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SANTRAUKA

Sio projekto tikslas buvo jverinti $alutiniy agro-produkty, tokiy kaip kviediy $iaudy ir séleny
panaudojimo galimybés L-pieno rugsties gamyboje fermentacijos metu panaudojant naujai
izoliuotas pienartigs¢iy bakterijy atmainas (PRB).

Salutiniai agro-produktai buvo fermentuoti su Lactobacillus ir Pediococcus genties
bakterijomis. Prie§ fermentacijg buvo atlikta zaliavos hidrolizé fermentais — karbohidrazémis. b/L-
laktaty jvertinimui buvo panaudotas K-DLATE 07/14 (Megazyme Int. Ireland, Wicklow, Ireland)
testas. Fermentinés hidrolizés efektyvumui jvertinti buvo panaudotos druskos, atitinkamomis
koncentracijomis. 50 mg/L CaCl, ir 100 mg/L MgSO4-7H>0 drusky koncentracijos padidino
hidrolizés efektyvuma, o NaCl druska - 50-175 mg/L ribose, efektyvuma sumazino. Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus bakterijy atmainos pagamino daugiausiai L-pieno rtgsties Siaudy
terpéje. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus MI pagamino 94,4 g/kg. Séleny terpéje
didziausig kiekj pagamino Lactobacillus sanfranciscensis MW15 - 108,6 g/kg.

Tolimesniy tyrimy metu, po mikrobinés fermentacijos, spektrofotometriSkai jvertintas
bendras fenoliniy junginiy kiekis ir antioksidacinis aktyvumas (DPPH radikalo suri§imo
aktyvumas). Fermentuotoje Siaudy ir séleny terpése didziausias antioksidacinis aktyvumas buvo
iSmatuotas su L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081 ir L. delbrueckii subsp. bulgaricus Ml
atitinkamai, 334 mg ir 231 mg (pagal Trolokso ekvivalenta 100g medziagos). DidZiausias bendras
fenoliniy junginiy kiekis iSmatuotas su L. delbrueckii subsp. bulgaricus MI - 1187 mg (pagal Galo
rugsties ekvivalentg 100g zaliavos) Siaudy terpéje ir su L. sanfranciscensis MW15 - 766 mg (pagal
Galo rugsties ekvivalentg 100g zaliavos) séleny terpéje.

Rezultatai patvirtino, kad Salutiniai agro-produktai gali biiti panaudoti L-pieno riigsties

gamybai su atitinkamais fermentais ir atrankiomis pieno riigSties bakterijomis.
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SUMMARY

The aim of research was to investigate the usability of agro-industrial by-products, such as
wheat bran and wheat straw in the production of L-lactic acid via fermentation applying by newly
isolated lactic acid bacteria strains (LAB).

Agro-industrial by-products were fermented with LAB belonging to Lactobacillus and
Pediococcus genera. Before fermentation enzymatic treatment of by-products was carried out
using carbohydrases. An enzymatic test K-DLATE 07/14 (Megazyme Int. Ireland, Wicklow,
Ireland) was used for lactic acid and p/L-lactates determination. The influence of magnesium,
calcium and sodium salts on enzymatic hydrolysis efficiency was evaluated. The addition of 50
mg/L of CaClz, 100 mg/L of MgSO4-7H20 in straw medium increased enzymatic hydrolysis
efficiency, whereas the addition of NaCl in range 50-175 mg/L decreased cellulase activity.
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strains produced the highest amount of L-lactic acid
in the wheat straw. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Ml - 94,4 g/kg. In wheat bran
medium Lactobacillus sanfranciscensis MW15 produced the highest amount of L-lactic acid -
108,6 g/kg.

Furthermore, after microbial fermentation the total phenolic content and DPPH radical
scavenging activity of fermented wheat straw and wheat bran were determined
spectrophotometrically. In wheat straw and wheat bran medium highest antioxidant activity was
observed with L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081 and L. delbrueckii subsp. bulgaricus
MI respectively, 334 mg and 231 mg of (Trolox equivalent per 100g) and highest total phenilic
content was observesed using L. delbrueckii subsp. bulgaricus Ml - 1187 mg (Gallic acid
equivalent per 100g) in wheat straw and with L. sanfranciscensis MW15 - 766 mg (Gallic acid
equivalent per 100g) in wheat bran.

The results confirm that tested agro-industrial by-products could be used for L-lactic acid

production using selected enzymes and lactic acid bacteria strains.



SANTRUMPU SARASAS

PRB — pienrartigstés bakterijos;

PDO - 1,3-propandiolis;

PPR — poli-pieno ragstis;

PHA — polihidroksialkanoatas;

DNS — 3,5-dinitrosalicilo riigstis;

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrihidrazilo radikalas;
TE — trolokso ekvivalentas;

GE — galo rugsties ekvivalentas.



IVADAS

Siaudai ir sélenos yra antrinis zemés tikio kultiiry perdirbimo produktas. Lietuvoje gaunami
didziuliai Siaudy Kiekiai, kurie yra panaudojami gyvuliy pasarams, popieriaus gamyboje, o sélenos
— kaip maisto produktas.

Siuo metu ypatingai didelis démesys skiriamas atsinaujinan¢ios antrinés organinés zaliavos
biokonversijai j pridétinés vertés produktus. Jau yra sukurti procesy modeliai, kuriy metu
panaudojant tikslinius Kkatalizatorius - fermentus, organine zaliava sudarantys polimerai yra
hidrolizuojami. Taip i§ celiuliozés, hemiceliuliozés, lignino ir krakmolo yra gaunami laisvai
prieinami sacharidai, kurie panaudojant mikrobing fermentacija su atrankiais mikroorganizmais
yra konvertuojami j tikslinius pridétinés vertés produktus. Vienas placiausiai gaminamy cheminiy
junginiy fermentacijos proceso metu yra pieno ragstis.

Tiriamo darbo metu démesys skirtas PRB gaminamos pieno riigsties izomery identifikacijai,
bei jy susidarymui, fermentuojant jvairias Salutiniy produkty terpes. Pasaulyje pieno riigstis yra
vienas placiausiai paplitusiy chemikaly, kuris naudojamas ne tik maisto ir gérimy pramongje, o
taip pat suyran¢iy maisto produkty pakuociy (biopolimery) gamybai. Pieno rigstis gali biiti
gaminama cheminiu budu i§ naftos produkty arba biotechnologiniu. COST veiklos Ubiochem
(KTU dalyvis) atlikti ekonominiai skai¢iavimai patvirtino, kad pieno ragsties gamyba naudojant
homofermentinés PRB yra pigesné ir ypac i§ augalinés biomasés, negu vykdant cheming sinteze
i§ vis labiau brangstan¢iy naftos produkty. Kitas svarbus biotechnologinio polipieno ragsties
gamybos biido privalumas, kad tik fermentacijos biidu galima gauti optiskai grynus izomerus (L-
arba D-pieno riigsties izomerus), sglygojancius optimalias biopolimero savybes. Tik optiskai gryni
L(+)- arba D(-) - pieno riigsties izomerai gali polimerizuotis iki auksto kristaliSkumo poli-pieno
rugsties, kuri yra tinkama prekybiniam panaudojimui. Tuo tarpu sintezeés biidu, skirtingai nei
biocheminiu, susidaro izomery miSinys. Taikant PRB maisto tikslams, taip pat svarbu Zinoti
izomero tipg ir atrinkti L-pieno rugst] gaminancias PRB, kuriy poveikis Zmogaus sveikatai yra
priimtinas. D¢l to, pastaruoju metu biotechnologinis pieno riigSties gamybos buidas yra pranaSesnis
ir sulauke didelio susidome¢jimo, ir kaip alternatyva aplinkos tar§ai maZzinti (biomasiy perdirbimas)
ir dél riboty naftos produkty atsargy. Vienai i§ pagrindiniy mikroorganizmy grupiy, naudojamy
pieno riigSties gamybai, priskirtinos PRB, o i§ jy homofermentinés PRB, gali biiti naudojamos
pramoninei pieno riigSties gamybai. Pigios zaliavos fermentacijai panaudojimas leisty padidinti

Sio chemikalo gamybos efektyvuma.



Darbo tikslas: istirti atsinaujinancios organinés zaliavos — kvie¢iy Siaudy ir séleny fermentinés
hidrolizés optimalias salygas, jas parinkus vykdyti fermentacija su atrankiomis pienartig§témis

bakterijomis ir jvertinti pieno rugsties izomery susidaryma fermentacijos metu.

Darbo uzdaviniai:

1. Parinkti fermentinius preparatus ir optimalias fermentinés hidrolizés salygas (temperatiira,
trukme, fermento kiekj, drusky koncentracija) kvieciy Siaudy ir sé¢leny organinei zaliavai.

2. Nustatyti pienartigs8éiy bakterijy augimo galimybes fermentais apdorotoje organinéje
zaliavoje, jvertinat jy skaiCiy, terpés pH ir monosacharidy pokycius fermentacijos metu.

3. Nustatyti Siaudy ir séleny terpiy, gauty po fermentinés hidrolizés, tinkamumag pieno
rugsties gamybai fermentacijos su pieno rugsties bakterijomis metu.

4. Nustatyti sinergetinj PRB poveikj pieno rugsties gamybai Siaudy ir séleny terpése.

5. Ivertinti mikrobinés fermentacijos metu susidariusiy produkty jtaka antioksidaciniam

aktyvumui ir nustatyti bendra fenoliniy junginiy kiekj.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Lignoceliulioziné Zaliava ir jos panaudojimas

Pasauliniu mastu didéjant iSkastinio kuro poreikiui, ieSkoma alternatyvy gaminti pridétinés
vertés chemines medziagas, kurios iki $iol buvo sintetinamos cheminés sintezés budu. Pasitelkus
pramoninius biotechnologinius procesus ir parinkus atitinkamus mikroorganizmus, fermentus bei
pritaikius geny inzinerijg, atsinaujinanti organiné zaliava gali biiti perdirbama j vertingas chemines
medziagas [1].

