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POVZETEK  

Naġa raziskovalna naloga je prouļevala vpliv razliļnih pogojev gojenja na mikrobno sestavo 

in ġtevilo kolonij v fermentiranih ģivilih, kot sta kimļi ter kislo zelje. Z eksperimenti z 

aerobnimi in anaerobnimi pogoji rasti ter razliļnimi vrstami zelja smo analizirali, kako se 

mikroorganizmi razvijajo. Izstopajoļa visoka ġtevilļnost kolonij v kimļiju z ekoloġko 

pridelanim zeljem je povezana s kompleksnostjo mikrobne sestave, ki jo prinaġa ekoloġko 

zelje. Nasprotno pa je kislo zelje s komercialnim zeljem pokazalo najmanjġe ġtevilo kolonij, 

kar je deloma posledica anaerobnih pogojev gojenja. Identifikacija mikroorganizmov je 

potrdila prisotnost mleļnokislinskih bakterij in kvasovk v kimļiju. Zanimivo je, da je Pichia 

kudriavzevii prisotna le v ekoloġko pridelanem kimļiju, kar kaģe, da vrsta surovin vpliva na 

mikrobno raznolikost. 

Kljuļne besede: mikrobna sestava, gostota kolonij, fermentirana ģivila, kimļi, kislo zelje, 

aerobni pogoji, anaerobni pogoji, raznoliko vzgojena zelja, mleļnokislinske bakterije, 

kvasovke.   
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1 UVOD 

Fermentacija je ģe stoletja prisotna v prehrani ļloveġtva in predstavlja kljuļni postopek pri 

pripravi raznolikih fermentiranih ģivil. Med temi ģivili izstopata kislo zelje ter kimļi, ki sta 

pridobila prepoznavnost zaradi svojega znaļilnega okusa, hkrati pa ju povezujemo z vrsto 

zdravstvenih koristi. Fermentacija hrane je kompleksen bioloġki proces, v katerem 

mikroorganizmi, predvsem bakterije in kvasovke, razgrajujejo in predelujejo sestavine ģivil. 

Kislo zelje in kimļi sta odliļna primera fermentirane hrane, kjer bakterije iz rodu Lactobacillus 

igrajo kljuļno vlogo pri pretvorbi sladkorjev v mleļno kislino. Poleg tega procesa fermentacije, 

ki izboljġuje prebavljivost in ohranja ģivilo, se razvijejo tudi razliļne snovi, ki prispevajo k 

okusu in aromi, kot so organske kisline, vitamini in encimi. Povezava med fermentirano hrano, 

kot sta kislo zelje ter kimļi, ter zdravjem ļloveka je tema ġtevilnih zdravstvenih raziskav. 

Mnoge ġtudije kaģejo, da redno uģivanje teh ģivil lahko pozitivno vpliva na ļrevesno zdravje, 

krepi imunski sistem in celo izboljġuje absorpcijo hranil. Natanļna sestava bakterij v 

fermentiranih ģivilih pa je kljuļnega pomena pri razumevanju njihovih potencialnih uļinkov na 

zdravje. 

Poseben poudarek naġega raziskovalnega dela bo namenjen mleļnokislinskim bakterijam, ki 

imajo kljuļno vlogo v procesu fermentacije tako pri kislem zelju kot tudi pri kimļiju. Kislo 

zelje je tradicionalno povezano z mleļnokislinskimi bakterijami iz rodu Lactobacillus, ki se 

vkljuļuje v vsako fazo fermentacije, medtem ko kimļi, kot korejska razliļica fermentirane 

zelenjave, izstopa po svoji raznoliki bakterijski sestavi. V kasnejġih fazah fermentacije 

postanejo prevladujoļe Lactobacillus bakterije, saj prispevajo h konļni sestavi 

mleļnokislinskih bakterij v kimļiju. 

Namen te raziskovalne naloge je bil prouļiti bakterije v kislem zelju in kimļiju z navadnim ter 

ekoloġko pridelanim zeljem. Analizirali smo ġtevilo kolonij in vrstno pestrost bakterij. 

Predvsem smo se osredotoļali na MKB, zato smo za identifikacijo bakterij izbrali MALDI-

TOF metodo (Zeng Ying, 2022). Z barvanjem po gramu smo pod mikroskopom opazovali 

velikost, obliko ter pozitivnost/negativnost bakterij po gramu. Naġ namen je bil doloļiti, kateri 

postopek fermentacije ï kimļi ali kislo zelje ï in kateri naļin pridelave zelja sta najbolj koristna 

za ļloveka z vidika mikrobioloġke sestave fermentiranih ģivil. Rezultate analiz smo primerjali 

z literaturo ter ugotavljali pomen prisotnih bakterij za ļloveka. 
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1.1 Raziskovalna vpraġanja 

Z nalogo smo ģeleli odgovoriti na tri raziskovalna vpraġanja: 

1. Kakġne so variacije v gostoti kolonij in diverziteti vrst med kislim zeljem, 

pripravljenim s konvencionalno pridelanim zeljem, kislim zeljem, pripravljenim z 

ekoloġko pridelanim zeljem, kimļijem, pripravljenim s konvencionalno pridelanim 

zeljem, ter kimļijem, pripravljenim z ekoloġko pridelanim zeljem? 

2. Ali vpliv aerobnih in anaerobnih pogojev na rast mikroorganizmov prispeva k 

variacijam v gostoti in raznolikosti kolonij? 

3. Katere mikrobne kolonije so prisotne v kislem zelju, pripravljenim s konvencionalno 

pridelanim zeljem, kislem zelju, pripravljenem z ekoloġko pridelanim zeljem, kimļiju, 

pripravljenem s konvencionalno pridelanim zeljem, ter kimļiju, pripravljenem z 

ekoloġko pridelanim zeljem, ter kakġen je njihov potencialni vpliv na ļloveġko 

zdravje? 

1.2 Hipoteze  

1. Priļakujemo najveļjo mikrobno gostoto kolonij v vzorcih, kjer se uporablja kimļi kot 

postopek fermentacije z ekoloġko pridelanim zeljem, medtem ko predvidevamo 

najmanjġo gostoto kolonij v vzorcih kislega zelja s konvencionalnim zeljem. 

2. Predvidevamo, da bodo vzorci kimļija, pripravljeni z ekoloġko pridelanim zeljem, ko 

kolonije rastejo v anaerobnih pogojih, pokazali najviġjo gostoto kolonij ter najveļjo 

mikrobno raznolikost v primerjavi z drugimi vzorci. 

3. Priļakujemo, da bomo v analiziranih vzorcih ugotovili prisotnost mleļnokislinskih 

bakterij, pri ļemer predvidevamo, da bodo najkoristnejġe bakterijske vrste najbolj 

izrazito zastopane v vzorcih kimļija, pripravljenih z ekoloġko pridelanim zeljem. 
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2 TEORETIĻNI DEL 

2.1 Zelje 

Zelje (Brassica oleracea) je zelenjava iz druģine kriģnic. Gre za listnato zeleno ali vijoliļno 

rastlino, ki se goji kot enoletnica, ļeprav je botaniļno dvoletnica, saj se zaradi gostih glavic 

uporablja predvsem listnata masa. Glave zelja so zelo ļvrste in majhne ter se pogosto 

uporabljajo za konzerviranje (Featherstone, 2016). 

2.1.1 Komercialno in ekoloġko pridelano zelje 

Ekoloġko pridelano zelje se vzgaja v skladu z naļeli ekoloġkega kmetijstva, ki vkljuļujejo 

trajnostne pristope, varovanje okolja ter ohranjanje biotske raznolikosti. Primerjava med 

ekoloġko pridelanim zeljem in konvencionalno pridelanim zeljem prinaġa veļ dimenzij, ki 

vplivajo na kakovost, okus in prehransko vrednost konļnega izdelka. Ekoloġko pridelano zelje 

se goji brez uporabe sintetiļnih pesticidov, herbicidov in umetnih gnojil. Namesto tega se 

uporabljajo naravni pristopi za obvladovanje ġkodljivcev ter ohranjanje rodovitnosti tal. 

