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POVZETEK

Pri najinem projektnem delu sva ugotavljali, katera je najboljša metoda za dolgotrajno shranjevanje bakterijskih spor, v našem primeru za shranjevanje bakterijskega rodu Streptomyces carbophilus, ki se uporablja za biokonverzijo mevastatina v pravastatin.

Primerjale sva učinkovitost zmrzovanja pri različnih pogojih in ga primerjale z liofilizacijo. Bakterijske spore sva zamrznile brez dodatkov in z dodatkom 5 % in 10% glicerola kot zaščitno sredstvo. Izkazalo se je, da je preživelost najboljša pri metodi zamrzovanja, še posebno pri dodajanju glicerola. Bakterijske spore lahko tako trajno shranimo. 

Pri postopku liofilizacije sva dodali bakterijskim sporam 15 različnih sklopov zaščitnih sredstev in  ugotovili, katero je najbolj primerno, pomeni pri katerem je preživelost najvišja. Po rezultatih sodeč, je preživelost pri liofilizaciji bistveno slabša kot pri metodi zmrzovanja, tudi če dodajamo najboljše kombinacije zaščitnih gojišč. Izkazalo se je, da sta to gojišči 5 (30 g glicerola, 7 g/L trehaloze, 100 ml demineralizirane vode) in 9 (0,5 g agarja, 10 g trehaloze, 100 ml demineralizirane vode, pH 5,70). Preživelost spor pri liofilizaciji je kar 106 nižja, kar pomeni, da je zamrzovanje primernejša metoda za izdelavo tako sekundarne kot tudi primarne banke tega seva.

SUMMARY

At our project work we were trying to determine which would be the best method for long lasting preservation of bacteria spores. In our case, that would be Streptomyces carbophilus, which is used for bioconversion of mevastatin to pravastatin.

We were comparing efficacy by freezing at different conditions and compare it to the liofilization. We froze up the bacteria spores with no supplements, only 5% and 10% of glycerol as a protection.It turned out that survival is the best at the freezing method, especially by adding glycerol. That is the way we can permanently save bacteria spores.

At the liofilization, we added 15 different complexes of protection funds to the bacteria spores and find out which one is the most suitable, meaning where the survival is the highest. Judging by results, the survival at the liofilization is visibly worse than survival by  method of freezing. Even if we add the best combinations of protection nurseries. It turned out that that are nurseries 5 (30g glycerol, 7g/l trehalose, 100 ml demineralisated watter) and 9 (0,5 g agar plates, 10 g trehalose, 100 ml demineralises watter, pH 5,70). The survival of the spores at liofilization is lower for 106, what means that the freezing method is more appropriate for producing secondary and also primary bank of this bacteria.

1. UVOD

1.1. LASTNOSTI STREPTOMICET
Vrste rodu Streptomyces, ki jih uvrščamo v red Actimomycetales so grampozitivne bakterije micelijske zgradbe in tvorijo veliko število različnih metabolitov. Zanimanje za to skupino mikroorganizmov stalno narašča, saj so med njihovimi metaboliti najpomembnejši antibiotiki. 

Streptomicete so v naravi zelo razširjene, nahajajo se v zemlji, kompostu in krmilih. V zemlji žive saprofitsko in imajo več funkcij. Z izločanjem različnih hidrolitičnih encimov sodelujejo pri razgradnji organskih ostankov. S hifami povezujejo delce zemlje in na ta način vplivajo na vidno granulirano strukturo tal. Odgovorne so za specifični vonj zemlje in za sestavo talne mikroflore, ki je posledica biosinteze antibiotika, ki so škodljivi za druge talne mikroorganizme. Streptomicete lahko rastejo v ali na zelo različnih substratih: vodi, živilih, hlevskem gnoju, krmilih in parazitirajo na rastlinah in živalih. Streptomicete so obligatno aerobni mikroorganizmi. Običajno jih razvrščamo med kemoorganotrofne mikroorganizme. Večina streptomicet je glede prehrane nezahtevna. Zelo lahko izkoriščajo enostavna gojišča z odgovarjajočim virom ogljika, dušika in mineralnih snovi. 

Nestabilnost različnih sevov otežuje delo s streptomicetami. Velika morfološka in biokemična diferenciacija njihovih kolonij zahteva drugačen način raziskovanja kot pri drugih bakterijah. Streptomicetne tvorijo na trdnih gojiščih kolonije miceljske zgradbe, podobne kolonijam plesni. Znotraj kolonije se micelij diferencira v primarni (substratni) in sekundarni (zračni). Vegetativni micelij kot primarni stadij rasti se razvije iz spor, ki se v obliki hif podaljšuje. Zračni micelij raste pravokotno iz vegetativnega micelija v obliki dolgih hif. Običajno je debelejši in mnogo manj razvejan kot vegetativni. S spremembo vzgoje, zaradi genetske nestabilnosti ali z mutacijami streptomicete lahko zgubijo sposobnost tvorbe zračnega micelija. Izgled površine kolonije se opisuje kot prahast, volnat ali zrnat. Sporofore so lahko ravne, valovite, zavite ali spiralne. Oblike sporofor v danih pogojih so značilne za  posamezno vrsto in služijo kot kriterij za klasifikacijo. Na zračnem miceliju se tvorijo spore, ki so bolj odporne proti izsušitvi kot vegetativne celice. Spore se tvorijo s pregrajevanjem sporogenih hif. Mlada zračna hifa in starejši bazalni segmenti vsebujejo v vsakem predelu enotno kromatinsko vrvico, ki se ob nastanku spor deli. Tako nastala kromatinska telesca tvorijo »jedro« spor. Vsaka od teh spor vsebuje haploidni genom. Osušene spore v pogojih z nizko zračno vlago lahko preživijo tudi do več let.