Lignoceliuliozin¢ zaliava labiausiai paplitusi atsinaujinanti biomas¢ planetoje, kurios
pasauliniu mastu yra gaunama apie 1-10'° min. tony per metus. Ji yra apibiidinama kaip jvairios
zemes ukio atliekos (Siaudai, Zieve, stiebai), lapuociy ar spygliuoc¢iy mediena, pulpa, popieriaus
atliekos bei jvairios Zolinés atlickos [2] ir sudaryta i$ trijy polimery: celiuliozés, hemiceliuliozés
ir lignino bei kity sudétiniy komponenty — acetilo grupiy, mineraly, fenoliniy pakaity.
Priklausomai nuo lignoceliuliozinés biomasés kilmés, pagrindiniai 3 polimerai sudaro organizuotg
kompleksine tridimensing struktiirg su kintanciais sudedamaisiais komponentais. Si Zaliava yra
atspari degradacijai, tai lemia celiuliozés kristaliSkumas, lignino hidrofobiskumas ir celiuliozés
jkapsuliavimas lignino-hemiceliuliozés matricoje [3, 4, 5].

Didziausig kiekj lignoceliuliozés biomaséje sudaro celiulioze, prieSingai negu gliukozé
gliukano polimeruose, celiuliozés grandiné yra sudaryta i§ disacharido celobiozés. Jos struktiira
pasizymi tarpmolekulinémis vandeniliniy ry$iy sistemomis, kurios tankiai sujungusios gliukozés
molekules. Kadangi apytikriai puse organinés anglies kiekio biosferoje yra sudaryta i§ celiuliozés,
Siam polimerui yra skiriamas ypatingas démesys perdirbimo pramonéje [6, 7, 8].

R H
H OH | CHoOH H

o o
HO7 W Q0”@ - O HO7 W /®
HO o HO \C® 0 o
® HO ®
)\ CHZOH H ! ' CHZOH

n-2

1.1 pav. Celiuliozés molekulés struktira [9]

Hemiceliulioz¢ yra antrasis labiausiai paplitgs polimeras, prieSingai negu celiuliozé, Sis
polimeras turi atsitikting amorfing struktiirg, kuri yra sudaryta i§ skirtingy heteropolimery —
ksilano, gliukuronoksilano, arabinoksilano, ksilogliukano ir kt. Sio polimero struktiira priklauso
nuo sudedamyjy komponenty pasiskirstymo: kietoji — didzigjg dalj sudaro ksilanai, minkstoji —
gliukomananai [5]. Heteropolimerai yra sudaryti i§ skirtingy 5 ir 6 anglies atomy monosacharidy
vienety, pentoziy (ksilozé, arabinoz¢), heksoziy (manoze, gliukoze, galaktoze) ir acetilinty cukry.

Ksilanai sudaryti i§ ksilozes, gliukuronoksilanai sudaryti i§ gliukurono riigsties ir ksilozes,
11



arabinoksilanai sudaryti i§ pentoziy: arabinozés ir ksilozés, gliukomananai sudaryti i§ D-manozés
ir D-gliukozés, o ksilogliukanai i§ ksilozés ir gliukozés monomery [9]. Hemiceliuliozés struktiira
pavaizduota 1.2 paveiksle. Hemiceliuliozé yra augaly sieneliy sudétyje, ji suteikia strukttrinj
tvirtuma, nes jungia celiulioze j mikrofibriles ir jas skersinémis jungtimis sujungia kartu su ligninu
[10].

1.2 pav. Augaluose aptinkamos hemiceliuliozés schematiné reprezentacija [11]

Trecioji lignoceliuliozinés Zzaliavos sudedamoji dalis yra ligninas, tai amorfinis tridimensinis
polimeras, sudarytas i§ fenilpropano struktiiriniy vienety, dazniausiai aptinkami: p-kumarilo,

koniferilo ir sinapilo alkoholiai (1.3 pav.) [9, 12].

CH,OH CH,OH CH,OH
cH CH CH

CH CH CH

. ] I
(] (L g
X =~""OCH, CH,0” " "OCH,
OH OH OH

1 1 3

1.3 pav. P-kumarilo, koniferilo ir sinapilo alkoholiai, kurie aptinkami lignino struktiroje [9]

Ligninas atlieka tarplasteling imobilizavimo funkcijg, nes surisa individualias fibriles j
bendra matricg ir suteikia visapusiskg tvirtuma lasteliy sieneléms. Celiulioze, hemiceliulioze ir
ligninas yra nevienodai pasiskirste lasteliy sienelése. Siy komponenty struktira ir kiekiai kinta
atitinkamai pagal augalo rii§j, audinj bei augalo amziy [13, 14, 15].

Didziausi lignoceliuliozinés Zaliavos kiekiai susidaro Salutinio produkto forma zemés tikio
sektoriuje, o taip pat gaunami perdirbant griidus. Pagrindinés lignoceliuliozinés atliekos yra mieziy
Siaudai, kvieciy Siaudai, kukurfizy stiebai ar perdirbtos cukranendriy atliekos [16].

Taciau didziausig potencialg turi Siaudai. Remiantis statistiniais duomenimis, Lietuvoje
uzauginama 950 ttkst. ha javy, o gamybos potencialas siekia 4 min. tony. 15-20 %, Sio kiekio
lieka laukuose [17]. Lietuvoje perdirbant séklinius augalus, susidaro didelis kiekis antriniy pasary,
pvz., gridy sélenos, aliejiniy augaly s¢kly iSspaudos, cukriniy runkeliy ar kukurtizy griidy atliekos,
melasa ir kt. [18]. Sélenos gali biiti kvietinés, ruginés, miezinés, avizinés, ir kt. Kadangi Lietuvoje
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zemés tikio veiklos metu susidaro dideli kiekiai lignoceliuliozinés zaliavos atlieky, galime teigti,

jog yra potencialas ja perdirbti | pridétinés vertés produktus.
1.1.1 Kvieciy Siaudai

Siaudai — tai lignoceliulioziné Zaliava, kuri gaunama kaip antrinis produktas Zemés tkio
sektoriuje. Didziausig dalj sudaro celiuliozé, hemiceliulioze, ligninas. Tikslas kiekiai sudarantys

Siaudus kinta priklausomai nuo augalo risies ir yra pateikti 1.1 lentelgje [19].

1.1 lentelé. Siaudus sudaran¢iy medZiagy suvestiné [19,20]

Sudedamoji dalis Kiekis (%0)
Baltymai 3,6
Hemiceliuliozé 21-26
Celiuliozé 33,740
Ligninas 11-22,9
Pelenai 7-9,9
Kalcis 0,018
Fosforas 0,05

Didelé problema pasauliniu mastu yra Siaudy deginimas siekiant juos utilizuoti. Toks
reiSkinys sukelia ekologines problemas, nes didelis kiekis anglies dvideginio yra iSmetamas |
aplinka ir gali sukelti sveikatos problemy aplinkiniams gyventojams [20].

Siaudai yra vertinga atsinaujinanti zaliava. Ji gali biti panaudojama kaip pasaras gyvuliams,
1Sgaunant elektros energijg biokuro katilinése ar Silumg gazifikacijos, degimo procesy metu.
Vienos aktualiausiy Siaudy pritaikymo galimybiy yra etanolio gamyba mikrobinés fermentacijos
metu, metano gamyba anaerobinémis sglygomis bei popieriaus gamyba [19]. Vis dar iSlieka aktuali
yra jy perdirbimo galimybiy j vertingas chemines medZiagas, tokias kaip pieno rtigstis paieska.

1.1.2 Sélenos

S¢lenos — griidy perdirbimo produktas, malimo proceso metu atskirtos griidy luobelés. Tai
Salutinis milty ir kruopy gamybos produktas. Sélenas sudaro griido luobelés (perikarpio) ir
aleurono sluoksnio dalelés. Jas sudaro daug vertingy medziagy — baltymai (15 %), angliavandeniai
(70 %) bei daug naudingy mineraly, tokiy kaip kalcis (0,78 %) fosforas (0,56 %) ar gelezis (0,015
%) ir kity sudétiniy daliy kurios yra pateiktos 1.2 lenteléje [21].
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1.2 lentelé. Sélenas sudaranéiy medziagy suvesting [21]

Sudedamoji dalis Sudaroma dalis (%0)
Baltymai 15
Hemiceliuliozé 30
Celiuliozé 24,5
Krakmolas 9,8
Ligninas 5,6
Pelenai 5
Kalcis 0,78
Fosforas 0,56
Gelezis 0,015

Angliavandeniai sudaro apie (70 %) séleny masés — hemiceliuliozé (30 %), celiuliozé (24
%), krakmolas (9,8 %) ir ligninas (5,6 %). Taip pat sudétyje yra reikSmingas kiekis fenoliniy
rugsciy, tokiy kaip ferulo bei p-kumaro [22].

Perdirbant griidus susidaro dideli kiekiai séleny, dél to, aktuali yra jy perdirbimo galimybiy
1 vertingas chemines medziagas paieska. SuskaiCiuota, kad apie 100 mln. tony yra laisvai
pricinama Europos sajungoje [23]. Grudiniy kultiiry pramongje sélenos sudaro 14-19 % nuo
zaliavos, kurios gali biti panaudotos, kaip nebrangi zaliava atsinaujinanciai energijai ar

vertingiems cheminiams junginiams gauti [21, 22].
1.2 Lignoceliuliozinés Zaliavos apdorojimas

Viena svarbiausiy uzduoc¢iy biocheminés lignoceliuliozinés zaliavos apdorojimo procese,
yra struktiros suardymas, kurio metu siekiama celiulioz¢ padaryti kuo laisviau prieinama
fermentams. Tokiu biidu angliavandeniy polimerai gali biiti konvertuojami j fermentuojamus
cukrus. Pirminis zaliavos apdorojimas yra pripazintas kaip daugiausiai islaidy reikalaujantis etapas
[9, 24, 25, 26].

Pirminio apdorojimo tikslas yra paveikti celiulioz¢, hemiceliulioz¢, kad (fermentine)
hidroliz¢ biity kuo efektyvesné. Tai atliekama suardZius kristaling celiuliozés struktiirg arba
pasalinus ligning. Aktualiausi (fermentinés) hidrolizés vykdymo kriterijai: a) padidintas pavirSiaus
plotas ir poriSkumas, b) lignino struktiros modifikavimas, c) daliné hemiceliuliozes
depolimerizacija, d) celiuliozés kristaliSkumo sumazinimas. Pasirenkant optimaliausig organinés
zaliavos apdorojimo biidg yra jvertinama junginiy degradacijos jtaka fermentinei hidrolizei ir

fermentacijai, bei proceso ekonomiskumas [9, 27].

14



Zaliavos pirminio apdorojimo metodai yra skirstomi ] mechaninius, cheminius,

kompleksinius biologinius ir elektrinius, toliau aptariami placiausiai naudojami metodai [9].