Konvencionalno pridelano zelje se lahko vzgaja z intenzivno uporabo kemiļnih sredstev za 

poveļanje donosa ter prepreļevanje bolezni, kar lahko vpliva na konļno kakovost izdelka. 

Ekoloġko zelje pogosto vsebuje viġje koncentracije doloļenih hranilnih snovi, saj je gojeno v 

bolj naravnem okolju in obiļajno na rodovitnejġih tleh (Muleke idr., 2012). 

2.2 Kislo zelje 

Kislo zelje je znano po svojih koristnih lastnostih, med katerimi izstopajo krepitev imunskega 

sistema, spodbujanje prebave ter protivnetno delovanje, priporoļa pa se tudi za vzdrģevanje 

zdrave ļrevesne flore. Poleg tega lahko pomaga pri zdravljenju virusnih in gliviļnih okuģb. 

Med procesom fermentacije sladkor, ki je prisoten v zelju, pretvorimo v mleļno kislino s 

pomoļjo mikroorganizmov. Mleļnokislinske bakterije se med tem postopkom mnoģijo hitreje 

kot druge vrste mikroorganizmov. Fermentirana ģivila, kot je kislo zelje, prispevajo k zdravju 

prebavnega sistema, uravnavanju ļrevesne flore, zmanjġanju tveganja za trebuġne vnetne 
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bolezni ter prepreļevanju teģav s ļrevesjem, povezanih s stresom. Prav tako spodbujajo imunski 

sistem, prispevajo k tvorbi vitaminov v telesu, izboljġujejo absorpcijo mikroelementov, 

zniģujejo raven holesterola ter uravnavajo krvni sladkor (Quirini, 2016). 

Proizvodnja kislega zelja in njegove lastnosti so v veliki meri odvisne od mikrobne skupnosti 

in pogojev fermentacije. Ļeprav se lahko mikrobna sestava kislega zelja v zaļetnih fazah 

fermentacije spreminja, ustrezni pogoji fermentacije, kot sta temperatura in relativna 

koncentracija sestavin, zagotavljajo, da so mleļnokislinske bakterije (MKB) prevladujoļi 

mikroorganizmi v konļnem fermentiranem izdelku. Te MKB so kljuļnega pomena za uspeġno 

fermentacijo; proizvajajo organske kisline, baktericidne, vitamine in aromatiļne spojine, ki so 

odgovorne za ġtevilne znaļilne senzoriļne lastnosti fermentiranih ģivil, vkljuļno s podaljġanim 

rokom uporabe, okusom in hranilno vrednostjo (Zabat idr., 2018).  

Fermentacija kislega zelja se zaļne z zaļetnim razraġļanjem bakterije Leuconostoc 

mesenteroides, ki hitro proizvaja ogljikov dioksid in kislino. To hitro zniģa pH okolja in zavira 

rast nezaģelenih mikroorganizmov, ki bi lahko povzroļili kvarjenje ģivil. Delovanje L. 

mesenteroides spremeni fermentacijsko okolje tako, da spodbuja uspevanje drugih MKB, kot 

sta Lactobacillus brevis in Lactobacillus plantarum (Zabat idr., 2018). 

2.3 Kimļi 

Kimļi je tradicionalna fermentirana korejska hrana, ki jo pripravljamo z razliļnimi postopki, 

vkljuļno s predhodno obdelavo orientalskega zelja (ali redkvice), soljenjem, meġanjem z 

razliļnimi zaļimbami in fermentacijo. Lastnosti kimļija se lahko razlikujejo glede na vrsto, 

uporabljene surovine, postopek fermentacije in metode konzerviranja. Kljub temu ima kimļi 

prepoznavne biokemiļne, prehranske in senzoriļne lastnosti, ki so povezane z zdravjem. 

Fermentacijo kimļija sproģijo razliļni mikroorganizmi, ki so prvotno prisotni v surovinah, 

vendar sļasoma fermentacijo prevladajo mleļnokislinske bakterije. Na fermentacijo, rast in 

zaporedni pojav glavnih mikroorganizmov, ki sodelujejo pri fermentaciji, vplivajo ġtevilni 

fizikalno-kemijski in bioloġki dejavniki. Med fermentacijo se pojavijo kompleksne biokemiļne 

spremembe, ki so odvisne od okolijskih razmer pred, med in po fermentaciji. Najpomembnejġe 

znaļilnosti vkljuļujejo spremembe sestave sladkorjev in vitaminov (zlasti askorbinske kisline), 
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tvorbo in kopiļenje organskih kislin ter razgradnjo in mehļanje teksture. Kimļi je prehransko 

pomemben vir vitaminov, mineralov, prehranskih vlaknin in drugih hranil (Cheigh idr., 2019). 

Ġtevilne raziskave so dokumentirale koristne uļinke uģivanja kimļija. Ta fermentirana hrana 

ima protivnetne lastnosti, blaģi rakavo kaheksijo, spodbuja apoptozo in zmanjġuje tveganje za 

raka debelega ļrevesa, prepreļuje aterosklerozo ter ġļiti jetra pred poġkodbami zaradi visokega 

holesterola. Poleg tega izboljġuje sploġne presnovne parametre, vkljuļno z glukozo in 

holesterolom v krvi na teġļe, ter lahko izboljġa kognitivne funkcije, krepi imunski sistem ter 

varuje pred atopijskim dermatitisom. Zaradi teh ġtevilnih koristnih uļinkov je kimļi prepoznan 

kot vrsta funkcionalne hrane (Song idr., 2023). 

2.4 Mleļnokislinska fermentacija zelenjave 

2.4.1 Fermentacija 

Fermentacija je biokemiļni proces, pri katerem se organske snovi pretvarjajo pod vplivom 

mikroorganizmov. Ta proces se uporablja za proizvodnjo razliļnih ģivil, kot so sir iz mleka, 

kruh iz ģit in kislo zelje iz zelja. Fermentacija je koristna za alergike in tiste, ki se drģijo 

posebnih diet, saj lahko spremeni lastnosti ģivil in poveļa njihovo prebavljivost ter hranilno 

vrednost (Quirini, 2016). 

Za zaļetek procesa fermentacije so potrebne ustrezne surovine, ļas, primerna temperatura ter 

dodatki, kot so sladkor in sol. Razlikujemo med spontanim naravnim vrenjem, ki se zgodi, ko 

so mikroorganizmi ģe prisotni v surovinah in samodejno povzroļijo fermentacijo, ter vrenjem, 

ki ga sproģijo dodatki mikroorganizmov. Pri naravnem vrenju so kljuļni dejavniki procesa 

lahko svetloba, temperatura ali mehanska obdelava, kot je stiskanje ali tolļenje. Za uspeġen 

potek vrenja je poleg osnovnih sestavin pomembno tudi prisotnost spodbujevalcev 

fermentacije, kot sta sol in sladkor (Quirini, 2016). 

2.4.2 Mleļnokislinska fermentacija 

Mleļnokislinska fermentacija (MKF) je pomemben biotehnoloġki proces, ki izboljġuje 

prehranske in funkcionalne lastnosti rastlinskega materiala. Ta proces lahko izboljġa 
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biodostopnost vitaminov, mineralov, aminokislin in fitokemikalij, hkrati pa poveļa tudi 

bioaktivnost doloļenih snovi, kot so antioksidanti. Poleg tega poveļa vsebnost bakterijskih 

metabolitov ter izboljġa prehransko vrednost substrata z razgradnjo antinutritivnih snovi in 

ġkodljivih spojin. MKF je uļinkovit naļin za uporabo odpadkov ģivilske industrije za 

biokonverzijo v pomembne bioaktivne snovi (Di Cagno idr., 2016). 