Streptomicete tvorijo večje število intracelularnih in ekstacelularnih encimov, kot so proteaze, amilaze, invertaze, redkejše celulaze in še mnogo drugih. Veliko vrst tvori različne pigmente, ki so lahko v zračnem ali substratnem miceliju tudi v sporah. Lahko se izločajo tudi v gojišče.

1.2. IZBOR, PRIPRAVA IN SHRANJEVANJE INDUSTRIJSKIH BIOKULTUR

1.2.1. Strategija in tehnike izbora industrijskih biokultur

Človek že stoletja izkorišča mikroorganizme za pridobivanje lastnih dobrin. Razvil je celo metode izbora in trajnega ohranjanja uspešnih biokultur, ne da bi se tega sploh zavedal.

Šele odkritje mikroorganizmov in njihove vloge v fermentacijskih procesih je lahko utemeljilo nadaljni razvoj industrijske mikrobiologije na koncu prejšnega in začetku tega stoletja. Pionirji industrijske mikrobiologije in mikrobne ekologije so zgodaj razvili nekatere tehnike ( npr:uporaba toplote za sterilizacijo, izolacija in gojenje mikrobnih kultur na čvrstih gojiščih, uporaba obogatitvene tehnike za izolacijo mikroorganizmov s specifičnimi lastnostmi iz specifičnih naravnih okolij, itd), ki še danes predstavljajo osnovo laboratorijskega dela in selekcijskih programov za nove, potencialno industrijsko uporabne biokulture. Predvsem obogatitvena tehnika, s katero lahko iz narave izoliramo nove organizme z industrijsko zanimivimi lastnostmi, doživlja v današnjem času nov razvoj. Novo izolirani naravni mikroorganizmi namreč predstavljajo alternativo genetsko spremenjenim organizmom, ki so rezultat uporabe genske tehnologije. Dejstvo, da so proizvodi naravnih mikroorganizmov avtomatično obravnavani kot naravni proizvodi (kar je lahko sporno pri rekombinantnih mikroorganizmih), jim daje možnost za lažji in bistveno hitrejši prodor na trg. Zato predvsem nekatere klasične biotehnološke panoge (proizvodnja hrane in zdravil) vključujejo obsežne selekcijske programe naravnih mikroorganizmov kot del razvoja novih tehnologij.

Načini oz. tehnike izbora novih idustrijskih biokultur so seveda različni, saj so prilagojeni vrsti organizma in iskani aktivnosti. Vendar pa osnovna strategija selekcijskh programov vsebuje nekaj ključnih faz, ki so skupne vsem postopkom izbora (Steele in Stowers, 1991; Bull, 1991; Bull s sod.,1992):

· definicija želene aktivnosti biokulture oz. njenega proizvoda;

· pregled obstoječih informacij o biokulturah z želeno aktivnostjo;

· iskanje virov želene biokulture;

· direktna izolacija ali razvoj obogatitvene tehnike oz. selekcijskih parametrov za izolacijo biokulture;

· razvoj metodologije in kriterijev za nadaljni selekcijski postopek.

1.2.2. Viri industrijskih biokultur

Osnovni vir novih industrijskih biokultur še danes ostaja narava s svojo biološko pestrostjo oz. raznovrstnostjo. Po nekaterih ocenah (Cheetman) naj bi bil doslej identificiran le približno 1 odstotek vseh obstoječih vrst mikroorganizmov. Predvsem manj raziskani naravni ekosistemi oz. specifične ekološke niše ostajajo vir novih, potencialno koristnih mikroorganizmov s specifičnimi lastnostmi, ki so tehnološko zanimive (npr. termofilnost , acidofilnost, halofilnost itd.). Za njihovo izolacijo  in identifikacijo so seveda potrebni raziskovalni projekti, ki omogočajo razvoj specifičnih tehnik izolacije, študija biološke raznovrstnosti in njene stabilnosti na ravni fenotipa in genotipa in končno na osnovi teh spoznanj izbora novih industrijsko uporabnih  biokultur iz narave.

Druga pot za pridobitev ustrezne biokulture je nakup v zbirki biokultur. Danes deluje v svetu veliko dobro organiziranih zbirk, ki shranjujejo različne biokulture – bakterije, kvasovke in nitaste glive, viruse, alge itd., tkivne kulture, rastlinske in živalske celične linije, pa tudi DNA-izolate, plazmide, klonirane dele DNA oz. že cele genome (t.i. genske knjižnice). Poleg zbiranja, trajnega hranjenja in distribucije biološkega materiala po naročilu uporabnikom ponujajo tudi druge storitve:

· izolacijo čistih kultur ter identifikacijo in klasifikacijo sevov na osnovi klasičnih (običajno morfološko-biokemijskih) ali modernih (molekularno-genetskih) metod;

· depozit sevov (posebej je treba omeniti depozit patentnih sevov, ki ga opravljajo zbirke, določene s t.i. Budimpeštansko pogodbo);

· izobraževanje itd.