Lignoceliuliozinés zaliavos apdorojimas skirstomas j tris pagrindines kategorijas: mechaninis,

cheminis ir kompleksinis apdorojimai.

1.2.1 Mechaninis apdorojimas

Siai kategorijai priklauso smulkinimas malimo biidu ir ardymas ultragarsu.

Daleliy dydzio sumazinimas yra daznai naudojamas, siekiant palengvinti zaliavos
naudojimg ir padidinti medziagos pavirSiau plota. Tai pasiekiama malimo, karpymo ar
trynimo metu. Smulkinimo etapas dazniausiai atlieckamas prie§ apdorojimo procesa, nes
nuo to priklausys tolimesniy procesy efektyvumas. Mechaninj apdorojimg lemiantys
faktoriai yra vykdymo kastai ir jrangos nusidévéjimas [9].

Lignoceliuliozinés Zaliavos suardymas ultragarsu yra iStirtas laboratoriniame lygyje, tai
placiai naudojama technologija, kurios pranasumas yra pastebimas vykdant fermenting

hidrolize. Reakcijos greitis apdorojus Zaliava ultragarsu gali padidéti 200 % [28].

1.2.2 Cheminis apdorojimas

Siai kategorijai priskiriamas apdorojimas kar$tu vandeniu, silpnomis riigstimis, stipriomis

rugStimis ir bazémis.

Biomasés apdorojimas karStu vandeniu esant slégiui, arba kitaip — hidroterminis
apdorojimas, yra vykdomas aukstose temperatiirose, 15 min. 200-230 °C ir pasiekiamas
40-60 % biomasés iStirpimas. Daugiau nei 90 % hemiceliuliozés yra gaunama kaip cukry
monomerai, jeigu toliau reakcijos miSinys apdorojamas riigS§timi. Apdorojimo karStu
vandeniu metu gali susidaryti acto riigStis, kuri veikia kaip polisacharidy hidrolizes
katalizatorius [29].

Praskiesty rigs¢iy metodas yra efektyviausias ir placiausiai naudojamas lignoceliuliozinei
zaliavai apdoroti. Praskiesta rligstis yra iSpurSkiama Zaliavos pavirSiuje ir inkubuojama
160-220 °C temperatiiroje trumpa laiko tarpa. Reakcijos metu jvyksta hemiceliuliozés
hidroliz¢ ir yra atpalaiduojami monomeriniai cukris ir tirpiis oligomerai i$ 1asteliy sieneliy
matricos. Sio metodo metu naudojamos organinés bei neorganinés ragstys [30].
Koncentruotosios riigstys — H2SO4 ir HCI yra naudojamos kaip labai patikimi agentai
celiuliozés hidrolizei. Teigiami aspektai naudojant §] metodg yra Zema temperatiira bei
didelis monosacharidy kiekis. Pagrindiné neigiama pasekmé yra ragsStims budingas

koroziSkumas [31].
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e Sarmy panaudojimas Zaliavos apdorojime yra atlickamas dél jy savybés pasalinti lignina.
Taip pat Sarminio apdorojimo metu yra paSalinami acetil grupés pakaitai, kurie lemia
tolimesnio fermento efektyvumo sumazéjima ir hemiceliuliozés bei celiuliozés pavirSiaus

pasiekiamuma [32].
1.2.3 Kompleksinis poveikis

Siai kategorijai priskiriami apdorojimo garais, CO; ir skystu amoniaku auk$tame slégyje
metodai:

e Apdorojimas garais aukStame slégyje yra placiai naudojamas procesas, nes lemia
mazas cheminiy medziagy bei energijos sanaudas. Mechanizmas pagristas biomasés
poveikiu prisotintais garais aukStame slégyje. Temperattiros gali siekti 160—260 °C [33,
34].

e Biomasé¢ paveikiama skystu amoniaku aukStame slégyje ir temperatiiroje, praéjus
kelioms sekundéms, slégis sumazinamas. Procesas atlickamas 90 °C , 30 min., jo metu
sumazinami lignino, hemiceliuliozés kiekiai, dekristalizuojama celiuliozé [35].

e Apdorojimas CO2 aukstame slégyje yra vykdomas biomasg¢ paveikiant CO2 dujomis,
kurios reaguoja su iStirpusiu anglies dvideginiu vandenyje ir tokiu biidu pagerinama

hidrolizé [36].
1.2.4 Fermentiné hidrolizé

Zaliavos pirminis apdorojimas pripazintas kaip bitinas technologinis etapas pries
tolimesnius biomasés apdorojimo procesus [37, 38]. Toliau zaliava yra apdorojama fermentais,
kurie hidrolizuoja biomasés polimerus j fermentuojamus cukrus [39]. Fermentas yra atsakingas uz
bendrg celiuliozes skaidymo proceso reguliavimg. Svarbus hidrolizés greit] ribojantis veiksnys yra
fermenty nesuderinamumas ir vieni gali slopinti kitus, bet tokio reiSkinio pavyksta iSvengti, nes
celiuliozés fermentinés hidrolizés kinetika yra iSsamiai itirta [2].

Celiulioze skaidantys fermentai, pagal veikimo pobudj ir vieta, skirstomi j endofermentus —
veikiantys polimerinio substrato cheminj rysj, jie skaido molekules j fragmentus, egzofermentus —
veikiancius substrato molekulés galines grupes ir fermentus, kurie skaido fragmentus iki gliukozés
[40].

Siekiant gauti kuo didesn] degradacijos laipsnj yra pasitelkiami keturi celiulaziniai
fermentai, dél jy sinergetinio poveikio: endogliukanazés (EC 3.2.1.4), celobiohidrolazés (EC
3.2.1.176), egzogliukohidrolazés (EC 3.2.1.74) ir B-gliukozidazés (EC 3.2.1.21) [27, 28]. Be
sinergizmo svarbu pazymeéti, jog prie$ vykdant hidroliz¢ bitina celiulaziy adsorbcija ant turimo

netirpaus substrato [41].
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Celobiohidrolazé yra pagrindinis celiuliozei skaidyti naudojamas fermentas. Fermento
katalitiné dalis sudaryta i§ vijy, kurios sukuria tunelio formos veiklyjj regiong ir celiuliozés
grandinéms juo skverbiantis, tam tikrais laiko tarpais yra atskeliamas celobiozilradikalas [2].

Endogliukanazés veikia atsitiktinius gliukozidinius rySius mazo kristaliSkumo celiuliozés
fibriliy regionuose, atlaisvindamos oligosacharidus. Celobiohidrolazés degraduoja celiulioze,
pasalindamos celobiozg, veiklios kristaliniame celiuliozés regione, kur paveikia redukuojancias ir
neredukuojancias gliukozés grandines. Egzogliukohidrolazés yra atsakingos uz gliukozés vienety
pasalinimg nuo neredukuojanciy ciklodekstriny galiiniy, o B-gliukozidazés hidrolizuoja celobioze¢
] gliukoze bei pasalina gliukoze nuo neredukuojanéiy mazy ciklodekstriny galy [41, 42].

Hemiceliuliozés hidrolizei yra naudojama sudétingesné grupé fermenty, vadinamy
hemiceliulazémis. Ksilano fermentinei hidrolizei, reikalingi endo-p-1,4-ksilanazé¢ (EC 3.2.1.8),
kuri veikia atsitiktinius ksilano ry$ius, ko pasekoje gaunami ksilo-oligosacharidai, - ksilozidazé
(EC 3.2.1.37), kuri veikia neredukuojancias ksilozés grandiniy galus ir atpalaiduoja ksiloze ir kiti
papildomi fermentai a-L-arabinofuranozidazé (EC 3.2.1.55), a-galaktozidazé (EC 3.2.1.22),
acetilksilano esterazé (EC 3.1.1.72) bei ferulio rugsties esterazé (EC 3.1.1.73) [41, 43].

Perdirbant krakmolinga Zaliavg yra jvertinama, tai, jog celiulazés yra 100 karty maziau
efektyvios negu amilazés. Kadangi krakmolas yra sudarytas i§ amilozés - a-1,4 glikozidiniais
rySiais sujungty gliukozés vienety ir amilopektino a-1,4 ir a-1,6 glikozidiniais rySiais sujungty
gliukozés vienety [44], tai norint pasiekti efektyvig fermenting hidrolize, reikia a-amilaziy ir
gliukoamilaziy fermenty komplekso. a-amilazés hidrolizuoja vidinius amilozés a-1,4 rySius, o
amilopektino rySius — atsitiktinai. Tokiu budu suformuojamos trumpos polimerinés 10-20
gliukozés vienety grandinés, maltozés bei laisvos gliukozés monomerai [45]. Gliukoamilazés
hidrolizuoja 1,4- rysiais sujungtus a-D-gliukopiranozilo vienetus, suformuojant B-D-gliukoze
[46].

1.3 Vertingy cheminiy medziagy gamyba iS atsinaujinanciy Saltiniy
1.3.1 Pridétinés vertés produktai

Ankstesniuose skyriuose aptartos atsinaujinancios lignoceliuliozinés ir krakmolingos zaliavos
ypatybés ir jy apdorojimas prie§ biokonversijg. Organinés zaliavos biokonversija galétu biti
iSskirta j du tipus. Pirmasis, kuomet panaudojant apdorotg zaliava ir biotechnologines Zinias — tai
yra jvairius ekonomiskos fermentacijos kelius [1, 47, 48], galima iSgauti apie 30 potencialiy
monomery. Svarbu paminéti, jog dauguma susintetinty medziagy yra gaunama i$ sacharidy, todél,
ju dydis siekia iki 6 anglies atomy. Jie toliau gali biiti panaudojami kaip struktiiriniai vienetai
sudétingy cheminiy medziagy gamybai. Antrasis — pasinaudoti ziniomis apie specifinius
metabolizmo kelius ir tokiu budu Zaliavg konvertuoti j vidutinio sudétingumo medZiagas.
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Pagrindiniai pridétinés vertés produktai, iSgaunami vykdant organinés Zaliavos biokonversijg, yra

aptariami 1.3 lentel¢je [1, 47, 48].