Veliko ġtudij preuļuje uporabo mleļnokislinske fermentacije (MKF) za poveļanje 

antioksidativne aktivnosti substratov. Sevi rodu Lactobacillus vsebujejo encim, imenovan fenol 

esteraza, ki ga ļloveġko telo ne proizvaja. Sploġno je teģko napovedati, ali se bo antioksidativna 

aktivnost med fermentacijo dejansko poveļala ali zmanjġala. To je predvsem odvisno od 

uporabljene starterske kulture, kombinacije kultur, vrste substrata, pogojev fermentacije in 

metode doloļanja antioksidativne aktivnosti (Septembre idr., 2018). V eni ġtudiji so opazili 

najveļ 90 % poveļanje antioksidativne aktivnosti zelja, fermentiranega z bakterijami vrste 

Lactobacillus plantarum ali Lactobacillus mesenteroides, ali pa kombinacijo obeh v razmerju 

1:1 (Martinez-Villaluenga idr., 2012).  

2.4.3 Mleļnokislinske bakterije 

Mleļnokislinske bakterije (MKB) so obseģna in raznolika skupina prokariontov, ki se 

odlikujejo po proizvodnji mleļne kisline kot glavnega konļnega presnovnega produkta. Gre za 

Gram-pozitivne, nesporogene in aerotolerantne bakterije. Njihov glavni produkt fermentacije 

ogljikovih hidratov je mleļna kislina, saj ne razpolagajo s funkcionalnim respiratornim 

sistemom in ne porabljajo kisika. MKB se naravno pojavljajo v razliļnih okoljih, kjer so na 

voljo topni ogljikovi hidrati, razgradni produkti beljakovin in kjer je nizka raven kisika. 

Ekstracelularna produkcija polisaharidov omogoļa ġtevilnim MKB, da se uļinkovito pritrdijo 

na povrġine in tvorijo biofilme. Te bakterije so tolerantne do nizkega pH in imajo poveļano 

odpornost na visok osmotski tlak, kar je kljuļno za njihovo industrijsko uporabo, predvsem v 

prehrambni industriji, kjer igrajo pomembno vlogo pri ohranjanju in zagotavljanju 

mikrobioloġke varnosti ġtevilnih fermentiranih ģivil (Fan in Truelstrup Hansen, 2012). 

Nekatere najpomembnejġe vrste rodu Lactobacillus so: 

- Lactobacillus acidophilus 

- Lactobacillus brevis 
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- Lactobacillus lactis 

- Lactobacillus plantarum 

- Lactobacillus fermentum 

- Lactobacillus bulgaricus 

Sevi rodu Lactobacillus  se smatrajo za varne za zauģivanje. Zaradi tega , ker so vseprisotne v 

hrani in vloge pri obrambnih mehanizmih prebave (Arasu idr., 2013) ï imajo status GRAS 

(Singh idr., 2009), kar pomeni, da jih zaradi dolgoletne uporabe in razġirjenosti smatrajo varne 

za uporabo v prehrani ljudi in ģivali. 

Mleļnokislinske bakterije imajo ġtevilne pozitivne uļinke. Nekateri raziskovalci navajajo, da 

lahko mleļnokislinske bakterije veģejo in razgradijo potencialno kancerogene snovi, kar bi 

lahko prispevalo k njihovemu antikancerogenemu delovanju. Poleg tega tvorijo tudi 

antimutagene snovi in pozitivno vplivajo na delovanje imunskega sistema. Pomembno pa je 

omeniti, da mleļnokislinske bakterije lahko tudi sintetizirajo biogene amine, kar lahko povzroļi 

morebitne negativne uļinke (Barrangou in sod., 2012). 

2.4.4 Glive 

Glive so rastline z evkariontsko celico, ki ģivijo kot zajedavke in gniloģivke. So nefotosintetiļne 

in heterotrofne, kar pomeni, da se hranijo z mrtvo organsko snovjo. Glive ļloveku tudi koristijo, 

saj so nekatere cenjena hrana, s pomoļjo drugih pridobivamo hrano in zdravila. Najveļkrat 

obravnavamo dve veliki skupini gliv: kvasovke in plesni. Kvasovke so enoceliļne in se 

razmnoģujejo nespolno z brstenjem. Celica naredi izrastek in se kasneje razdeli na dva dela. 

Nekatere celice se ne razdvojijo, temveļ tvorijo podolgovate oblike (hife) in psevdomicelij 

(Dragaġ, 1998, Mikrobiologija). 

Kvasovke so filogenetsko raznorodna skupina organizmov in pripadajo dvema glavnima 

taksonoma in sicer Ascomycotina in Basidiomycotina (Raspor, 1996).  

Veļinoma so fakultativni anaerobi. To pomeni, da kadar imajo na voljo kisik, presnavljajo 

sladkor (glukozo) z aerobnim celiļnim dihanjem. Ko pa jim kisika zmanjka, sladkor 

presnavljajo anaerobno, z alkoholnim vrenjem (Viļar, 2011).  
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V proizvodnji hrane se kvas uporablja za spodbujanje fermentacije in vzhajanja. Glive se 

prehranjujejo s sladkorji, pri tem pa proizvajajo alkohol (etanol) in ogljikov dioksid. V 

proizvodnji piva in vina je zaģelen prvi produkt, medtem ko je ogljikov dioksid kljuļen v 

pekarstvu (uredniki Enciklopedije Britannica, 2023). 

2.5 Uporabljene metode dela 

2.5.1 Bakterijska gojiġļa MRS 

Gojitev bakterij  

Za gojitev bakterij v laboratoriju uporabljamo trdna ali tekoļa gojiġļa, v katerih je vir duġika v 

obliki polipeptidov in aminokislin, mesni izvleļek, kvasni izvleļek, kuhinjska sol, natrijevi in 

kalijevi fosfati in voda. Za trdnost gojiġļ dodajamo polisaharid morskih alg agar. V tekoļih ali 

poltrdnih gojiġļih rastejo bakterije razprġeno, kar vidimo s prostim oļesom v obliki zamotnitve 

ali se usedajo na dno, kar vidimo kot usedlino. Na trdnih gojiġļih pa lahko opazujemo drobne 

skupke bakterij, ki jih imenujemo bakterijske kolonije in jih vidimo s prostim oļesom. Veļino 

bakterij lahko gojimo v obiļajni atmosferi. Anaerobne bakterije moramo gojiti v posebnih 

posodah ali termostatih v atmosferi brez kisika (Dragaġ, 1998, Mikrobiologija). 

MRS agar 

MRS agar (od De Man, Rogosa in Sharpe) se uporablja za odkrivanje in doloļanje ġtevila 

Lactobacillus v mleļnih izdelkih in drugih ģivilskih izdelkih, kot tudi pri izdelkih namenjenih 

za krmo ģivali. Gojiġļe MRS omogoļa rast vseh sevov laktobacilov, zlasti sevov s poļasnim in 

teģavnim razvojem, kot sta L. brevis in L. fermenti. Agar MRS se lahko uporabi za doloļanje 

ġtevila Lactobacillus. Hranljivost zagotavlja meġanica peptonov, glukoze, govejega mesa in 

izvleļkov kvasa. Polisorbat 80 zagotavlja maġļobne kisline, potrebne za presnovo laktobacilov. 

Selektivnost proti streptokokom in plesnim zagotavljata amonijev citrat in natrijev acetat. 