Za informiranje uporabnikov izdajajo kataloge z informacijami o hranjenjih biokulturah, vse pomembnejše pa postajajo računalniške baze podatkov, ki prek elektronske pošte omogočajo on-line dostop do ogromnega števila informacij o biokulturah, shranjenih v zbirkah širom pom po svetu.

1.2.3. Izolacija in identifikacija 

Ena izmed osnovnih tehnik dela z industrijskimi biokulturami je izolacija in trajno ohranjanje čiste kulture, običajno pa tudi  njena identifikacija. Načini oz tehnike identifikacije so specifične za posamezne vrste biokultur, lahko pa omenimo splošno zakonitost, ki velja za vse najpomembnejše skupine industrijskih biokultur: Klasična identifikacija običajno temelji na testiranju fenotipskih značilnosti, ki so odvisne od ekspresije genov in zato podvržene določeni stopnji variabilnosti. Mnogokrat ni poznan kriterij pomembnosti posameznih lastnosti, zato klasični identifikacijski protokoli običajno vsebujejo veliko testov, ki zahtevajo veliko dela in materiala. Po drugi starni pa je njihova sposobnost razločevanja med zelo sorodnimi organizmi (npr. sevi iste vrste) majhna. To je pomembna pomanjkljivost klasične identifikacije industrijskih mikroorganizmov, kjer je mnogokrat odločilna ravno specifičnost točno določenega seva, ki edini ustreza zahtevam industrijskega bioprocesa. Zaradi neštetih omejitev klasičnih morfološko-fiziološko-biokemijskih identifikacijskih testov  se vse bolj uveljavljajo molekularno-biološke tehnike tipizacije industrijskih biokultur, kot npr.: restrikcijska analiza (RFLP – restriction fragment lenght polymorphism) kromosomske, ribosomske, mitohondrijske ali plazmidne DNA, kariotipizacija (študij elektroforetskih vzorcev po ločitvi intaktnih kromosomov s pulzno elektroforezo), študij elektroforetskih vzorcev PCR-produktov (DNA, namnožene s polimerazno verižno reakcijo ob uporabi specifičnih ali naključno izbranih začetnih zaporedij).

Večina omenjenih tehnik je relativno nova, prve objave posameznih tehnik in dejanska uporabnost za idetifikacijo in ločevanje med sorodnimi sevi posameznih skupin industrijskih biokultur jasna šele čez čas. Izredno številne publikacije s tega področja pa že zdaj kažejo očiten razvoj taksonomskih in identifikacijskih sistemov industrijskih mikroorganizmov na osnovi njihove molekularno-genetske karakterizacije (genotipizacije).

1.2.4. Principi izboljšanja biokultur in prenos v industrijsko merilo

Rezultat selekcijskega postopka je potencialno uporabna biokultura, ki jo je treba prilagoditi uporabi v velikem merilu oz. še izboljšati v smislu dobrega industrijskega mikroorganizma. Splošne zahteve so povzete v naslednjih točkah:

· dosegljiv v obliki čiste kulture (v ožjem pomenu besede brez mikrobnih kontaminantov, v širšem pomenu pa tudi brez drugih infekcij, npr. S fagi);

· hitra rast z dobrim izkoristkom na preprostih in cenenih gojiščih;

· visoka produktivnost želenega proizvoda ob čim manjši proizvodnji drugih snovi, ki otežujejo izolacijo ipd.;

· čim manjaša občutljivost na kontaminacije (npr. spremembe ekoloških razmer, kot so temperatura, pH, koncetracija kisika, sestavin gojišč itd.);

· neškodljivost za ljudi in okolje

· čim lažja ločba biomase od medija in preprosta izolacija proizvoda;

· genetska stabilnost (aktivne delovne biokulture in trajno hranjenje biokulture), vendar z možnostjo kontrolirane genetske manipulacije.

Začetne faze optimizacije industrijskega bioprocesa pogosto vključujejo modifikacije medija in ekoloških razmer, kot so temperatura, pH, načini mešanja in prezračevanja, kar vključuje ekološki princip optimalizacije, nadaljnje izboljšanje pa omogoča le trajna genetska sprememba delovne biokulture.

1.2.5. Trajno shranjevanje industrijskih biokultur

Izbira shranjevanja je odvisna od tipa industrijske biokulture, njenih specifičnosti, stabilnosti, cene biokulture in njenega proizvoda, frekvence njene uporabe, distribucije ipd., pa tudi od drugih dejavnikov, kot so oprema laboratorija, strokovna usposobljenost kadra, število hranjenih kultur, itd.

Tehnike trajnega shranjevanja biokultur

V zadnjem času se za trajno shranjevanje biokultur uporabljata  dve tehniki-zamrzovanje ter hranjene pri zelo nizkih temperaturah in liofilizacija. Preživelost celic je boljša pri zamrzovanju v tekočem dušiku, pri liofilizaciji pa je lahko problematična (npr. nizka preživelost kvasovk). Običajno so bolj občutljive večje in kompleksnejše celice, med bakterijskimi biokulturami so bolj občutljive gram negativne kot gram pozitivne. Preživelost biokultur pa je mogoče povečati tudi z uporabo zaščitnih sredstev (t.i. krioprotektorjev), ki jih dodamo suspenziji pred zamrzovanjem oz. liofilizacijo.