1.3 lentelé. Pridétinés vertés produktai gaunami i$ atsinaujinancios augalinés zaliavos (adaptuota pagal

[1])
Molekuliné .
Medziagos pavadinimas Panaudojimas
formulé
1,4-dirtigstys (sukcino, fumaro, o
C4HeO4 Tirpikliy gamyba
malo)
Polietilentereftelataty (PET) analogas su
2,5-furano dikarboksiline rugstis CsHeO3 . ) ] o o
pagerintomis savybémis (buteliukai, konteineriai)
3-hidroksipropioniné riigstis C3HsO3 Kontaktiniai leSiai, absorbuojantys polimerai
Pieno produktai, alkoholiniy gérimy gamyba,
Pieno riigstis CsHsO3 .
detergentai
Asparto riigstis C4H/NO, Chelatinés druskos, saldikliai
Gliukaro riigstis CeH100s Tirpikliai, neilono gaminiai
Glutamo rtigstis CsHgNO4 Monomerai poliesteriams ir poliamidams
Jeina stireno butadieno polimery sudétj (pagerina
Itakono riigstis CsHsO4 o o
dazy sukibima), nitrilo lateksas
Levulino riigstis CsHgO3 Tirpikliai, polikarbonaty sintezé
] o Aukstos pridétinés vertés farmaciniy medziagy
3-hidroksi sviesto lactonas C4HeO3
gamyba
] ) Burnos higienos produktai, vaisty gamyba, maisto
Glicerolis CsHgO3 o
pramong, polioliy gamyba
Sorbitolis CeH1406 Ausinimo skys¢io gamyba, polimery gamyba
Ksililitolis/Arabitolis CsH1205 Saldikliai, nesocios poliesteriy dervos

Vieni pirmyjy komerciskai sukurty rinkoje prieinamy bioprodukty buvo bioplastikai. Sie
plastikai turi didziulj potencialg selektyviose rinkose, dél galimybés savaime suirti gamtoje.
Vieni pagrindiniy:

e 1.3-propandiolis (PDO) — tai polimeras gaunamas fermentuojant kukurlizy cukrus,
biotechnologiniy procesy metu. Daugiau nei dvylika produkty yra gaunami i§ PDO,
Zemea® [49] propandiolis naudojamas kosmetikoje, namy apyvokos valymo produkty
gamybai, pasizymi Svarumu.

e Polipieno riigstis (PPR) — tai polimeras pasizymintis dideliu potencialu dél savo pigumo ir

prieinamumo. Siuo metu didZiausias polipieno rigsties dalyvis rinkoje Ingeo® [50]. PLA
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yra panaudojamas pakeiCiant tradicinius plastikus, nes turi ypatingas ekologines
charakteristikas.

e Polihidroksialkanoatas (PHA) — komerciskai patrauklus poliesteris pasizymintis savaiminio
degradavimo savybémis. PHA taip pat pasizymi terminiu atsparumu ir dél to turi daugelj
pritaikymo sri¢iy, tokiy kaip tvirtinimo juosty, pluosty bei kiety puty gamyboje.
Pagrindiniai gamintojai — Metabolix ir SyntheZyme. Sio plastiko kasmetinis potencialas
siekia 4,72 mlrd. eury [51, 52].

1.3.2 Pieno rugstis ir jos gamyba

Pieno rugstis buvo atrasta C.W. Scheele 1780 metais suraugintame piene, o pramoniniu
mastu pradéta gaminti 1881 metais, fermentacijos biidu. Siuo metu pasaulinis pieno riigsties
gamybos kiekis siekia 328,9 tukst. metriniy tony per metus (Global Industry Analysts, Inc.).
Susidoméjima pieno ragstimi Iémé daugelis aspekty, tarp kuriy yra gaunama didelé pridétiné verte,
produkto patekimas j GRAS (angl. Generally Recognized As Safe) produkty kategorija, gamyboje
gali biiti panaudojama daugelis Zaliavy, kurios yra gaunamos kaip atlickos Zemés tikio srityje [53].

Pieno riigSties gamyba apima didel¢ dalj chemijos pramonés rinkos, tam jtakos turi jos
panaudojimas smulkiy (polipropilen-glikolio) ir stambiy (akrilo) polimery gamyboje. Tai savaime
aplinkoje degraduojantys polimerai, kurie yra panaudojami produkty pakavime ir Zyméjime bei
vaisty dozavimo technikos kurime. Viena i§ jy yra poliglikolio ragstis (Polipieno ragstis) [53, 54].

Kosmetikos industrijoje, pieno rigstis yra naudojama higienos bei estetiniy produkty
karime, dél savo drékinancio, antimikrobinio ir atnaujinancio poveikio odai bei burnos higienos
produktams, suteikimo. Pieno rigsSties esterio dariniai placiai naudojami dél savo
higroskopiskumo bei emulsijas sudarancio poveikio [55].

VidutiniSkai 70 % pagamintos pieno rigsties yra sunaudojama maisto pramongje jogurto bei
stirio gamyboje. Jogurty paruoSimo eigoje, pieno rigstis gaunama po ko-fermentacijos veikiant
Streptococcus thermophilus ir Lactobacillus bulgaricus bakterijoms. Stirio gamyboje pH kritimas
del iSsiskiriancios rugsties, lemia kazeino miceliy agregacija. Kartais pieno riigsties susidarymas
yra spontaniskas, pvz., Slapio kukurlizy apdirbimo metu terp¢je esanciy mikroorganizmy
pagamintg riigStis sumazina patogeniniy bakterijy augima bei suteikia savitg skonj, aromatg [55,
56].

1.3.3 Pieno rugsties fiziko-cheminés savybés

Pieno rugstis, pagal ITUPAC 2-hidroksipropano riigstis, yra organiné rugstis, placiai
aptinkama gamtoje. Tai paprasciausia 2-hidroksikarboksiliné riigstis su chiraliniu anglies atomu ir

egzistuojanti kaip dvi enantiomery formos — izomeras L(+) ir izomeras D(-) (1.4 pav.).
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Cheminis aktyvumas yra nusakomas 0 o
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rugsties fiziko-cheminémis savybémis, tokiomis I l
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y o ~ OH HOY
b) reaktyvumas susijgs su karboksilinés bei H H
hidroksilinés grupés buvimu, tai lemia dvipusiska .C C.
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reaktinguma; c) Antrojo anglies atomo optinio
L(#+) D(-)
aktyvumo asimetriSkumga [9, 53].

Norint pasiekti didziausig pieno rugsties 1.4 pav. L(+) is D(-) pieno rugsties izomery

gamybos iSeigg, panaudojant mikroorganizmus, struktiira. (adaptuota pagal [53])
reikia pieno riigSties bakterijas (PRB) auginti atitinkamoje terpéje, kurioje biity uztikrinamas
maisto medziagy (anglies, azoto, vitaminy ir mineraly) prieinamumas lengviausiai prieinamoje
formoje [53, 57].

Anglis mikroorganizmy terp¢je gali egzistuoti cukry, amino riigs$€iy ar organiniy rugsciy
formose. Azotas, kuris dalyvauja katabolitiniuose ir anabolitiniuose procesuose, yra prieinamas
amino ragsciy, peptidy ir neorganiniy junginiy formose. Mineralinés medziagos (Mg, Fe),
pateikiamos drusky pavidalu, be to vitaminai yra svarbiis elementai, kurie atlicka ko-faktoriy
funkcija daugelio fermentiniy reakcijy metu [53, 58].

Pieno rugsties gamyba galima dviem budais: a) vykdant cheming sintez¢ ir b) mikrobinés
fermentacijos pagalba panaudojant jvarius anglies $altinius.

Lignoceliulioziné¢ biomase ir krakmolinga Zaliava prie§ naudojimg turi biti atitinkamai
apdorojama, kad biity suardytos stiprios jungtys tarp krakmolo, celiuliozés, hemiceliuliozés bei
lignino [58]. Tuomet gauti cukris gali bti toliau fermentuojami su atrinktais mikroorganizmais j
atitinkamos konformacijos L(+) ar D(-) pieno ragstj. Cukrinimas ir fermentacija gali biti atlickama
vienu metu, tokiu biidu fermentiné hidroliz¢é ir fermentacijos procesai yra atliekami toje pacioje
terpéje [58, 59].

Optiskai gryna L(+) ar D(-) pieno rigstis gaunama panaudojant atitinkamai parinktus
mikroorganizmus. Raceminé DL- pieno riigstis yra visa laikg gaunama cheminés sintezés metu 1§
naftos produkty (1.5 pav.) [60]. Pieno rigsties gamybos metu neiSvengiamas reisSkinys, kuomet
homopolimerai formuoja reguliarias struktiiras ir sudaro kristaling faze, o ko-polimerizacija su
L(+) ar D(-) pieno ragstimi inhibuoja reguliariy struktiiry ir amorfiniy medziagy susidaryma.
Norint pasiekti norimas polimero savybes, reikalingi auksto Svarumo lygio L(+) ar D(-) pieno

rigSties monomerai [60].
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1.5 pav. Pieno riigsties gamybos cheminés sintezés (kairéje) ir mikrobinés fermentacijos (desinéje) budai
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! (CH:CHOHCN)

Lignoceliulioziné zaliava

Kaitinimas

Chem. mediiagos Apdorojimas

Fermentas Hidrolizé¢ Krakmolinga zal.
Bakterijos % &
Grybai Fermentacija

Gryninimas

L(+) arba D(-) pieno rigstis

(adaptuota pagal [58])

Daugiau nei 100 skirtingy pienariig8¢iy bakterijy ar gryby jau iSbandyta mikrobinés pieno
rugSties gamyboje i§ atsinaujinanciy gamtiniy zaliavy. Taciau, daZniausiai yra naudojamos

Lactobacillus ir Lactococcus rusies bakterijos [58]. Visgi paieska naujy mikroorganizmy galin¢iy

gaminti didelius L-pieno raigsties kiekius yra biitina, kad padidinti $io chemikalo iSeigas.

Esant salygai, kad yra prieinamas gliukozés Saltinis bei limituotam deguonies kiekiui,
homofermentiné PRB, pvz. Lc. lactis, Lb. delbruecki, ir Lb. helveticus gali viena molj gliukozés
Embden-Meyerhof-Parnas keliu konvertuoti j du molius piruvato (1.6 pav.). Heterofermentacijos
metu, tam tikri mikroorganizmai cukrus metabolizuoja pentozés-fosfato keliu. Pvz., Lb. brevis yra
heterofermentiné pieno riigsties bakterija, kuri gamina pieno riigstj, anglies dioksida bei etanolj 1§

heksoziy. Lb. sunfruncisco yra kita heterofermentiné PRB kuri konvertuoja gliukoze |

gliceraldehido-fosfata, o toliau j pieno ir acto rugstj, katalizuojant acetil-fosfatg [58, 61, 62].
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1.6 pav. Metabolizmo EMP biidu schema (adaptuota pagal [62])

Ivertinus sacharidy konversijos ] pieno rigst] biidus, galime teigti, kad mikrobinés
fermentacijos paprastumas, organinio substrato zaliavos prieinamumas ir panaudojamy
mikroorganizmy jvairoveé lemia Sio proceso platesnj pritaikyma, lyginant su chemine sinteze.