Amonijev citrat, ki se uporablja pri nizkem pH, omogoļa rast laktobacilov, hkrati pa zavira 

ġtevilne druge skupine mikroorganizmov. Magnezijev sulfat in manganov sulfat zagotavljata 

bistvene ione za razmnoģevanje laktobacilov (Medical Microbiology, b. d.) 
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2.5.2 Redļitvena vrsta in izolacija ļiste kulture  

Redļitvena vrsta 

Redļitvena vrsta je mikrobioloġka metoda, ki se uporablja za zmanjġanje koncentracije snovi v 

raztopini do bolj uporabne koncentracije. Postopki redļitvenih vrst se veļinoma razlikujejo v 

razmerjih vzorca in redļitvene tekoļine. Mi smo raziskovalno delo izvajale v razmerju 1:10 

Izolacija ļiste kulture  

Vzorci obiļajno vsebujejo veliko razliļnih vrst mikroorganizmov in vsak od njih ima doloļene 

fizioloġke in morfoloġke lastnosti. Le z osamitvijo vsake bakterijske vrste posebej v ļisti kulturi 

je mogoļe posamezne vrste preuļevati in jih okarakterizirati. V ļisti kulturi je samo ena vrsta 

bakterije in zato so lastnosti kulture lastnosti te bakterijske vrste. Govorimo o izolaciji ali 

osamitvi bakterije. V meġanih kulturah doloļeno lastnost ni mogoļe pripisati samo eni od vrst 

bakterij v kulturi. Iz meġane kulture izoliramo bakterije po veļ metodah. Tako dobimo 

posamezne bakterijske kolonije iste vrste v ļisti kulturi, saj je le na ta naļin mogoļe prouļevati 

vsako vrsto bakterijske kulture posebej (Habulin idr., 2008). 

Vsaki kulturi je potrebno preveriti njeno ļistost. Ļistost tekoļe kulture je mogoļe preveriti pod 

mikroskopom. Obiļajno preparat ļiste kulture vsebuje le celice iste oblike, izjemoma pa so 

lahko bakterijske kulture pleomorfne (vsebujejo celice razliļnih oblik). V kolikor se na ploġļah 

pojavi le ena vrsta kolonij, lahko sklepamo, da je kultura ļista (Habulin idr., 2008). 

Kolonije razliļnih vrst mikroorganizmov se med seboj loļijo po izgledu. Loļijo se glede na: 

Á barvo (prozorne, bele, vijoliļaste ...); 

Á povrġino (gladka, mokra, razbrazdana ...); 

Á velikost (premer manjġi od 1 mm ... ); 

Á preļni prerez (ploska, dvignjena ...); 

Á obliko (okrogle, rizoidne ...); 

Á rob (gladek, valovit ...). 

Ļistost kulture lahko preverimo le, ļe je ploġļa èdobro cepljenaç (kolonije morajo biti narazen, 

da lahko zrastejo do znaļilne velikosti in razvijejo druge znaļilnosti) (Habulin idr., 2008).  
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Slika 1: Oblike in profili mikrobioloġkih kultur (Habulin idr., 2008). 

 Zaģeleno vrsto mikroorganizmov lahko iz izhodnega materiala izoliramo na veļ naļinov: 

¶ z direktno metodo 

Á z indirektno metodo (meġano kulturo najprej cepimo na gojiġļe do posameznih kolonij. 

(Habulin idr., 2008).  

 

 

 

 

 

 

2.5.3 MALDI -TOF MS 

Masna spektrometrija je analitska metoda, pri kateri z laserjem ioniziramo in uplinimo 

preiskano snov (npr. bakterije v kulturi) v nabite molekule, ki potujejo skozi elektriļno polje 

do detektorja, ki meri razdaljo med maso (m) in nabojem (z) prepotovane molekule. Masni 

spektrometer je sestavljen iz treh enot: vira ionov, masnega analizatorja in detektorja (Singhal, 

idr., 2015). 

MALDI -TOF MS ġtejemo med mehke ionizacijske metode. Pri teh se integriteta vzorca ne 

okrni zaradi ionizacijske energije, saj molekule vzorca obvaruje na vzorec predhodno nameġļen 

Slika 2: Izolacija ļiste kulture s cepilno zanko (Habulin idr., 2008). 
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kisli, nereaktivni, organski matriks, ki absorbira odveļno pulzirajoļo ionizacijsko energijo in 

pomaga pri sublimaciji vzorca, hkrati pa deluje kot vir protonov pri ionizaciji. Laser, ki presvetli 

posuġen in tako kristaliziran matriks ter kokristaliziran vzorec, vzorec uplini in ustvari enkrat 

protonirane ione. Ti se elektrostatiļno pospeġijo ļez elektriļno polje v vakuumskem cevastem 

stolpu in se loļijo glede na razmere m/z. Prestreģe jih analizator (TOF), ki izmeri razmerje m/z 

glede na prepotovani ļas dane ionizirane molekule. Delovanje analizatorja TOF temelji na 

prepotovanem ļasu ionov, na katere deluje kinetiļna energija, ki jo ustvari elektriļno polje. 

Manjġi ioni potujejo hitreje kot veļji. Raļunalnik nato ustvari masni spekter, ki ga primerja z 

zbirko ģe znanih profilov v podatkovni zbirki. Na takġnem spektru je na y osi oġtevilļenost 

ionizirane molekule, na x osi pa razmerje m/z. Biomarkerji, ki zagotavljajo obļutljivost 

MALDI -TOF MS, so dobro ohranjeni hiġni proteini, kot so ribosomalni proteini, DNK ali RNK 

vezavni proteini, stresni proteini, faktorji iniciacije, translacije idr. Tako potrebujemo le majhno 

koliļino biomase (104ï106 CFU) za analizo (Singhal, idr., 2015). 

MALDI Biotyper Compass kot standardni modul je program, ki primerja podobne spektre, jih 

klasificira in obdeluje. Glede na frekvenļnost spektralnih vrhov, njihovo lego ter intenziteto, 

poda vrednosti rezultatov v obliki ġtevilļnih rezultatov. V treh korakih, kjer je najmanjġa 

vrednost 0 in najveļja 1, algoritem izraļuna intenziteto signala ter ujemanje vrhov spektra. Nato 

rezultate posameznih korakov pomnoģi, jih normalizira na vrednost 1000 ter prikaģe 

logaritemsko vrednost. Najveļji rezultat mejne vrednosti algoritma je 3 (ali log 1000).  Rezultat, 

ki je enak 2,0 ali veļ, velja, da se vrhovi spektrov ujemajo in lahko govorimo o zanesljivi 

identifikaciji do vrste. Rezultat, ki je med 1,7 ter 2,0 govori v prid zanesljivi identifikaciji do 

rodu (Wieser idr., 2012). 

Boljġe rezultate dobimo za po Gramu negativne bakterije kot pa za po Gramu pozitivne 

bakterije. To je posledica debelejġega peptidoglikanskega sloja pri po Gramu pozitivnih 

bakterijah (Singhal, idr., 2015). Sama gojiġļa, na katerih gojimo bakterije, in s tem pogoji 

gojitve, ne vplivajo na uļinkovitost posredne identifikacije z MALDI-TOF MS, saj ġe vedno 

lahko pridobimo zanesljivo identifikacijo zaradi ribosomov, ki so reproduktivni ne glede na 

pogoje gojenja (Wieser idr., 2012). 
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2.5.4 Mikroskopiranje ï barvanje po Gramu 

Barvanje po Gramu 

V bakteriologiji uporabljamo obiļajno barvanje po Gramu (sestavljeno barvanje ï 

metilvijoliļno, lugol, etanol, fuksin ali safranin). Na osnovi tega barvanja razlikujemo po 

Gramu pozitivne (modrovijoliļne) in po Gramu negativne (rdeļe) bakterije. Sposobnost 

sprejemanja barve je odvisna od zgradbe celiļne stene bakterije. (Dragaġ, 1998, 

Mikrobiologija) 

Oblike in velikosti bakterij  

Znaļilne bakterije imajo tri temeljne oblike: okrogle ï koki, paliļaste ï bacili in svedraste 

(spiralne) ï spirohete. Koki so lahko okrogle ali jajļaste oblike, urejene v grozde ali skupine 

(stafilokoki), veriģice (strptokoki), v pare (diplokoki), po ġtiri skupaj (tetrade) ali po osem. 