Na preživelost celic med trajnim shranjevanjem pa vpliva tudi fiziološko stanje celic, predvsem faza rasti celic, ki jih shranjujemo.

· Zamrzovanje

Zamrzovanje poteka pri temperaturah do –80(C v mehanskem zamrzovalniku ali med -156(C in -196(C v tekočem dušiku oz. njegovih parah. Pri zamrzovanju je bistvenega pomena režim oz. hitrost zamrzovanja , saj ta določa kinetiko tvorbe kristalov v celičnih suspenzijah. Ekstracelularna in intracelularna tvorba kristalov ledu namreč močno vplivata na obseg poškodb na celičnih membranah in drugih celičnih strukturah.

· Liofilizacija

Liofilizacija je vakuumsko sušenje oz. odstranjevanje vode (ledu) iz zamrznjene kulture direktno s sublimacijo. Sterilne tekoče vzorce (v penicilinkah ali ampulah) z mikroorganizmom ohladimo do –50 stopinj C. V liofilizatorju vzorce izpostavimo v visokem vakumu, ki mora biti nižji od parnega tlaka vode pri temperaturi vzorca (pod 0.5 mbar). Voda iz vzorca sublimira, (pri tem dodatno hladi vzorec) in kondenzira v kondenzorju liofilizatorja, ki ima nižjo temperaturo od vzorca. Tako posušeni vzorci mikroorganizmov se uporabljajo za arhiviranje sevov v banki liofilizatov.

2. CILJI

Cilj tega dela je primerjava zamrzovanja in liofilizacije pri različnih pogojih kot metodi dolgo oz. kratkoročnega shranjevanja produkcijske kulture Streptomyces carbophilus, ki se uporablja za produkcijo pravastatina.

Pri nalogi bomo preverili uporabnost zamrzovanja suspenzij spor tega mikroorganizma kot metodo vzdrževanja sekundarne banke. Farmakopejske zahteve so namreč takšne, da zahtevajo prehod iz klasične selekcije sevov in priprave vcepkov v bolj standardizirane postopke, ki rezultirajo v vnosu enakega biološkega materiala v prve stopnje proizvodnje farmacevtskih učinkovin s klasično fermentacijo.

Sekundarno banko produkcijskih mikroorganizmov predstavljajo inokulumi in gre za kratkotrajneši način shranjevanja (do 2 let). Sekundarno banko pripravimo iz primarne banke v kateri je sev dolgotrajno deponiran. Za vzdrževanje primarne banke tega seva se trenutno uporablja liofilizacija. Pri tej se kot zaščitna snov uporablja mleko v prahu »skim milk« ta pa je obravnavan kot surovina živalskega izvora. Zaradi regulatornih zahtev v farmacevtski industriji se je potrebno takim surovinam izogniti. Zaradi tega bomo skušali nadomestiti mleko v prahu z zaščitnimi sredstvi, ki so neživalskega izvora. 

3. UPORABLJENA SREDSTVA IN MATERIALI

Sredstva:

· magnetno mešalo                   

· elektronska tehnica           

· žlička

· laboratorijska steklovina

· elektronski pH meter

· električni kuhalnik

· poševniki

· sterilizator

· hokejka

· homogenizator (»poter«)

· strgalo za spore

· epruvete

· elektronska pipeta

· alkohol

· destilirana voda

· gorilnik

· stojalo za epruvete

· fiziološka raztopina

· celulozni zamaški
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Poševnik

Za pripravo gojišča 1 smo potrebovali:

	SUROVINA
	KOLIČINA

	Glukoza monohidrat
	4,0 g

	Kvasni ekstrat
	4,0 g

	Sladni ekstrat
	10,0 g

	Agar
	20,0 g

	Demineralizirana voda
	do 1000 ml


Material pri liofilizaciji

· liofilizator

· vertikalna vakumska komora

· vakumska črpalka

Navedena oprema se uporablja za liofilizacijo sterilnih mikrobnih kultur. Za zmrzovanje vzorcev pred liofilizacijo uporabljamo katerokoli hladilno skrinjo, ki doseže temperaturo –50 stopinj C, ali nižjo.

· penicilinke ali ampule

· gumijasti ali silikonski zamaški za penicilinke

· 5% skim milk

· suhi sterilizator

· avtoklav

· steklena šaša, petrijevke, poševniki

· lističi aluminijaste folije

· silikonska mast

· LAF kabina-laminar ali mikrobiološka komora

· bat za trenje biološkega materiala

· gojišče

· mikroorganizmi

4. METODE DELA
4.1. Priprava gojišča 1

Z elektronsko tehtnico smo natehtali snovi. Ker smo morali biti zelo natančni smo si pomagali s plastičnimi posodicami in žličko. Ob primeru nenatančnosti bi to vplivalo na rast mikroorganizmov.