Kitame skyriuje aptariami mikroorganizmai, naudojami mikrobinés fermentacijos procesy metu.
1.4 PienarugsStés bakterijos

Pienartigstés bakterijos (PRB) sgvoka buvo pripazinta 20 a. pradzioje [63]. AnksCiau naudoti
pavadinimai tokie kaip — pieng rauginancios bakterijos bei pieno riigstj gaminancios bakterijos.
1919 metais Orla-Jensen paskelbta publikacija apie PRB uZzbaigé anksciau kildavusius
sistematikos klausimus. PRB klasifikacija buvo pagrista morfologija, gliukozés fermentacijos
modeliu, augimo tam tikrose temperatiirose bei cukraus fermentavimu. Nors taksonomija buvo
patobulinta, fundamentaliis skirstymo principai, jtvirtinti Orla-Jensen, yra iSlike iki dabar. Jie bus

aptariami kitame skyriuje [55].
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1.4.1 Pienariigsciu bakterijy fiziologija ir morfologija

Pienartigstés bakterijos yra sudarytos i§ grupés bakterijy, kurios pasizymi tam tikromis
morfologinémis, metabolinémis bei fiziologinémis savybémis bei yra panaSios filogenetiskai.
Gramo reakcija bei pieno riigSties gamyba iS jvairiy fermentuojamy angliavandeniy yra
pagrindiniai kriterijai PRB taksonomijai. Bakterijy klasifikacija j atitinkamas eiles yra grindziama
ju morfologija (kokai, lazdelés), gliukozés fermentacijos metodu (homo-, heterofermentinis),
atsparumo skirtingoms temperatiiroms, gaminamos pieno riugsties konfiguracijos (L(+) ar D(-)
arba jy mis$inj), galimybémis augti didelése druskos koncentracijose bei tolerancija ragstineli,
Sarminei augimo terpei [64]. Pagrindinis bakterijy, patenkanc¢iy j $ig grupe, apibiidinimas yra
gram-teigiamos, nesporinés lazdelés ar kokai, kurios, angliavandeniy fermentacijos metu,
pagaming pieno rugstj, kaip pagrindinj produkta. Priimta, kad yra pagrindinés keturios PRB gentys
- Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ir Streptococcus. Naujausi taksonomijos pakeitimai
leido jau esant] sgraSa papildyti Siomis — Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium,
Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactococcus, Oenococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus, ir Weissella bakterijy gentimis [65].

Bakterijy fiziologija tapo labai svarbia mikroorganizmy moksliniy tyrimy dalimi, ypatingai
tuomet, kai jvertinta pienariigSciy bakterijy svarba maisto bei paSary riig§tinimo procesuose.
Zinios apie bakterijy fiziologija, pvz., metabolizma ir maistingy medziagy utilizacija, suteike
galimybg jas panaudoti labiau kontroliuojamuose procesuose. Pienariigstés bakterijos turi gana
“paprasta” metabolizmg, kurio metu gaunamas vienas ar keletas tiksliniy produkty, manoma, kad

tai yra griezty salygy laikymosi pasekmé jas auginant laboratorijose [66].
1.4.2 PienariigSciy bakterijy metabolizmas

PienartigS§tés bakterijos yra chemotrofiniai organizmai, visa energija, reikalingg
metabolizmui vykdyti gauna i§ cheminiy junginiy oksidacijos. Yra du pagrindiniai energijos
gavimo i§ cukry asimiliacijos keliai— homofermentinis ir heterofermentinis [55].

Homofermentinés bakterijos transformuoja beveik visus cukrus ] pieno rugst].
Homofermentin¢ reakcija susideda i§ dviejy etapy. Pirmuoju etapu vykdoma glikolizé arba
Embden — Meyerhof — Parnas reakcija, gliukozé yra trasformuojama j piruvo riigstj, antruoju etapu
ji redukuojama iki pieno rugsties, NADH elektrony pernaSos pagalba. Tokiu btidu pieno riigstis
yra gaunama kaip tikslinis produktas tiesiogiai 1§ gliukozés. Procesas apibiidinamas supaprastinta
lygtimi:

Gliukoz¢ — 2 Pieno rugstis + 2 ATP
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Mikroorganizmai kurie naudoja $j kelig angliavandeniy suvartojimui, yra vadinami
obligatiniais homofermentiniais organizmais. Juos sudaro Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus amylophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helveticus ir Lactobacillus
salivarius (1.4 lent.) [53, 67].

1.4 lentelé. Placiausiai naudojamos bakterijos pieno riigsties gamyboje (adaptuota pagal [53])

Mikroorganizmas Fermentacijos biidas Substratas
Bacillus sp. Homofermentinis Cukranendriy atliekos
Enterococcus faecalis Homofermentinis Cukranendriy melasa
Escherichia coli (genetiskai o .
. Homofermentinis Gliukoz¢, melasa
modifikuota)
Lactobacillus amylophilus Homofermentinis Krakmolas
L. amylovorus Homofermentinis Krakmolas
L. casei subsp. rhamnosus Heterofermentinis Gliukoz¢, melasa
L. coyneformis subsp. torquens Homofermentinis Celiuliozé
§ ] o Laktozé, siirio iSrtigos ir
L. delbrueckii subsp. bulgaricus Homofermentinis
permeatas
) o Laktoz¢, siirio iSriigos ir
L. helveticus Homofermentatinis
permeatas
Lactococcus lactis Homofermentatinis Gliukoze, ksilozé

Homofermentinio proceso metu teoriSkai turéty biiti gaunama 2 moliai pieno rtgsties i$
kiekvieno molio suvartotos gliukozés su teoretiniu 1 g produkto i§ 1 g substrato, tatiau
eksperimentiniai rezultatai gaunami mazesni (0,74-0,99 g/g), nes dalis anglies Saltinio yra
sunaudojama biomasés augimui (0,07-0,22 g/g) [53, 67].

Heterofermentinis procesas yra charakterizuojamas produkty, tokiy kaip CO2, etanolis
ir/arba acto rigstis susidarymu ir tiksliniu produktu — pieno riigsStimi. Pirmasis gliukozes
degradacijos etapas yra vadinamas pentozeés fosfato keliu ir jo metu susidaro gliceraldehido 3-
fosfatas, acetil-fosfatas ir CO». Gliceraldehidas yra transformuojamas j pieno ragstj glikolizés
keliu, o acetilfosfatas yra konvertuojamas j acto riigstj ir/arba etanolj pagal supaprastintas lygtis

[53, 67]:

Gliukozé — Pieno rugstis + CO2 + Etanolis + ATP
Gliukozé — Pieno rigstis +CO2 + Acto rugstis +2 ATP + 2 NADH

RySys tarp acto rugsties ir etanolio gamybos, kuris sumazina teoreting iSeiga iki 0,50 g/g,

priklauso nuo mikroorganizmo gebéjimo reoksiduoti NADH, sugeneruotg ankstesniuose proceso
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etapuose. Mikroorganizmai kurie naudoja 8§ metabolinj kelig vadinami obligatiniais
heterofermentiniais organizmais, pagrindiniai jy: Lactobacillus brevis, L. fermentum, L.
parabuchneri ir L. reuteri [53].

1.4.3 Pienariigsciy bakteriju genetika

Siuo metu yra zinoma daugiau nei 19 visigkai istirty streptokoky genomo seku, kurios apima
pagrindiniy Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ir Streptococcus bakterijy atmainy
genomus. 2002 metais buvo jkurta programa, kurios tikslas plataus masto PRB bakterijy genomy
sekvenavimas (Lactic Acid Bacteria Genome Sequencing Consortium). Lactobacillales Seimos
bakterijos turi mazus genomus, kuriy ilgis siekia nuo ~1,600 iki ~3,000 geny. Tokia geny variacija
jrodo, jog pienartigs¢iy bakterijy evoliucijos eiga jtakojo geny praradimg, dublikacijg bei naujy
geny atsiradimag [55].

Pienarligi¢iy bakterijy identifikacijai pasitelkiami fenotipiniai metodai. Siuo metu vis
pla¢iau naudojami genetininiai tyrimai, pvz., 16S rDNR sekvenavimo metodas. Sio metodo
pagalba galima tiksliau ir grei¢iau identifikuoti turimas individualias atmainas. Trumpy 16S rDNR
seky nustatymas naudojamas siekiant lengvai aptikti rusis, turint pienartig§¢iy bakterijy izoliatus
[68].

1.5 Fenoliniai junginiai ir oksidacinis stresas

Yra zinoma, kad po organinés Zaliavos fermentacijos yra aptinkamas didesnis fenoliniy
junginiy kiekis ir antioksidacinio aktyvumo padidé¢jimas. Fermentacijos metu, skirtingi fermentai
yra i$skiriami i$ kieto substrato ir tuo pat metu utilizuojami i$skiriant fenolinius junginius [69].

Fenolinés riigStys yra vienos labiausiai paplitusiy metabolity javy augaluose ir pasiZymi
teigiamomis antioksidacinémis savybémis [70, 71, 72]. Dauguma funkciniy komponenty, tokiy
kaip vitaminai, mineralai ir fenoliai yra lokalizuoti javy sé€lenose. D¢l Sios ypatybés sélenos yra
tinkama Zaliava fenoliniams junginiams i$skirti [73].