Bacili so vļasih zelo kratke paliļke, podobne podolgovatim kokom, in jih imenujemo 

kokobacili; lahko so tanki ali dolgi, kratki ali debeli, vretenasti ali oglati, pa tudi razvejani. 

Bacili ali paliļke so lahko razporejeni v veriģicah (streptobacili), razmetani v obliki kitajskih 

ļrk ali zloģeni v palisadah. Spiralne bakterije so samo rahlo ukrivljene ali zavite, imajo le dva 

ali tri zavoje in so podobne ļrki S ali pa so zelo tanke in dolge nitke s spiralnimi zavoji, podobne 

svedru (svedraste ali spiralne bakterije). Znaļilni koki so veliki pribliģno 1 um, bacili so od 2ï

5 Õm dolgi in 0,5ï1,0 Õm debeli. Spiralne bakterije so dolge 5ï20 Õm, debele pa so od 0,1ï0,2 

Õm. (Dragaġ, 1998, Mikrobiologija). 

2.5.5 Ugotavljanje velikosti mikrobnih populacij  

Poznamo veļ naļinov za doloļanje ġtevila mikrobnih celic. Pri nekaterih metodah merimo 

ġtevilo ģivih celic, pri drugih pa teģo celotne populacije, ki je neposredno sorazmerna s ġtevilom 

celic. Ġtevilo celic obiļajno izraģamo kot ġtevilo celic v 1 ml tekoļega vzorca ali v 1 g ģivila. 

Veļina metod ġtetja temelji na neposrednem ali posrednem ġtetju majhnih vzorcev. Velikost 

celotne bakterijske populacije se nato izraļuna (Habulin idr., 2008). 

Indirektne ali gojitvene metode  

Ġtetje na trdnih gojiġļih  je najpogosteje uporabljena metoda ġtetja celic. Ta metoda se uporablja 

predvsem za ugotavljanje ġtevila mikroorganizmov v tekoļinah (voda, mleko, itd.) in v 
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materialih, ki jih je mogoļe suspendirati v tekoļini. Pri tej metodi ġtejemo ģive celice. V 

preiskovanem materialu je navadno preveļ bakterij, da bi jih lahko ġteli in je zato treba material 

ali kulturo najprej redļiti ter primerne razredļine cepiti na ploġļe hranilnega agarja. Ġtevilo 

kolonij, ki zrastejo na ploġļi hranilnega agarja, ni zmeraj enako ġtevilu bakterij v kulturi. Zato 

pravimo, da na ploġļi preġtejemo enote, ki tvorijo kolonije (colony forming units, CFU) 

(Habulin idr., 2008).  

Izraļun povpreļnega ġtevila kolonij 

Potrebno je izraļunati povpreļje za vsako razredļino posebej in nato ġe povpreļje vseh 

razredļin (Habulin idr., 2008). 

ВὯέὰέὲὭὮ

ВὴὥὶὥὰὩὰὯ
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2.6 Identificirane bakterije  

2.6.1 Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus plantarum je po Gramu pozitivna, negibljiva bakterija, ki ne tvori spor. Je 

aerotolerantni anaerob, torej dela ATP z aerobnim dihanjem, ļe je prisoten kisik, vendar lahko 

preklopi na fermentacijo, ļe kisika ni. Bakterije te vrste imajo obliko kratkih palļic z 

zaobljenimi konci, obiļajne ġirine 0,9ï1,2 Õm in dolģine 3ï8 Õm. Med MKB imajo enega veļjih 

genomov. Optimalen pH rasti je ocenjen na obmoļje med 3,3 in 8,8 s temperaturnim razponom 

rasti med 12 in 40 ÁC. L. plantarum poseljuje gastrointestinalni trak ļloveka in drugih sesalcev 

(Landete idr., 2010).  

Pomen za ļloveka 

L. plantarum je pogosto prisotna v gastrointestinalnem traku. Ta vrsta je zanimiva za 

aplikativne medicinske raziskave zaradi svojih protivnetnih, antiproliferativnih, 

antioksidativnih in protirakavih lastnosti, uporabnost izkazuje tudi v boju proti debelosti in 

sladkorni bolezni (Arasu idr., 2016). 

Sodobna spoznanja kaģejo, da med predstavniki vrste L. plantarum obstajajo tudi primerni 

kandidati za aplikacijo na podroļjih medicine: 

Á Alzheimerjeva bolezen  

Á Parkinsonova bolezen 

Á rakava obolenja 

Á poviġan pritisk 

Á urogenitalni zapleti 

Á sladkorna bolezen 

Á debelost in 

Á motnjah delovanja jeter (Arasu idr., 2016). 

V sploġnem mnoge bakterije L. plantarum izkazujejo protimikrobno aktivnost proti razliļnim 

patogenom gastrointestinalnega traka (Arasu idr., 2016). 

Za posamezne seve L. plantarum so dokazali, da sodelujejo pri naslednjih procesih: 

Á proizvajajo eksopolisaharide s protirakavimi lastnostmi (Wang idr., 2014),  
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Á zmanjġujejo tveganja za nastanek ledviļnih kamnov (Sasikumar idr., 2014), 

Á ġļitijo pred simptomi sindroma razdraģljivega ļrevesja (Stevenson idr., 2014), 

Á okrepijo delovanje dendritskih celic (Ku idr., 2014), 

Á izboljġajo humoralni, mukozni in celiļni imunski odziv (Shi idr., 2014). 

 

Pomen pri fermentaciji  

Lactobacillus plantarum, ki je pridobljen iz okolja ali uporabljen v nadzorovanih fermentacijah, 

je na sploġno povezan z zaģelenimi lastnostmi v ġtevilnih fermentiranih ģivilih in se dejansko 

dodaja razliļnim ģivilom, da bi izboljġali njihovo kakovost ali s tem povezane zdravstvene 

koristi (Behera idr., 2018). 

Bakterije Lb. plantarum so bile identificirane iz ġtevilnih tradicionalnih ģivil in oznaļene zaradi 

njihove sistematike in molekularne taksonomije, encimskih sistemov (Ŭ-amilaza, esteraza, 

lipaza, Ŭ-glukozidaza, ɓ-glukozidaza, enolaza, fosfoketolaza, laktaza dehidrogenaza itd.) in 

bioaktivnih spojin (bakteriocin, dipeptidi in druge konzervansne spojine). Ta pregled poudarja, 

da Lb. plantarum imajo lahko s svojimi probiotiļnimi lastnostmi odliļne uļinke proti ġkodljivi 

mikroflori (patogeni, ki se prenaġajo s hrano), da poveļajo varnost in rok uporabnosti 

fermentiranih ģivil (Behera idr., 2018) 

Lb. plantarum se pogosto uporablja v industrijski fermentaciji in predelavi surove hrane in je 

sploġno priznana kot varna (GRAS) in ima status kvalificirane domneve o varnosti (QPS). Med 

ġtevilnimi vrstami, identificiranimi v fermentirani zelenjavi, Lb. plantarum predstavlja levji 

deleģ v fermentirani zelenjavi zaradi svoje sposobnosti odpornosti na visoko vsebnost soli in 

kislosti fermentirane zelenjave, predvsem kumar, kislega zelja in oliv (Behera idr., 2018). 

2.6.2 Lactobacillus brevis 

Lactobacillus brevis je aerotolerantni anaerob, heterofermentativna, Gram pozitivna bakterija. 

Ne tvori spor in njena glavna presnovna pot vkljuļuje fermentacijo heksoznih sladkorjev za 

proizvodnjo mleļne kisline. Lb. Brevis je vkljuļen v proizvodnjo najrazliļnejġih fermentiranih 

izdelkov po vsem svetu. Vendar pa lahko v nekaterih okoliġļinah povzroļi kvarjenje razliļnih 

ģivil in pijaļ. Je eden najbolj nezaģelenih mikroorganizmov, ki pokvarijo pivo (Teixeira, 2014). 
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Celice so paliļaste oblike z zaobljenimi konci, obiļajno kratke in ravne (0,7ï1,0 Ĭ 2,0ï4,0 ɛm). 