Vse zatehtane snovi razen agarja smo vmešali v demineralizirano vodo in dodajali vodo do 500 ml. Zatehtano količino agarja smo vmešali v 500 ml demineralizirane vode in zakuhali. Nato smo vse skupaj zmešali z ostalimi surovinami. Da je bilo vse homogenizirano smo gojišče mešali na električnem mešalniku.

Tako pripravljena gojišča (1000 ml) vlijemo v 2000 ml erlenmajerico, ko jo začepimo z zamaškom iz gaze, papirjem ter elastiko.

Gojišče smo nato sterilizirali v avtoklavu pri temperaturi 121(C in nadtlaku 1,1-1,2 bara. Čas sterilizacije je bil 25 minut.V sterilne petrijeve plošče v mikrobiološki komori aseptično razlijemo po pribljižno 30 ml steriliziranega gojišča. Ostanek gojišča uporabimo za meritev pH.
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Vlivanje petrijevk

4.2. Nacepitev in gojenje kulture
Za gojenje kulture smo uporabili že sporulirane kolonije na drugih poševnikih. Zaradi sterilnosti smo vse delali v sterilnem okolju v laminariju (mikrobiološka komora). V poševnike smo zlili 5 ml fiziološke raztopine in nato s strgalom z gojišča postrgali spore. Fiziološka raztopina je bila že pripravljena v sterilnih epruvetah. Vsebino smo prelili v homogenizator, jo homogenizirali ter jo prelili v sterilno epruveto. Nato smo nacepljali na pripravljene poševnike. Na gojišče smo z elektronsko pipeto kanili kapljico suspenzije in jo razmazali s sterilno pipeto po celi površini gojišča. Tako naceplena gojišča smo spravili v inkubator, kjer je bilo 28(C in pustili, da so kolonije zrastle. Kolonije potrebujejo za rast 7 do 14 dni.

Po inkubaciji smo za nacepitev kulture uporabili le poševnike, kjer so sevi v celoti sporulirali. V poševnik smo nalili fiziološko raztopino, s strgalcem smo postrgali spore, ki so bile na gojišču. Pri tem nismo smeli biti preveč grobi, ker bi zraven postrgali še koščke gojišča. Vsebino smo potem prelili v homogenizator (poter), jo homogenizirali ter jo prelili v tri sterilne epruvete. V eno epruveto smo dodali 10 % glicerola, v drugo 5 % glicerola, tretji pa ga nismo dodajali. Nato smo iz vsake od epruvet vzeli 3-krat po 1 ml suspenzije in jo nalili v šest majhnih epruvet za zmrzovanje. Zamrznjence smo zmrzovali pri temperaturi -84(C.

Ostalo suspenzijo smo uporabili za redčitve. Iz epruvete, kjer ni bilo glicerola smo odpipetirali 1 ml suspenzije in jo vlili v epruveto. 1 ml suspenzije smo dodali 9 ml destilirane vode ( 1. redčitev). Nato smo iz te razrečene suspenzije spet odpipetirali 1 ml ter vlili v epruveto kjer je bilo 9 ml dest. vode ( 2. redčitev ). Iz vsake naslednje razredčitve smo odpipetirali 1 ml suspenzije in ji dodali 9 ml vode. Naredili smo 10 redčitev. Enako smo naredili redčitve tudi s suspenzijama z dodanim glicerolom.

Potrebovali smo 30 petrijevk z gojiščem. Na vse smo napisali ali vsebuje suspenzija glicerol in koliko, ter katera razredčitev je. Nato smo pričeli z nacepljanjem iz epruvet, kjer je bila le sveže narejena suspenzija. Na gojišče smo kanili 100 (l  suspenzije, ki smo jo s hokejko razmazali po gojišču. Pred vsako uporabo smo morali hokejko razkužiti. To smo naredili tako, da smo jo namočili v alkohol in nato z njo na hitro šli skozi ogenj, da je alkohol zgorel. 

Prve zmrznjence smo nacepljali po 7 dneh, druge pa po 11. Postopek nacepljanja je že opisan.

4.2.1. Rast in štetje kolonij
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Kolonije S. carbophilus na gojišču 1. 

Kolonije potrebujejo za rast 7 do 14 dni v inkubatorju, pri temperaturi 28(C, ki lahko niha za  ((( 1(C . Po sedmih dneh smo gojišča pregledali in tam kjer smo lahko (pri razredčitvah od 6 do 9) prešteli kolonije. Pogoj za števnost kolonij je bil, da je bilo na plošči najmanj 10 do največ 500 kolonij. Število preštetih kolonij smo zapisali in nato izračunali še povprečje. Iz dobljenega povprečja smo izračunali koncentracijo izraženo kot število spor na ml suspenzije. Nato smo med sabo primerjali rezultate sveže suspenzije in pa zamrznjencev.

4.3. Priprava gojišč za liofilizacijo
Suspenzije celic liofiliziramo v zaščitnem gojišču. Pripravljena zaščitna gojišča lahko hranimo pri 4 stopinjah C 14 dni.

4.3.1. Priprava zaščitnega gojišča

Sestava:

· 5% skim milk (zaščitna snov – mleko v prahu) 

Surovino raztopimo, razlijemo po cca 10 ml v epruvete in tindaliziramo trikrat pri 100(C 30 minut v razmaku 24 ur.