Epidemiologiniy tyrimy metu buvo jrodyta, kad javy produkty naudojimas, kuriuose gausu
antioksidanty, apsaugo nuo chronisky ligy, diabeto, vir§svorio ar véZio [74, 75]. Sie apsaugantys
faktoriai pasireiSkia esant svarbiems cheminiams junginiams, vieni i§ jy: polifenoliai, dietiné
lasteliena, baltymai, lipidai ir t.t. [74, 76]. Sie junginiai dalyvauja laisvy radikaly susidarymo
inhibicijoje. Antioksidantai yra skirstomi j sintetinius ir natiralius. Sintetiniai antioksidantai yra
plac¢iai naudojami, nes jie yra pigesni uz natairalts. Taciau daug démesio skiriama ir nattraliems
antioksidantams dél jy savybés stabdyti lipidy peroksidacijg ir taip apsaugoti Zmogaus organizma
nuo laisvy radikaly poveikio [74, 77-82].
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1 Tyrimo objektai
2.1.1 Fermentiniai preparatai

Celustar XL bei Viscoferm yra stabilios formos hemiceliuliozés/celiuliozés skaldyme
dalyvaujanc¢iy fermenty, kurie yra aktyvis placiose pH (3,5-7,5) ir temperatiiros 35°C—60° C
ribose, misinys. Fermenty preparato tankis yra 1,15—1,25. Pagrindiniai fermentai esantys miSinyje
yra: ksilanazés, celiulazés ir beta-gliukanazés, tac¢iau gamintojo teigimu yra papildomy, tokiy kaip:
pektinazés, amilazés, proteazes ir kt.

AlphaStar PLUS stabilios formos krakmolg skaldan¢iy fermenty — amilaziy misinys, kuris
yra aktyvus plagiose pH (5,8-7,5) ir temperatiiros 30—45°C ribose. Sis fermentinis preparatas
naudotas katalizuoti krakmolo, esancio séleny biomas¢je, hidrolize, tam, kad padidinti

fermentuojamy sacharidy kiekj.
2.1.2 Organiné Zaliava

Tyrimo objektas — atrinkta sausa kvie¢iy Siaudy ir séleny zaliava, kuri buvo susmulkinta iki

0,5-1,0 mm daleliy dydzio ir saugota tamsioje, vésioje vietoje.
2.1.3 Pienarugstés bakterijos

Tyrimams atlikti, buvo pasirinkta 19 pienartigs¢iy bakterijy, kuriy optimalios augimo
temperattros 25 °C — Lactobacillus sanfranciscensis MR29, Lactobacillus rossiae GL14, H10,
H2, Lactobacillus crustorum W19, Lactobacillus sanfranciscensis MW15; 30 °C — Lactobacillus
casei DSM 20011, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DSM 20244, Lactobacillus
rhamnosus ATCC-53103, Pediococcus acidilactici KTUOQ5-7, Pediococcus pentosaceus KTUO5-
10, Lactobacillus sakei KTUOQ5-6, Pediococcus pentosaceus KTUO05-8, Pediococcus pentosaceus
KTUO05-9; 37 °C — Lactobacillus helveticus DSM 20075, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus MI, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081, Lactobacillus
acidophillus DSM 20079, Lactobacillus acidophillus ATCC-53103. PRB saugomos kultiiry
kolekcijoje, Kauno Technologijos Universitete, Maisto mokslo ir technologijos katedroje, — -80
°C temperatiiroje (Saldiklis, Angelantoni Life Science, Platilab 110, Italija).

Be to, sudaryti ir tyrimuose naudoti atrankiyjy pienartigsciy bakterijy miSiniai. MiSinj I
sudaré — L. sanfranciscensis MW15, L. crustorum W19 bei L. sanfranciscensis MR29; misinj Il —
L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081, L. delbrueckii subsp. bulgaricus MI; misinj 11 — L.

crustorum W19 bei L. sanfranciscensis MR29 padermés.
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2.2 Tyrimo metodai
2.2.1 Celiulaziy aktyvumo nustatymas

Metodo esmé. Fermento aktyvumui nustatyti naudotas metodas panaudojant DNS (3,5-
dinitrosalicilo rtgsties) reagentg. Veikiant celiulazei, celiuliozé yra degraduojama iki B-gliukozés
ar trumpesniy polisacharidy ir oligosacharidy, kurie esant 3,5-dinitrosalicilo riigs¢iai, Sarminéje
aplinkoje sudaro spalvotus junginius [83, 84]. Fermento aktyvumo vienetas isreikstas fermento
kiekiu, reikalingu iSskirti 1 pmol gliukozés ekvivalento i§ celiuliozes filtro popieriaus per 1 min
50 °C temperatiiroje esant pH 4,8 vertei.

Naudotos medziagos.
Citrinos riigstis (Reachem, Slovakija);
3,5-dinitrosalicilo ragstis (Aldrich, Indija);
Gliukozeés tirpalas 1 mg/ml (Eurochemicals, Slovakija);

Substratas. Filtro popierius ,,Watman* sukarpytas j 1,0 x 6,0 cm? juosteles;

o &~ WD P

Viscoferm ir Celustar XL fermentiniai preparatai (Dyadic International, JAV).

Tyrimo eiga. Reakcijos miinys, sudarytas i§ celiuliozés filtro popieriaus (1x6 cm?, ~50 mg)
ir 0,9 ml citratinio buferio (0,05 M, pH 4,8), inkubuotas 5 min 50 °C temperatiroje. Reakcijos
misinys papildytas 0,1 ml tiriamu fermentiniu preparatu ir i$laikytas 1 val. 50 °C temperatiiroje.
Reakcijos miSinyje nustatytas redukuojanéiy sacharidy kiekis, tam ekvivalentiski tirpalo ir DNS
reagento kiekiai (po 0,5 ml) sumai$yti ir kaitinti 5 minutes 100 °C temperattros vandens voneléje
(Memmert WNB7, Vokietija). Po kaitinimo mégintuvéliai atvésinti iki kambario temperatiiros.
Meégintuveliy turinys praskiestas distiliuotu vandeniu santykiu 1:10. IS karto spektrofotometru
(Genesys 10, Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold, Vokietija) iSmatuojama 540 nm
bangos ilgio Sviesos spindulio sugertis tiriamaisiais tirpalais. Fermenty aktyvumui apskaiciuoti
sudaryta sugertiems tiriamais tirpalais ver¢iy priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos tirpale.
Standartinei tiesei sudaryti buvo paruosti gliukozés tirpalai, kuriuose buvo atitinkamai 0,28; 0,56;
1,11;1,67; 2,22; 2,78; 5,55 pmol/ml gliukozés ir iSmatuota 540 nm bangos ilgio Sviesos spindulio
sugertis $iais tirpalais.. Fermenty aktyvumas mililitre fermento tirpalo apskaiciuotas panaudojant
formule (1):

AV/ml — GE x PF
trxV

1)

kur: GE — gliukozés ekvivalentas standartinéje tieséje; PF — praskiedimo faktorius; {, —

reakcijos trukmé (min); Vi — fermento kiekis (ml).
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2.2.2 Ksilanaziy aktyvumo nustatymas

Metodo esmé. Fermento aktyvumui nustatyti naudojamas metodas panaudojant DNS (3,5-
dinitrosalicilo rugsties) reagentg. Veikiant ksilanazei vyksta ksilano hidrolizé, susidaro ksiloze,
kuri esant 3,5-dinitrosalicilo riig§¢iai [83, 84], Sarmingje aplinkoje sudaro spalvotus junginius.
Vienas fermento aktyvumo vienetas yra tam tikras fermento kiekis, reikalingas i$skirti 1 pmol
ksilozés ekvivalento i§ berzo ksilano (pH 4,5; 40 °C) per 1 min.

Naudotos medziagos.
Natrio acetatas (Eurochemicals, Slovakija);
D-ksilozé (Merck, Vokietija);
3,5-dinitrosalicilo riigstis (Aldrich, Indija);

S e

Substratas. Berzo ksilano (Roth, Vokietija) tirpalas (1 mg/ml) ruostas natrio acetato
buferyje (0,1 M, pH 4,5). Eksperimento metu laikytas 4 °C temperatiiroje;
5. Viscoferm ir Celustar XL fermentiniai preparatai (Dyadic International, JAV).

Tyrimo eiga. Reakcijos miSinys (1 ml), sudarytas i§ tiriamo fermentinio preparato (100 ul),
ksilano tirpalo (50 ul) ir acetatinio buferio (850 ul, 0,1 M, pH 4,5), inkubuotas 1 val. 40 °C
temperatiiroje. Reakcijos miSinyje nustatytas redukuojanciy sacharidy kiekis. Tam ekvivalentiski
tirpalo ir DNS reagento kiekiai (po 0,5 ml) sumaisyti, o miSinys kaitintas 5 minutes 100 °C
temperatiiros vandens vonelé¢je (Memmert WNB7, Vokietija), po to atvésintas iki kambario
temperatiiros ir praskiestas distiliuotu vandeniu santykiu 1:10. Spektrofotometru (Genesys 10,
Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold, Vokietija) iSmatuota 540 nm bangos ilgio $viesos
spindulio sugertis tiriamaisiais tirpalais. Fermenty aktyvumui apskaiciuoti sudaryta absorbcijos
ver¢iy priklausomybé nuo ksilozés koncentracijos tirpale. Standartinei tiesei sudaryti buvo
paruosti ksilozés tirpalai, kuriuose buvo atitinkamai 0,33; 0,67; 1,33; 2,00; 2,66; 3,33; 6,66
pMmol/ml ksilozes ir iSmatuota 540 nm bangos ilgio spindulio sugertis §iais tirpalais. Fermenty
aktyvumas apskaiCiuotas analogiSkai celiulaziniam aktyvumui, panaudojant formulg (1), bei

jvertinant ksilozés ekvivalentg standartinéje tieséje.
2.2.3 Beta-gliukanaziy aktyvumo nustatymas

Metodo esmé. Fermenty aktyvumui nustatyti pritaikytas metodas panaudojant DNS (3,5-
dinitrosalicilo riigsties) reagenta. Vienas beta-gliukanaziy fermento aktyvumo vienetas yra tam
tikras fermento kiekis, reikalingas i$skirti 1 pmol gliukozés ekvivalento i$ beta-gliukano per 1
min. esant pH vertei 4,5 ir 40 °C temperatarai.

Naudotos medziagos.

1. Natrio acetatas (Eurochemicals, Slovakija);

2. 3,5-dinitrosalicilo riigstis (Aldrich, Indija);
28



3. Gliukozés tirpalas 1 mg/ml (Eurochemicals, Slovakija);
4. 0,1% beta-gliukano (Megazyme, Airija) tirpalas;
5. Viscoferm ir Celustar XL fermentiniai preparatai (Dyadic International, JAV).