Dolge palice pa so vedno prisotne. Obiļajno so loļeni ali v kratkih verigah. Kolonije so na 

sploġno grobe ali vmesne, ploġļate in so lahko skoraj prosojne. Ļeprav so nekateri sevi 

pigmentirani oranģno do rdeļe, so na sploġno nepigmentirani (Teixeira, 1999). 

Pomen za ļloveka 

L. Brevis ima mnoge pozitivne vplive na ļloveka: 

Á Ima protimikrobno delovanje proti bakterijski vrsti (Streptococcus mutans), ki 

povzroļa karies in zobno gnilobo (Fang idr., 2018). 

Á Ima protimikrobno delovanje proti razliļnim patogenom, ki se prenaġajo s hrano 

(Kariyawasam idr., 2020). 

Á Pomaga pri izboljġavi kognitivne funkcije, ļe se uporablja v kombinaciji z drugimi 

probiotiki (Stone, 2017).  

Á Pomaga pri krepitvi imunskega sistema s poveļanjem proizvodnje naravnih celic 

ubijalk (Stone, 2017) 

Á Uļinkovito celi poġkodovane dlesni (Stone, 2017). 

V eni raziskavi so Lactobacillus brevis izolirali iz kimļija in opravili karakterizacijo probiotika, 

vkljuļno z analizo njegovih protimikrobnih in antioksidativnih uļinkov. Pokazal je 

protimikrobno delovanje proti patogenom, ki se prenaġajo s hrano Escherichia coli, Listeria 

monocytogenes, Salmonella Typhimurium in Staphylococcus aureus. Antioksidativno vrednost 

pa je imel veļjo kot probiotiļna kontrola (Lactobacillus rhamnosus GG) (Jang idr., 2019). 

Pomen za fermentacijo 

Po ġtudiji, kjer so uporabili pri fermentaciji Lactobacillus brevis in Lactobacillus plantarum, 

so ugotovili, da je donos mleļne kisline znatno poveļan in proizvodnja etanola znatno 

zmanjġana, ļe sta ti bakteriji bili so-kultivirani. L. plantarum je prehitel L. brevis pri uporabi 

glukoze, kar pomeni da je bil L. brevis osredotoļen na pretvorbo ksiloze v mleļno kislino in 

stranski produkt, etanol, se je zmanjġal zaradi manj NADH, ki nastane v fermentacijskem 

sistemu (Zhang idr., 2015). 
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2.6.3 Pichia kudriavzevii 

Pichia kudriavzevii je nova nekonvencionalna kvasovka, ki je pritegnila vse veļ pozornosti 

zaradi uporabe na podroļju ģivil in biotehnologije. Razġirjena je v razliļnih habitatih in se 

pogosto pojavlja v procesu spontane fermentacije tradicionalnih fermentiranih ģivil in pijaļ. 

Pichia kudriavzevii razgrajuje organske kisline, sproġļa razliļne hidrolaze in aromatiļne 

spojine ter ima probiotiļne lastnosti, zato je obetavna kultura v ģivilski in krmni industriji. Poleg 

tega lahko s svojimi lastnostmi, vkljuļno z visoko toleranco na ekstremne vrednosti pH, visoko 

temperaturo, hiperosmotski stres in inhibitorje fermentacije, reġuje tehniļne izzive v 

industrijski uporabi. Z razvojem naprednih orodij genskega inģeniringa in tehnik sistemske 

biologije postaja P. kudriavzevii ena najbolj obetavnih nekonvencionalnih kvasovk (Chu idr., 

2023). 

Pomen za ļloveka in fermentacijo 

Rezultati ġtudije, kjer so izbrali P. kudriavzevii na podlagi visoke kislinske tolerance in 

najġirġega protimikrobnega delovanja, so pokazali, da izolat kaģe moļno protimikrobno 

aktivnost proti vsem pregledanim patogenom, lahko tudi prenese visoko koncentracijo ģolļa 

idr. Rezultati so pokazali, da ima P. kudriavzevii razliļne koristne lastnosti, ki kaģejo, da bi se 

lahko uporabljala kot probiotik. Encimi, ki jih proizvaja kvasni izolat, pomagajo izboljġati okus 

in razpoloģljivost mineralov v fermentiranih izdelkih (Lata idr., 2022). 

Po ġtudiji, kjer so bile uspeġno izolirane termotolerantne kvasovke z visokim potencialom, ki 

proizvajajo etanol, je P. kudriavzevii pokazala najviġje koncentracije etanola in pokazal 

toleranco na veļ stresov, kot so toleranca na toploto, etanol in ocetno kislino (Chamnipa idr., 

2018).  

P. kudriavzevii ima zanimivo presnovno lastnost, ki prispeva k uspeġnem procesu fermentacije. 

Vrste Pichia so vkljuļene v proizvodnjo niza aromatiļnih spojin, ki naredijo te kvasovke 

zanimiv kandidat za razvoj novih vrst fermentirane hrane in pijaļ (van Rijswijck idr., 2015). 
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3 METODOLOGIJA DELA  

 

Slika 3: Shema poteka dela (lastni vir). 

3.1 Priprava kislega zelja in kimļija 

Seznam sestavin  

¶ 1 kg ekoloġko pridelanega zelja (Norma), 

¶ 1 kg navadnega zelja, 

¶ 40 g soli, 

¶ 200 ml vode, 

¶ 8 g lepljive riģeve moke, 

¶ 1,4 cm ingverja, 

¶ 8 g rdeļega ļilija. 
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Seznam materiala 

¶ 4 posode za fermentiranje (Kefirko), 

¶ kuhinjski noģ, 

¶ tehtnica (Kern), 

¶ ģlica, 

¶ plastiļna kuhinjska posoda. 

Postopek priprave kislega zelja 

Najprej smo umili kozarce, delovno povrġino in pribor. Kislo zelje, ki smo ga  vloģili, je moralo 

biti sveģe, ni smelo biti porjavelo ali nagnito. Oļistili smo ga ter olupili, nato pa smo mu 

odstranili zunanje liste ter sredico in narezali na tanke traku podobne rezine. 0,5 kg narezanega 

zelja smo dali v veļjo posodo ter dodali 10 g soli. Z rokami smo ga gnetli ter stiskali okoli 10 

minut, dokler nismo opazili, da je zelje izpustilo dovolj tekoļine, da pokrije vse zelje v kozarcu. 

Nato smo zelje tesno potisnili v posodo za fermentiranje, tako da je bilo vsaj 2 cm pod robom 

ter nalili slanico iz posode. Postopek smo ponovili z ekoloġko pridelanim zeljem. 

Postopek priprave kimļija 

Oļistili smo zelje ter ga olupili, nato pa smo mu odstranili zunanje liste ter sredico in narezali 

na tanke traku podobne rezine. 0,5 kg narezanega zelja smo dali v veļjo posodo ter dodali 10 g 

soli. Z rokami smo ga gnetli ter stiskali okoli 10 minut, dokler nismo opazili, da je zelje izpustilo 

dovolj tekoļine, da pokrije vse zelje v kozarcu. Zelje pustimo stati 1 uro. Med tem nareģemo 

0,7 cm ingverja. Za pripravo riģeve lepljive moke smo jo kuhali v ponvi s 50 ml vode, na 

srednjem ognju 5ï8 minut, dokler se ne zgosti. Nato smo jo pustili, da se je ohladila. Ko se je 

ohladila, smo dodali 4 g rdeļega ļilija v prahu. Po eni uri zelje speremo pod vodo, da ga 

oļistimo vse soli. Nato damo zelje v posodo ter dodamo ingver in riģevo lepljivo moko z rdeļim 

ļilijem. Vse skupaj smo zmeġali z rokavicami. Nato smo zelje tesno potisnili v posodo za 

fermentiranje, tako da je bilo vsaj 2 cm pod robom ter nalili slanico iz posode. Postopek smo 

ponovili z ekoloġko pridelanim zeljem.  
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Slika 4: Riģeva lepljiva moka (lasten vir). 