4.3.2. Priprava pribora za liofilizacijo
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Kolonije 2

Vzorce za liofilizacijo pripravimo v sterilni embalaži (penicilinke, ampule). Penicilinke in ampule steriliziramo v kovinskih kasetah v suhem sterilizatorju. Gumijaste ali silikonske zamaške za penicilinke steriliziramo v stekleni čaši, pokriti z gazo, v avtoklavu, pri 120 stopinjah C. Pomožni pribor (lističe aluminijaste folije, silikonsko mast) steriliziramo v steklenih petrijevkah v suhem sterilizatorju po navodilih.

4.3.3. Priprava vzorcev za liofilizacijo

Vzorce pripravimo v mikrobiološki komori pod sterilnimi pogoji.V našem primeru pripravimo vzorce Streptomyces carbophilus.

Vzamemo posodo z biološkim materialom, ki ga želimo liofilizirati (suspenzijo celic iz stresalne kulture, petrijevko s kolonijami, poševni agar, ipd…). Sterilno odpipetiramo,  izrežemo ali postrgamo biološki material in ga prenesemo v potter. Dolijemo 5 ml zaščitnega gojišča. Z batom steremo biološki material, dokler ne dobimo homogene suspenzije s komaj vidnimi delci.
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Penicilinke

Suspenzijo celic nalijemo po 0,25 do 0,5 ml v poljubno število penicilink oz. ampul. Sterilni zamašek podmažemo s silikonsko mastjo in ga vstavimo v penicilinko. 

Reža v zamašku mora biti še vedno odprta navzven.  Vsako penicilinko posebej prekrijemo oz. ovijemo preko zamaška in odprtine s sterilnim aluminijastim lističem.

V eno ali dve penicilinki vstavimo temperaturno tipalo liofilizatorja. Ti vzorci bodo služili za spremljanje dogajanja v liofilizatorju. Po končani liofilizaciji jih takoj zavržemo.

Tako pripravljene vzorce zamrznemo najmanj pri -50 stopinj C, ali še nižji temperaturi.

Na pinicilinke oz. ampule v lmikrobiološki komori napišemo oznake vzorcev. Po liofilizaciji vzorce označimo z etiketami, na kateri je napisana številka vzorca – sev, datum in kraj liofilizacije.

V liofilizatorju istočasno liofiliziramo samo vzorce enega seva. Maksimalno število vzorcev v liofilizatorju je omejeno s številom penicilink / ampul, ki jih lahko postavimo na oba podstavka za liofiliziranje.

4.3.4. Liofilizacija

· Neposredno po testiranju vakuma, ugasnemo črpalko, v komoro spustimo zrak skozi zračni ventil in počakamo, da se tlak izenači z zunanjim. Snamemo ohošje vakumske komore. Hladilni kompresor pustimo prižgan.

· Na police komore prenesemo kovinski krožnik z vzorci, ki smo jih zamrznili pri temperaturi –50 stopinj C. Če liofiliziramo v penicilinkah, na zamaške postavimo kovinsko ploščo. Polico nad vzorci postavimo kolikor mogoče nizko nad vzorce. Če imamo na krožniku tudi vzorce s temperaturnimi tipali, tipala priključimo na priključnice termometra v komori.

· Pokrov komore čim hitreje zapremo in takoj vklopimo vakumsko črpalko. Na ekranu termometra lahko opazujemo temperaturo vzorcev v liofilizatorju. Temperatura vzorcev se nekaj minut počasi dviga, a je še vedno pod –5 stopinj C. Ko tlak v liofilizatorju pade pod približno 0.5 milibara, se začne proces sublimacije vode iz vzorcev. Temperatura se v tem trenutku naglo zniža za nekaj stopinj C. Od te točke naprej se temperatura vzorcev počasi dviguje, vse do sobne temperature. Liofilizator pustimo obratovati 48 ur. Med liofilizacijo tlak ne sme zrasti nad 0,1 milibara. Med pravilno izvedeno liofilizacijo se tlak v komori načeloma ves čas postopoma znižuje.

· Po 48 urah izvedemo zaključno operacijo. Če smo liofilizirali v penicilinkah, pritisnemo gumb na ventilu za spuščanje zraka v pnevmatski mehanizem. Pnevmatski mehanizem se napihne in pritisne kovinsko ploščo na vzorcih. Kovinska plošča potisne zamaške v penicilinkah do konca.

· Ugasnemo črpalko, kompresor kondenzorja. Skozi ventil za spuščanje zraka spustimo zrak v komoro, dokler se tlak v komori ne izenači z zunanjim. snamemo pokrov komore in izvlečemo vzorce. Vzorcem v penicilinkah parafiniramo zamašek (potopimo ga v raztaljeni parafin). vzorce v ampulah zatalimo nad plamenom. Vzorce nato zavedemo v evidenco in shranimo v banki liofilizatov. Po vsaki liofilizaciji obvezno izvedemo čistilno proceduro.

· Vse akcije, ki jih izvajamo z liofilizatorjem, (opoeracije pred zagonom, liofilizacija, operacije po čiščenju) vpisujemo v dnevnik liofilizatorja.
5. REZULTATI

5.1.1. Štetje kolonij sveže suspenzije spor:

· Število kolonij redčitve 10-7 in 10-6  smo dali na enako potenco, sešteli in delili z 2. Tako dobimo povprečje števila kolonij.