Tyrimo eiga. Reakcijos misinys (1 ml), sudarytas i$ fermenty tirpalo (100 ul), beta gliukano
tirpalo (50 wl) ir acetatinio buferio (850 ul, 0,1 M, pH 4,5), inkubuotas 1 val. 50 °C temperatiiroje.
Reakcijos miSinyje nustatytas redukuojanciy sacharidy kiekis. Tam ekvivalentiski tirpalo ir DNS
reagento kiekiai (po 0,5 ml) sumaisyti. MiSinys Kaitintas 5 minutes 100 °C temperatiiros vandens
voneléje (Memmert WNB7, Vokietija), po to atvésintas iki kambario temperatiiros ir praskiestas
distiliuotu vandeniu santykiu 1:10. Spektrofotometu Genesys 10 (Thermo Electron LED GmbH,
Langenselbold, Germany) iSmatuota 540 nm bangos ilgio Sviesos spindulio sugertis tiriamais
tirpalais. Fermenty aktyvumui apskai¢iuoti sudaryta sugerties veréiy priklausomybé nuo gliukozés
koncentracijos tirpale. Standartinei tiesei sudaryti buvo paruosti gliukozeés tirpalai, kuriuose buvo
atitinkamai 0,33; 0,67; 1,33; 2,00; 2,66; 3,33; 6,66 pmol/ml gliukozés ir spektrofotometru
iSmatuota 540 nm bangos ilgio Sviesos sugertis Siais tirpalais. Fermenty aktyvumas apskai¢iuotas

analogiskai celiulaziniam aktyvumui, panaudojant formulg (1).
2.2.4 Temperatiiros jtakos fermentinei hidrolizei nustatymas

Metodo esmé. Nustatyti temperatiiros jtakg fermentinio preparato Celustar XL celiulaziy,
ksilanaziy ir beta-gliukanaziy veikimui prie skirtingy temperatiiry, jvertinant susidariusiy
redukuojanciy sacharidy kiekius, panaudojant DNS (3,5-dinitrosalicilo rugsties) reagents.

Tyrimo eiga. Bandymas vykdytas remiantis celiulaziy, ksilanaziy ir beta-gliukanaziy tyrimy
metodika, jvertinant skirtingy temperatiry — 35°C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C ir 60 °C, jtaka
fermenty aktyvumams. Fermenty aktyvumas apskaiciuotas pasinaudojant formule (1), jvertinant

iSmatuotus gliukozes ir ksilozés ekvivalento kiekius 1§ atitinkamy standartiniy tiesiy.
2.2.5 Fermentinés hidrolizés optimalios trukmés nustatymas

Metodo esmé. Nustatyti fermentinio preparato fermenty gebéjimg hidrolizuoti Siaudy
biomas¢ priklausomai nuo hidrolizés trukmés jvertinant susidariusiy redukuojanciy sacharidy
kiekius, panaudojant DNS (3,5-dinitrosalicilo rtigsties) reagenta.

Naudotos medZiagos.

1. Celustar XL fermentinis preparatas (Dyadic International, JAV);
2. Smulkinti kvie¢iy Siaudai 0,5-1,0 mm.

Tyrimo eiga. Susmulkinti kvie¢iy Siaudai uzpilti distiliuvotu vandeniu %/% =5 (m -

zaliavos masé, V — vandens tiris) ir autoklavuoti 121°C temperatiiroje 30 min., termiskai apdorota

zaliava atvésinta iki kambario temperatiiros, ] misinj supiltas nustatytas Celustar XL fermentinio
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preparato kiekis, pagal gamintojo rekomendacijas (250 g/t apdorotos Zaliavos) ir inkubuota 3 val.
vandens vonel¢je 55 °C temperatiiroje. Pragjus 1, 2 ir 3 val. reakcijos miSinyje nustatyti
redukuojanciy sacharidy kiekiai. Ekvivalentiski bandinio tirpalo (0,5 ml) ir DNS reagento kiekiai
(0,5 ml) sumaiSyti, miSinys kaitintas 5 minutes 100 °C temperatiros vandens vonioje, po to
atvésintas iki kambario temperatiiros ir praskiestas distiliuvotu vandeniu santykiu 1:10.
Spektrofotometru Genesys 10 (Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold, Germany)
iSmatuota 540 nm bangos ilgio spindulio sugertis tiriamais tirpalais. Redukuojanc¢iy sacharidy

kiekis iSreiks$tas gliukozés ekvivalentu pmol/ml.
2.2.6 Drusky koncentracijos jtakos fermentinei hidrolizei nustatymas

Metodo esmé. [vertinti Siaudy hidrolize su fermentiniu preparatu Celustar XL, atitinkamai
pridéjus skirtingy drusky koncentracijas reakcijos misinj: 50 mg/L, 75 mg/L, 100 mg/L, 125 mg/L,
150 mg/L, 175 mg/L. Nustatyti jvairiy drusky koncentracijos (50, 75, 100, 125, 150 ir 175 mg/L)
jtaka Siaudy hidrolizés efektyvumui naudojant Celustar XL fermentinj preparata.

Naudotos medziagos.
Distiliuotas vanduo;
NaCl (Eurochemicals, Slovakija);
CaCl, (Eurochemicals, Slovakija);
MgSQ4-7H20 (Chempur, Lenkija);
Celustar XL fermentinis preparatas (Dyadic International, JAV).

o B~ D

Tyrimo eiga. Bandinio pradzioje susmulkinti §iaudai sumaisyti su distiliuotu vandeniu buvo
autoklavuoti 30 min. 121°C temperatiiroje. Paruosti skirtingy koncentracijy drusky tirpalai ir
supilti j reakcijos miSinius, atitinkamai: 50 mg/L, 75 mg/L, 100 mg/L, 125 mg/L, 150 mg/L, 175
mg/L. Bandiniai su fermentiniu preparatu inkubuoti 55 °C temperatiroje. Reakcijos miSinyje
nustatyti susidare redukuojanciy sacharidy kiekiai po 1 ir 2 val., ekvivalenti§ki bandinio tirpalo
(0,5 ml) ir DNS reagento kiekiai (0,5 ml) sumai$yti, 0 gautas misinys kaitintas 5 minutes 100°C
temperatiiros vandens vonioje. Po to, atvésintas iki kambario temperatiiros ir praskiestas distiliuotu
vandeniu santykiu 1:10. Spektrofotometru (Genesys 10, Thermo Electron LED GmbH,
Langenselbold, Vokietija) iSmatuota 540 nm bangos ilgio Sviesos spindulio sugertis tiriamaisiais
tirpalais. Standartinei tiesei sudaryti buvo paruosti gliukozés tirpalai, kuriuose buvo atitinkamai
0,33; 0,67; 1,33; 2,00; 2,66; 3,33; 6,66 pumol/ml gliukozés ir iSmatuota 540 nm bangos ilgio

spindulio sugertis Siais tirpalais.
2.2.7 Fermentiniy preparaty optimalaus kiekio sélenuy hidrolizei parinkimas

Metodo esmé. Panaudojant fermentus Celustar XL bei AlphaStar ir skirtingos

koncentracijos fermenty miSiniy tirpalus, nustatyti optimalius fermento kiekius reikalingus
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fermentinei hidrolizei jvertinant susidariusiy redukuojanciy sacharidy kiekius, panaudojant DNS
(3,5—dinitrosalicilo rugsties) reagenta.
Naudotos medziagos.

Distiliuotas vanduo;

Celustar XL ir AlphaStar Plus fermentiniai preparatai (Dyadic International, JAV);

Susmulkintos kviec¢iy sélenos 0,5-1,0 mm;

A e

3,5-dinitrosalicilo rugstis (Aldrich, Indija).
Tyrimo eiga. Susmulkintos kvie¢iy sélenos apdorotos ~90 °C distiliuotu vandeniu % /% =

5 (m — zaliavos masé, V — vandens turis) ir inkubuotos 30 min. Praskiestas AlphaStarPlus
fermentinis preparatas santykiu 1:10 ir supiltas j bandinius atitinkamais kiekiais — 1 pl, 10 pl, 100
pl, 1000 pl, 10000 pl. Méginiai inkubuoti 30 °C vandens vonel¢je 3 val. (Memmert WNB?7,
Vokietija), po hidrolizés amilazémis, 3 val. vykdyta fermentiné hidrolizé su gamintojo nustatytu
optimaliu Celustar XL fermenty misinio kiekiu — 250 g/t apdorotos zZaliavos, 55 °C temperatiiroje.
Fermentinés hidrolizés metu po 1, 2 ir 3 val. reakcijos miSinyje nustatyti redukuojanciy sacharidy
kiekiai. Ekvivalenti§ki bandinio tirpalo (0,5 ml) ir DNS reagento kiekiai (0,5 ml) sumaisyti,
misinys kaitintas 5 minutes 100 °C temperattiros vandens vonioje, po to atvésintas iki kambario
temperattiros ir praskiestas distiliuotu vandeniu santykiu 1:10. Spektrofotometru (Genesys 10,
Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold, Vokietija) iSmatuota 540 nm bangos ilgio $viesos
spindulio sugertis tiriamaisiais tirpalais. Standartinei tiesei sudaryti buvo paruosti gliukozés
tirpalai, kuriuose buvo atitinkamai 0,33; 0,67; 1,33; 2,00; 2,66; 3,33; 6,66 umol/ml gliukozés ir

1Smatuota 540 nm bangos ilgio spindulio sugertis Siais tirpalais.
2.2.8 PRB augimo hidrolizuotose lignoceliuliozinés Zaliavos terpése nustatymas

Metodo esmé. Panaudojus Celustar XL bei Viscoferm fermentinius preparatus hidrolizuota
Siaudy biomasé buvo fermentuota su skirtingomis PRB bakterijomis ir nustatyta §iy PRB galimybé
augti tokiose terpése.