Posode s kislim zeljem ter kimļijem smo postavili v prostor s stalno temperaturo med 17  in 19 

ÁC. Pustili smo jih 7 dni, nato pa dali v hladilnik na temperaturo 13 ÁC, preden smo delali 

naslednji del raziskovalne. 

 

Slika 5: Posode za fermentiranje (lastni vir). 
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3.2 Bakterijska gojiġļa 

Seznam materiala 

¶ 50 g MRS agar (Roth), 

¶ 800 ml destilirane vode, 

¶ ļaġa (1 L), 

¶ steklena paliļica za meġanje, 

¶ tehtnica (Kern), 

¶ avtoklav (SHP Steriltechnik AG), 

¶ sterilne plastiļne petrijevke, 

¶ merilni valj (1 L). 

Postopek 

Pripravili smo 45 petrijevk s trdnim LB gojiġļem, za vsako petrijevko potrebujemo pribliģno 

20 mL gojiġļa. 

1. Na koġļku papirja odtehtamo ustrezno koliļine agarja. 

2. Z merilnim valjem odmerimo potrebno koliļino destilirane vode. 

3. V ļaġo nalijemo pol odmerjene koliļine vode, postopno med meġanjem dodamo agar, 

dolijemo preostanek vode. 

4. Ļaġo pokrijemo z ALU folijo in avtoklaviramo 15 minut pri 121 ÁC. 

5. Ġe vroļo tekoļo maso previdno ob gorilniku nalijemo v petrijevke. 

6. Pustimo, da se gojiġļe ohladi in strdi. 
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3.3 Priprava redļitvene vrste in izolacije ļiste kulture 

 Seznam materiala za redļitveno vrsto 

¶ sterilizirana fizioloġka raztopina, 

¶ sterilne epruvete z zamaġki, 

¶ avtomatska pipeta LLG-proMLP (1ï10 ÕL, 100ï1000 ÕL) in sterilni nastavki za 

pipeto (1ï10 ÕL, 100ï1000 ÕL), 

¶ spatula Drigalski, 

¶ petrijevke s sterilnim agarjem MRS, 

¶ 70 % etanol, 

¶ stresalnik (Vortex), 

¶ prenosni gorilnik (Campingaz), 

¶ vibracijski meġalnik (RS-VA10, Phoenix Instrument) 

¶ inkubator (Binder; nastavljen na 36,9 ÁC). 

Postopek priprave redļitvene vrste 

1. V stojalo postavimo 5 epruvet in v vsako nalijemo 9 mL fizioloġke raztopine, 

2. Iz premeġane kulture prenesemo 1 mL v 1. epruveto ter dobro premeġamo s stresalnikom. 

3. Postopek ponavljamo, dokler ne doseģemo redļitev 10-5. 

4. Po 100 ÕL posamezne redļitve s spatulo razmaģemo po 

povrġini trdnega gojiġļa MRS. 

5. Inkubiramo pri sobni temperaturi (aerobno in 

anaerobno). 

6. Preġteli smo ġtevilo kolonij, ki so zrasle pri posameznih 

redļitvah. 

 

 
Slika 6: Gojiġļa in epruvete (lasten vir). 
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Seznam materiala za izolacijo ļiste kulture 

¶ ploġļe z meġanimi kulturami, 

¶ sveģa ploġļa z MRS agarjem, 

¶ cepilna zanka, 

¶ inkubator (Binder; nastavljen na 36,9 ÁC). 

Potek izolacije ļiste kulture 

Za MALDI-TOF identifikacijo smo potrebovali ļiste kulture. 

Iz trdega gojiġļa z meġano kulturo smo izbrali eno izmed kolonij in jo izolirali v ļisti kulturi z 

redkim cepljenjem na sveģo ploġļo do posameznih kolonij.  

 

Slika 7: Gojiġļa kolonij. 
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3.4 MALDI -TOF identifikacija  

Seznam materiala 

¶ cepilna zanka, 

¶ avtomatska pipeta LLG-proMLP (1ï10 ÕL) in sterilni nastavki za pipeto (1ï10 ÕL), 

¶ 70 % mravljiļna kislina, 

¶ Matrix TFA, 

¶ MALDI kartica. 

Oprema 

¶ MBT Compass HT RUO 

¶ flexControl 

Postopek 

1. Izolate smo z ezo nanesli na MALDI kartico. 

2. 1 ÕL mravljiļne kisline smo nanesli in poļakali 30 minut. 

3. Matrix TFA smo nanesli na kartico in poļakali, da se je posuġila. 

4. Kartico smo dali v MALDI napravo. 

5. Rezultate smo dobili na MBT compass HT RUO, ki je povezan s Flexcontrol.  

Slika 8: MALDI kartica 

(lasten vir). 

Slika 9: Izbrani izolati (lastni vir). 

Slika 10: MALDI -TOF MS 

(lasten vir). 
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3.5 Mikroskopiranje ï barvanje po Gramu 

Seznam materiala 

¶ alkohol, 

¶ sterilna fizioloġka raztopina, 

¶ cepilna zanka, 

¶ prenosni gorilnik (Campingaz), 

¶ bakterijske kolonije, 

¶ metilovijoliļno barvilo, 

¶ Lugolova raztopina joda, 

¶ 3 % acetonski alkohol, 

¶ fuksin,  

¶ voda, 

¶ mikroskop (Leica ICC50), 

¶ objektno steklo, 

¶ imerzijsko olje. 

Postopek 

Na oļiġļeno, z alkoholom razmaġļeno objektno steklo, kanemo kapljico fizioloġke raztopine. 

V kapljico s pomoļjo eze aseptiļno prenesemo delļek bakterijske kolonije in jo suspendiramo 

ter razmaģemo po steklu v obliki pravokotnika. Ezo steriliziramo in odloģimo. Objektno steklo 

potegnemo nekajkrat skozi plamen, dokler se tekoļina ne posuġi. Tako dobimo posuġen fiksiran 

razmaz.  

Na objektno steklo dodamo metilovijoliļno barvilo, tako da prekrijemo celotno povrġino 

bakterijske kolonije, pustimo stati 2 minuti, nato speremo z vodo. Nato nalijemo lugolovo 

raztopino joda ter pustimo stati 1 minuto ter speremo z vodo. Razmaz bakterij razbarvamo s 3 

% acetonskim alkoholom, pustimo stati 1 minuto in nato speremo z vodo. Na koncu dodamo 

fuksin, pustimo stati 1 minuto, speremo z vodo ter posuġimo na zraku.  
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Preparat si ogledamo pod mikroskopom pod poveļavo 1000, pred tem na steklo nanesemo 

imerzijsko olje ter pribliģamo preparat tako blizu, da se z oljem dotika stekla. 

 

 

3.6 Statistiļna obdelava podatkov 

Rezultati metode redļitve na trdnem gojiġļu so izraģeni kot povpreļne vrednosti meritev 8 

paralelk z izraļunanim standardnim odklonom. S pomoļjo programa Microsoft Excel (funkcija 

TTEST) smo izraļunali Studentov t-test ter tako preverjali ali so razlike pri povpreļnem ġtevilu 

CFU/ml med kimļijem in kislim zeljem, ekoloġkim in navadnim zeljem ter kolonijami z 

aerobnimi in anaerobnimi pogoji statistiļno pomembne (p < 0,05).  

 

 

  

Slika 11: Preparati (KE AN, KE, KN) (lastni vir). 
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Slika 15: Standard, ekoloġko zelje (lastni vir). 

4 REZULTATI  

LEGENDA: 

K = kimļi 

S = standardni postopek (kislo zelje) 

E = ekoloġko pridelano zelje 

N = navadno (konvencionalno) zelje 

AN = gojeno v anaerobnih pogojih 

4.1 Kislo zelje in kimļi 

  
Slika 12: Standard, navadno zelje (lastni vir). 