· Koncentracijo spor v suspenziji smo izračunali po naslednji formuli: povprečje št. kolonij / redčitev

1. Suspenzija spor, ki ji nismo dodali glicerola

	redčitve
	št.kolonij

	10-9
	0

	10-8
	2

	10-7
	23

	10-6
	303


Koncentracija spor v suspenziji: 2,67 ( 109 ( ml
2. Suspenzija spor, ki smo ji dodali 5 % glicerola

	redčitve
	št.kolonij

	10-9
	0

	10-8
	2

	10-7
	25

	10-6
	276


Koncentracija spor v suspenziji : 2,76 (109 / ml
3. Suspenzija spor, ki smo ji dodali 10%  glicerola

	redčitve
	št.kolonij

	10-9
	1

	10-8
	1

	10-7
	33

	10-6
	183


Koncentracija spor v suspenziji: 2,82 ( 109 / ml
5.1.2. Štetje kolonij zamrznjencev  (8 dni pri temperaturi –84(C):

1.    Suspenzija spor, ki ji nismo dodali glicerola

	redčitve
	št.kolonij

	10-8
	46

	10-7
	51

	10-6
	131


Koncentracija spor v suspenziji: 3,2 ( 109 / ml

        2.    Suspenzija spor , ki smo ji dodali 5 % glicerola
	redčitve
	št.kolonij

	10-8
	6

	10-7
	35

	10-6
	298


Koncentracija spor v suspenziji:  3,4 ( 109 / ml
      3.    Suspenzija spor, ki smo ji dodali 10 % glicerola

	redčitve
	št.kolonij

	10-8
	4

	10-7
	14

	10-6
	164


Koncentracija spor v suspenziji: 1,67 ( 109 / ml
Štetje kolonij zamrznjencev (11 dni pri temperaturi -84(C):

1. Suspenzija spor, ki ji nismo dodali glicerol

	redčitve
	št.kolonij

	10-8
	2

	10-7
	9

	10-6
	104


Koncentracija spor v suspenziji: 1,04 ( 109 / ml
2.     Suspenzija spor, ki smo ji dodali 5 % glicerola
	Redčitve
	št.kolonij

	10-8
	5

	10-7
	34

	10-6
	353


Koncentracija spor v suspenziji: 3,64 ( 109 / ml
3.     Suspenzija spor , ki smo ji dodali 10 % gliceroa
	Redčitve
	št.kolonij

	10-8
	2

	10-7
	21

	             10-6
	218


Koncentracija spor v suspenziji: 2,35 ( 109 / ml
Graf 1:  Primerjalni diagram preživelosti spor po zamrzovanju
5.2. Liofilizacija:

Začetek liofilizacije:

· Temperatura kondenzorja: -55,4(C

· Tlak (mbar): 0,03 mbarov

· Temperatura vzorca: -64(C

Konec liofilizacije:

· Temperatura kondenzorja: -56,7(C

· Temperatura vzorca: 23(C

Liofilizacija je potekala 3 dni.

5.2.1. Test liofilizantov

	oznaka liofilizat-ov

zaščitno gojišče
	surovina 1


	surovina 2


	surovina

3


	pH
	št. kolonij / 10-2
	št.kolonij x

razrečitev
	št. celic/ml x 10 3

	1
	5% skim milk
	
	
	
	28
	4 X 10-3
	2,8

	2
	10 g dextroze
	
	100ml demi vode
	
	38
	5 X 10-3
	3,8

	3
	30 g glicerola
	7 g dextroze
	100ml demi vode
	
	5
	0
	

	4
	10 ml DMSO
	7 g dextroze
	100ml demi vode
	
	22
	24 X 10-2
	2,2

	5
	30 g glicerola
	7 g/L trehaloza
	100ml demi vode
	
	52
	3 X 10-3
	5,2

	6
	10 ml DMSO
	9 g trehaloza
	100ml demi vode
	
	41
	4 X 10-3
	4,1

	7
	0,5 g agarja
	30 g glicerola
	100ml demi vode
	6,23
	0
	0
	

	8
	0,5 g agarja
	10 ml DMSO
	100ml demi vode
	 5,84
	0
	0
	

	9
	0,5 g agarja
	10 g trehaloze
	100ml demi vode
	 5,70
	54
	2 X 10-3
	5,4

	10
	0,5 g agarja
	10 g saharoze
	100ml demi vode
	 6,05
	29
	4 X 10-3
	2,9

	11
	3,4 g soja peptone
	40 g saharoze
	100ml demi vode
	 6,84
	0
	0
	

	12
	3.4 g rastlinski pepton
	40 g saharoze
	100ml demi vode
	 6,66
	21
	2 X 10-3
	2,1

	13
	0,05 g agarja
	30 g glicerolas
	100ml demi vode
	
	0
	3 X 10-2
	

	14
	0,05 g agarja
	10 ml DMSO
	100ml demi vode
	
	0
	0
	

	15
	0,05 g agarja
	10 g trehaloze
	100ml demi vode
	
	36
	8 X 10-3
	3,6


· DMSO= dimetil sulfoksid

· Števila kolonij, ki so zrasle pri razredčitvah 10-3 nismo upoštevali pri rezultatih, saj se upošteva le število kolonij med 10 in 500. V našem primeru pa jih ni zrastlo čez 10.

