 1 dnevu 100% po 1 tednu v hladilniku pa 0% (Tabela 1). V zmrzovalniku na -17°C je bila preživelost po 1 dnevu enaka kot v hladilniku, po 1 tednu pa je bila 22% in s tem boljša kot v hladilniku. Iz tega sklepamo, da je shranjevanje v zmrzovalniku primernejše za daljše obdobje.

6.2. Shranjevanje v pesku

Rezultati shranjevanja v pesku kažejo, da je preživelost vseh vrst plesni: Penicillium camemberti (Bri), Penicillium roqueforti (Rokfor) in Penicillium gorgonzola (Gorgonzola) pri shranjevanju v hladilniku na 4°C po 1 dnevu 100% po 1 tednu v hladilniku pa 0% (Tabela 2). V zmrzovalniku na -17°C podatka o  preživelost po 1 dnevu nimava, ker ni bilo dovolj steriliziranega peska, po 1 tednu pa je bila preživelost 11%. Preživelosti po 1 dnevu ne moremo primerjati, ker nam en podatek manjka. Preživelost po 1 tednu pa je boljša pri shranjevanju v zmrzovalniku kot shranjevanje v hladilniku.

6.3. Shranjevanje v 3% laktozi 

Rezultati shranjevanja v 3% laktozi kažejo, da je preživelost vseh vrst plesni: Penicillium camemberti (Bri), Penicillium roqueforti (Rokfor) in Penicillium gorgonzola (Gorgonzola) pri shranjevanju v hladilniku na 4°C po 1 dnevu 67% po 1 tednu v hladilniku pa 33% (Tabela 3). V zmrzovalniku na -17°C je bila preživelost po 1 dnevu boljša kot v hladilniku, saj je bila 100% po 1 tednu pa je bila 11% in s tem slabša kot v hladilniku. 

6.4. Shranjevanje v 5% laktozi

Rezultati shranjevanja v 5% laktozi kažejo, da je preživelost vseh vrst plesni: Penicillium camemberti (Bri), Penicillium roqueforti (Rokfor) in Penicillium gorgonzola (Gorgonzola) pri shranjevanju v hladilniku na 4°C po 1 dnevu 100% po 1 tednu v hladilniku pa 33% (Tabela 4). V zmrzovalniku na -17°C je bila preživelost po 1 dnevu enaka kot v hladilniku, po 1 tednu pa je bila prav tako enaka kot v hladilniku.

6.5. Splošni pregled preživelosti

Shranjevanje v zmrzovalniku je boljše kot v hladilniku, ampak ne pretirano, kar je razvidno iz tabele (Tabela 5). Preživelost se z daljšim časovnim obdobjem zmanjšuje, prav tako pa se zmanjšuje razlika med preživelostjo v hladilniku in zmrzovalniku. 

Shranjevanje v pesku ima najslabšo preživelost, medtem ko se ostali krioprotektorji ne razlikujejo veliko med seboj. Najboljši krioprotektor je 5% raztopina laktoze. Iz tega sklepamo, da več kot je odstotna raztopina laktoze boljša je preživelost.

6.6. Zakaj so rezultati takšni kot so

Preživelost v zmrzovalniku  pri -17°C je boljše, ker se upočasni metabolizem in ostanejo v gojišču še hranilne snovi, v hladilniku pri 4°C pa še naprej poteka neupočasnjeno in kultura zato porabi vse hranilne snovi v gojišču. Najboljši krioprotektor je 5% raztopina laktoze verjetno zato, ker je koncentracija laktoze v raztopini večja kot v ostalih raztopinah. Verjetno je raztopina laktoza za plesni primernejša kot fiziološka. Seveda v primerni koncentraciji. 

7 SKLEP

Mislila sva, da bo preživelost plemenitih plesni največja pri shranjevanju v 5% raztopini laktoze v hladilniku na 4°C, vendar ni bilo tako. Hipoteza je bila delno pravilna, saj je bila preživelost v 5% raztopini laktoze res najboljša. Glede preživelosti v hladilniku je bila najina domneva napačna. 

Zaradi časovne omejitve nisva uspela opraviti nadaljnjih preizkusov shranjevanja za daljše časovne intervale. Priporočala bi nadaljnje delo, saj bi s tem prišli do bolj natančnih rezultatov in do pomembnejših zakonitosti.

S tem projektnim delom sva dokazala, da za shranjevanje plesni in njihovo preživelost ni potrebna visoka tehnološka oprema laboratorija saj potrebujemo najosnovnejše pripomočke, ki jih najdemo v vsakem laboratoriju. Bolj pomembno je priprava in izbira snovi, ki jih mislimo uporabiti za shranjevanje plemenitih plesni, ker morajo snovi omogočiti čim večjo ohranitev plemenitih plesni .

Iz rezultatov  sklepava, da je najboljši način shranjevanja plemenitih plesni v 5% raztopini laktoze pri -17°C najverjetneje zato ker se metabolizem pri -17°C upočasni in se zato hranilne snovi v agarju ne porabljajo in sočasno tudi, da je laktoza najboljši krioprotektor, saj se je izkazala za najučinkovitejšo izbiro. Vendar je njena učinkovitost odvisna od njene količine v raztopini.
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