Slika 13: Kimļi, ekoloġko zelje (lastni vir). Slika 14: Kimļi, navadno zelje (lastni vir). 
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4.2 Ġtevilo kolonij in vrst 

Graf 1: Povpreļno ġtevilo CFU/ml pri vzorcih  po kimļi postopku z navadnim zeljem pri aerobnih (KN) in 

anaerobnih (KN AN) pogojih, kimļi postopku z ekoloġkim zeljem pri aerobnih (KE) in anaerobnih pogojih, pri 

postopku kislega zelja z navadnim zeljem pri aerobnih (SN) in anaerobnih (SN AN) pogojih ter pri postopku 

kislega zelja z ekoloġkim zeljem pri aerobnih (SE) in anaerobnih (SE AN) pogojih. Vstavljena je standardna 

deviacija.  

 

Tabela 1: Povpreļno ġtevilo CFU/ml v razliļnih vzorcih. 

VZOREC 

POVP. ĠT. KOLONIJ 

[CFU/ml]  

VZOREC 

AN 

POVP. ĠT. KOLONIJ 

[CFU/ml] 

KN  246,8 Ĭ 105 KN AN 295 Ĭ 105 

KE  1400 Ĭ 105 KE AN 1600 Ĭ 105 

SN  44 Ĭ 105 SN AN 30 Ĭ 105 

SE  50 Ĭ 105 SE AN 35 Ĭ 105 
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Graf 2:  Skupno ġtevilo razliļnih kolonij v posameznih vzorcih. 

 

Tabela 2: Skupno ġtevilo razliļnih kolonij v posameznih vzorcih. 

VZOREC  ĠT. VRST VZOREC AN ĠT. VRST 

KN  2 KN AN 2 

KE  3 KE AN 3 

SN  2 SN AN 2 

SE  2 SE AN 2 
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Graf 3: Povpreļno ġtevilo CFU/ml pri primerjavi vzorcev ekoloġkega ter navadnega zelja. Vstavljena je dtandardna 

deviacija. 

 

Tabela 3: Statistiļna pomembnost rezultatov pri primerjavi vrste zelja ï ekoloġko in navadno zelje. 

VZORCI P VREDNOST SIGNIFIKANTNOST 

Vsi 0,09 Ne 

KE, KE AN in KN, KN AN 0,03 Da 

SE, SE AN in SN, SN AN 0,02 Da  

K K AN S S AN

9Yh[h~Yh ½9[W91400 1600 50 35

NAVADNO ZELJE 246,8 295 44 30
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Graf 4: Povpreļno ġtevilo CFU/ml pri primerjavi vzorcev kimļija in kislega zelja. Vstavljena je standardna 

deviacija. 

 

 

Tabela 4: Statistiļna pomembnost rezultatov pri primerjavi razliļnih postopkov ï kimļi in kislo zelje. 

VZORCI P VREDNOST SIGNIFIKANTNOST 

Vsi 0,04 Da 

KN, SN in KN AN, SN AN 0,04 Da 

KE, SE in KE AN, SE AN 0,02 Da 
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Graf 5: Povpreļno ġtevilo CFU/ml pri primerjavi vzorcev pri anaerobnih in aerobnih pogojih rasti kolonij. 

Vstavljena je standardna deviacija. 

 

Tabela 5: Statistiļna pomembnost rezultatov pri primerjavi razliļnih dejavnikov ï kolonije pri aerobnih in 

anaerobnih pogojih 

VZORCI P VREDNOST SIGNIFIKANTNOST 

Vsi 0,18 Ne 

KN, KE in KN AN, KE AN 0,17 Ne 

SN, SE in SN AN, SE AN 0,01 Da 
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Tabela 6: Statistiļna pomembnost rezultatov pri primerjavi vrste zelja (ekoloġko in navadno pridelano zelje), 

vrste postopka (kimļi in kislo zelje) in pogojih gojenja (aerobni in anaerobni).1 

DEJAVNIKI  VZOREC P VREDNOST SIGNIFIKANTNOST 

vrsta zelja KN in KE 0,002 Da 
 

KN AN in KE AN / / 
 

SN in SE 0,37 Ne 
 

SN AN in SE AN 0,25 Ne 

vrsta postopka KN in SN 0,002 Da 
 

KN AN in SN AN 0,02 Da 
 

KE in SE 0,003 Da 
 

KE AN in SE AN / / 

pogoji gojenja KN in KN AN 0,27 Ne 

 
KE in KE AN / / 

 
SN in SN AN 0,2 Ne 

 
SE in SE AN 0,11 Ne 

 

  

 
1 Pri vzorcu KE AN smo imeli samo en ġteven rezultat povpreļnega ġtevila CFU/ml, tako da t-testa ni moģno 

narediti. 
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4.3 Identificirane kolonije z MALDI -TOF  

Sample Id 

(type) 

Target 

pos. 

Organism (best 

match) 

log(score) 

(Conf.) 

Organism 

(second best 

match) 

log(score) 

(Conf.) 
Consistency 

1-KE AN D7 
Lactobacillus 

plantarum 

2.31 

(+++) 

Lactobacillus 

plantarum 

2.29 

(+++) 
(A) 

3-KE  D8 
Pichia 

kudriavzevii 
2.3 (+++) 

Pichia 

kudriavzevii 

2.27 

(+++) 
(A) 

5-KN D9 
Levilactobacillus 

brevis 

2.22 

(+++) 

Levilactobacillus 

brevis 

2.09 

(+++) 
(A) 

6-SE D10 
Lactobacillus 

plantarum 

2.31 

(+++) 

Lactobacillus 

plantarum 

2.29 

(+++) 
(A) 

8-SN D11 
Lactobacillus 

plantarum 

2.38 

(+++) 

Lactobacillus 

plantarum 

2.36 

(+++) 
(A) 

11-KN AN D12 
Lactobacillus 

plantarum 

2.31 

(+++) 

Lactobacillus 

plantarum 

2.28 

(+++) 
(A) 

12-KE E1 
Levilactobacillus 

brevis 

2.15 

(+++) 

Levilactobacillus 

brevis 
2.1 (+++) (A) 

 

 

Slika 16: KE AN (lastni vir). 
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.  

 

 

Slika 19: Gojiġļe vzorca SE (lastni vir). 
Slika 20: Gojiġļe vzorca SN (lastni vir). 

Slika 21: Gojiġļe vzorca KN AN (lastni vir). 

 

Slika 22: Gojiġļe vzorca KE (lastni vir). 

 

Slika 18: Gojiġļe vzorca KE (lastni vir). Slika 17: Gojiġļe vzorca KN (lastni vir). 
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4.4 Mikroskopiranje  

Na sliki je Pichia kudriavzevii iz izolata kimļija z 

ekoloġko pridelanim zeljem pri aerobnih pogojih. 

- so Gram pozitivne 

- dolge so 5 Õm 

- ġiroke so 3 Õm 

- opazno je brstenje 

- imajo ovalno ali elipsoidno/podolgovato obliko 

Na sliki je Lactobacillus plantarum iz izolata 

kimļija z ekoloġko pridelanim zeljem pri 

anaerobnih pogojih rasti. 

- so Gram pozitivne 

- dolge so 2ï3 Õm  

- ġiroke so 1 Õm 

- imajo obliko kratkih palļic  

 

Na sliki je Levilactobacillus brevis iz izolata 

kimļija z komercialnim zeljem pri aerobnih 

pogojih. 

- so Gram pozitivne 

- dolge so 1ï2 Õm  

- ġiroke so 0,5 Õm  

- imajo obliko kratkih palļic   

Slika 23: Pichia kudriavzevii (lastni vir). 

Slika 24: Lactobacillus plantarum (lastni vir). 

Slika 25: Levilactobacillus brevis (lastni vir). 


