Graf 2: Diagram preživelosti spor po liofilizaciji

6. DISKUSIJA

Pri shranjevanju biokultur se osredotočamo predvsem na to, da je preživelost mikroorganizmov po shranjevanju čim večja. Še posebno to velja pri trajnem shranjevanju, saj se mikroorganizmi ne smejo poškodovati ali celo uničiti. Za trajno shranjevanje se uporabljata metodi zamrzovanje in liofilizacija in ti dve metodi je bilo potrebno testirati.

Pri zamrzovanju smo najprej testirali koliko kolonij zraste na gojišču pred zamrzovanjem in kako dodajanje glicerola (v našem primeru 5% in 10%) v suspenzijo spor vpliva na kalitev spor in s tem na rast kolonij. Glicerol namreč pri zamrzovanju deluje kot kiroprotektor, kar pomeni, da preprečuje nastanek kristalov ledu, ki poškodujejo celice/spore med procesom zamrzovanja. Rezultati koncentracij spor z ali brez glicerola so zelo podobni. Z dodajanjem glicerola smo rast kolonij celo malo zvišali, torej glicerol nima negativnega učinka na kalitev spor in posledično na rast kolonij.

Tudi pri zamrzovanju smo dobili ugodne rezultate. Na gojiščih, kjer je bila nacepljena suspenzija spor, ki so bile zamrznjene 8 dni, je zraslo več kolonij kot na gojiščih pred zamrzovanjem. In tudi tukaj se je pri dodanem glicerolu število kolonij povečalo. Do manjšega odstopanja je prišlo le pri suspenziji z dodanim 10% glicerolom. Spore, ki so bile shranjene (zamrznjene) 11 dni so najbolje rastle, ko smo jim dodali 5 % glicerola, saj je prišlo pri suspenziji brez dodanega glicerola in z 10% glicerolom do manjših odstopanj. Ta odstopanja so posledica napak pri delu (še posebej pri izdelavi redčitev) in majhni natančnosti te metode. Iz rezultatov lahko zaključimo, da je metoda zamrzovanja z ali brez dodanega glicerola zelo primerna metoda shranjevanja pri tem sevu, saj je preživelost v vseh primerih zelo visoka.  

Pri liofilizaciji smo uporabili več zaščitnih sredstev za boljšo preživelost biokultur, kot pri zamrzovanju (tu smo uporabili samo glicerol). Najvišja preživelost je bila pri uporabi 30 g glicerola in 7 g trehaloze  in pa pri uporabi 0,5 g agarja in 10 g trehaloze. Dobra preživelost je bila tudi pri uporabi 10 g dextroze, pri uporabi 10 ml DMSO in 7 g dextroze in pa pri uporabi 0,05g agarja in 10 g trehaloze. Pri uporabi zaščitnega sredstva »skim milk« (mleko v prahu) je bila preživelost malo manjša. Pri uporabi agarja in glicerola oziroma agarja in dimetilsulfoksida (DMSO) je bila preživelost biokultur zelo slaba oziroma kulture sploh niso zrastle, ko smo jih nacepili, torej ta zaščitna sredstva v medsebojni kombinaciji niso primerna. Tudi kombinacija 30 g glicerola in 7 g dextroze ni primerna saj je preživelost mikroorganizmov minimalna. Iz rezultatov lahko sklepamo,da so najboljša zaščitna sredstva glicerol, trehaloza in pa dextroza. S temi sredstvi torej lahko nadomestimo mleko v prahu in se tako popolnoma izognemo surovinam živalskega porekla, kot zaščitnim sredstvom pri tej metodi dolgotrajnega shranjevanja. 

Z izvajanjem testiranj smo ugotovili, da je zamrzovanje boljša metoda trajnega shranjevanja kot liofilizacija, saj je preživelost mikroorganizmov pri zmrzovanju bistveno večja tako, da je zamrzovanje primerna metoda tudi za primarno banko, vendar bi jo bilo potrebno stestirati tudi na daljši rok (več let).

7. ZAKLJUČEK

Najbolj primerna metoda trajnega shranjevanja je zamrzovanje, saj je preživelost biokultur zelo visoka, še posebno, če suspenziji spor, ki jih shranjujemo dodamo glicerol, ker deluje kot krioprotektor. Zamrzovanje je primerna metoda za sekundarno banko in pa tudi za primarno banko.

Pri liofilizaciji pa je bila preživelost bistveno nižja. Gojiščem smo sicer dodajali zaščitna sredstva, toda iz rezultatov je razvidno da je preživelo malo spor. Lahko pa iz grafov razberemo, katera zaščitna sredstva so najbolj primerna za uporabo. To so glicerol, trehaloza in dextroza, z njimi pa lahko tudi nadomestimo mleko v prahu in se izognemo uporabi zaščitnih sredstev živalskega izvora.
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2. Lekovi splošni postopki o pripravi laboratorijskih gojišč za delo s sevom Streptomyces carbophilus, liofilizaciji in primarni ter sekundarni banki sevov
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