Naudotos medZiagos.
Distiliuotas vanduo;
PRB suspensijos (0,1 %);
MRS sultinys (Biolife, Italija);
MRS AGAR terpé (Biolife, Italija);

Hidrolizuota zaliava (kvieciy Siaudai ir sélenos);

2 T o

Fiziologinis tirpalas (0,9 % NaCl).
Tyrimo eiga. Paruosta fermentais hidrolizuota zaliava (kvie¢iy Siaudy pagal 2.2.6, séleny
pagal 2.2.7 skyriy metodika) fermentiné hidrolizé vykdyta 2 val., séleny hidrolizei AlphaStarPlus
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fermentinio preparato Kiekis, praskiestas santykiu 1:10 buvo paimtas 100 pl, Celustas XL Kiekis
séleny ir Siaudy hidrolizei, pagal gamintojo rekomendacijas — 250 g/t apdorotos Zaliavos. Pries§
fermenting hidroliz¢ | Siaudy reakcijos misinj buvo pridéta — 50 mg/L CaClz ir 100 mg/L
MgSO4-7H20 drusky koncentracijos. Po fermentinés hidrolizés, méginiai supilstyti | karSciui
atsparias stiklines, sterilizuoti autoklave 121 °C temperatiiroje 15 min. Atvésinus iki optimalios
temperatiiros steriliomis sglygomis, atrinktos PRB laminare buvo pasétos j kvie¢iy Siaudy ir séleny
terpes ir augintos joms optimaliose augimo temperatirose (pateikta 2.1.3 skyriuje)ls
fermentuojamy misiniy paimti méginiai po 24, 48, 72 ir 120 val., ir nustatytas PRB skaicius grame
terpés. Praskiesti fiziologiniame tirpale (NaCl 0,9 %) iki atitinkamy koncentracijy nuo 10 iki 10’
ir 0,1 ml suspensijos kiekiai supilstyti ant agarizuotos MRS terpés (MRS Agar) petri lékstelése ir
inkubuota 72 val, atitinkamose temperatiirose skirtingoms PRB ( pagal skyriy 2.1.3).

Suskaiciuotos PRB kolonijos isreikstos kolonijas sudaranéiais vienetais grame (KSV/ml), pagal
2 formulg:

KSVIg= KSV esteisie - sf/a (2)
kur: KSViexsersie — 18augusiy kolonijy skaicius 1éksteléje; sf — skiedimo faktorius; a — méginio

kiekis (ml) naudotas sé¢jimams j 1ékstele.
2.2.9 Fermentuotos terpés drumstumo jvertinimas

Metodo esmé. Lygiagreciy spinduliy srautas, praéjes pro drumstg lasteliy suspensija, dél
18sklaidymo susilpninamas ir matuojamas kulttiros optinio tankio pokytis prie 600 nm bangy ilgio,
iSmatuotas OV =1, prilyginamas 1 -10° KSV/ml [90].

Naudotos medZiagos.

1. PRB fermentuota Zaliava (Siaudai);
2. Distiliuotas vanduo;
3. MRS sultinys (Biolife, Italija).

Tyrimo eiga. Apdorota Siaudy terpé (pagal skyriy 2.2.8) po fermentinés hidrolizés buvo
centrifuguota (6000 g, 5 min) ir papildomai filtruota pro filtro popieriy (Watman, Germany).
Pasalinus suspenduotas daleles, skaidrus supernatantas iSpilstytas ] mégintuvélius ir sterilizuotas
autoklave 121 °C temperatiroje 15 min. Atvésinus iki optimalios temperatiiros steriliomis
salygomis, atrinktos PRB laminare buvo pasétos j kvieCiy Siaudy terpg ir augintos joms
optimaliose augimo temperattirose (pateikta 2.1.3 skyriuje) su skirtingomis PRB. Méginiai paimti
po 72 val. Praéjusios pro bakterijy suspensijg Sviesos intensyvumas iSmatuotas spektrofotometru
(Genesys 10, Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold, Germany). Skystoje terpéje $viesos
sugerties rezultatams gauti pasirinkta 600 nm bangos ilgio Sviesa. Kontroliniam méginiui buvo

parinktos terpés be mikroorganizmy.
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2.2.10 Fermentuojamy terpiuy rigstingumo nustatymas

Metodo esmé. Nustatyti disocijuoty vandenilio jony koncentracija.
Naudotos medziagos.
1. PRB fermentuota zaliava;
Tyrimo eiga. IS fermentuotos Zzaliavos terpiy su skirtingomis PRB, paimti méginiai
atitinkamai po 24, 48, 72, 96 ir 120 val. pH rezultatai gauti iSmatavus fermentuoty terpiy
rigstingumag pH-metru (WinLab Data Line, Germany).

2.2.11 L-pieno ragsties ir D-pieno riigsties kiekiy nustatymas

Metodo esmé. Panaudojant Megazyme K-Dlate 07/14 (Megazyme Int. Ireland, Wicklow,
Ireland) reagenty rinkinj pieno rtgsties jvertinimui, kurj sudaro D-laktato dehidrogenazé bei L-
laktato dehidrogenazé, apskaiciuoti pieno rigsties optiniy izomery kiekius [85, 86, 87].

Naudotos medZiagos.

Buferinis tirpalas, pH 10 (0,6 M glicilglicinas, 0.1 M L-glutamo raigstis) (3.1);
Nikotinamido adenino dinukleotido (NAD) tirpalas (3.2);

Glutamato piruvato transaminazé (GPT) (3.3);

L-laktato dehidrogenazés (L-LDH) tirpalas (3.4);

D-laktato dehidrogenazés (D-LDH) tirpalas (3.5);

o &~ w DN

Tyrimo eiga. Po fermentacijos, atskirtos PRB lgstelés centrifuguojant (6000 g, 5 min.), o
gautas centrifugatas praskiestas su distiliuotu vandeniu santykiu 1:100 ir naudotas pieno riigsties
nustatymui. D(-) ir L(+) pieno rigsciy izomery nustatymas atliktas kartu. Tirpalai j kiuvetes
supilstyti (mililitrais) pagal 2.1 lenteléje pateiktas proporcijas.

I kiuvete pries reakcijg supiltas distiliuotas vanduo, tiriamasis méginys ir turimi tirpalai 3.1;
3.2 ir 3.3. Stikline lazdele kruopsé¢iai sumaiSytas turinys ir p0 3 min. kambario temperatiiroje
matuota 340 nm ilgio UV spinduliy sugertis tiriamais tirpalais. Gautos vertés (A1) uZraSytos.
Kontroliniam méginiui paruosti naudojami tie patys reagentai, tafiau vietoje meéginio paimtas
distiliuotas vanduo (2.1 lent.). Atlikus matavimus j ta patj tirpalg jpilta 0,02 ml tirpalo 3.5, stikline
lazdele sumaiSyta ir inkubuota 5 min. Pasibaigus reakcijai matuota 340 nm ilgio UV spinduliy

sugertis tiriamais tirpalais. Gautos vertés (Az) uzrasytos.
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2.1 lentelé. Reagentai naudoti reakcijos metu

Kontrolinis variantas Tiriamas variantas
Tiris, ml
Distiliuotas vanduo 1,60 1,50
Tiriamas méginys - 0,10
Tirpalas 3.1 0,50 0,50
Tirpalas 3.2 0,10 0,10
Tirpalas 3.3 0,02 0,02
Tirpalas 3.5 0,02 0,02
Tirpalas 3.4 0,02 0,02

Uzrasius gautas vertes, reakcijos misinys papildytas po 0,02 ml 3.4 tirpalo ir iSmaiSytas turinys.
Inkubuota 10 min ir matuota 340 nm ilgio UV spindulio sugertis tiriamais tirpalais. Gautos vertés

(A3) uzraSytos. Pieno riigsties kiekis apskai¢iuotas pagal 3 formule.

V xM 3)

C= x AAI xd

EXOXV
kur: C — pieno ragsties kiekis, g/l; V — tiriamo tirpalo tiris, ml (V=2,24 ml L-pieno riigsties
matavimuose, V=2,29 ml D-pieno riigSties matavimuose); v — tiriamo méginio kiekis reakcijoje,
ml (0,2 ml); M — molekuliné tiriamo junginio masé (M=90,08); ¢ — spindulio kelias, cm (1 cm); ¢
— NADH sugerties koeficientas prie 340 nm (g=6,3 mmollx1xcm™); AAi — gautos rezultaty
reik§més 340 nm ilgio UV spindulio sugerties tiriamais tirpalais pokytis ( A—A1 D-pieno riigsties
matavimuose, As—A> L-pieno riigsties matavimuose); d — koeficientas jvertinant tiriamo méginio

praskiedimg.
2.2.12 Antioksidacinio aktyvumo fermentuotoje terpéje ivertinimas

Metodo esmé. Junginiy, kurie pasizymi geb¢jimu suriSti laisvus radikalus, kiekio
jvertinimas po fermentacijos skirtingomis PRB, naudojantis 2,2-difenilpikrilhidrazilo (DPPH)
metodu [88].

Naudotos medzZiagos.
PRB fermentuota zaliava;
CH3COONa (Eurochemicals, Slovakija);.
2,2-difenilpikrilhidrazilas (Aldrich, VVokietija);
CH3CN (Fluka,Vokietija).

A e
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Tyrimo eiga. 100 mM natrio acetato buferio (pH=5,5) ir DPPH radikalo tirpalo (0,1 mM
koncentracijos — acetonitrile ir metanolyje, santykiu 1:1) tirpaly miSinys paruostas prie$ analize.
Vienodi kiekiai (250ml) buferio ir radikalo tirpalo buvo sumai$yti ir sugertis pakoreguota iki 0,500
optiniy vienety (515 nm), pridedant aceto buferio. 77 pl fermentuotos zaliavos suspensijos, kuri
gauta centrifuguojant (6000 g, 5 min.), sumaiSyta su 3000 ul paruostu DPPH tirpalu. Po 15
minuciy inkubacijos kambario temperatiiroje, tamsoje, spektrofotometru iSmatuota 515 nm ilgio
Sviesos spindulio sugertis tiriamais tirpalais . Kontrolinis méginys buvo paruostas sumaiSius
reagentus ir tirpalus be tiriamos medziagos. Kalibracinei tiesei sudaryti buvo panaudotas troloksas
(0,0078-0,25 mg/ml). Bendras fenoliniy junginiy kiekis iSreiks$tas trolokso ekvivalentu (GE) mg
100 g zaliavos (4).

CxV*100
= ,mg TE i§ 100g zaliavos ~ (4)

C —trolokso ekvivalentas (TE), mg/ml, nustatytas i$ kalibracinés tiesés; V — ekstrakto tiris, ml;

m — zaliavos kiekis, g.
2.2.13 Fenoliniy junginiy kiekio fermentuotoje terpéje nustatymas

Metodo esmé. Bendro fenoliniy junginiy kiekio kvieCiy Siaudy ir séleny terpéje, po
fermentacijos su skirtingomis PRB jvertinimas panaudojant modifikuotg Folin-Ciocalteu metoda
[89].

Naudotos medziagos.
PRB fermentuota zaliava;
Na.COz (Eurochemicals, Slovakija) 3,3 % tirpalas;
Galo rigstis (Sigma, Kinija);

A w0 np e

Folin-Ciocalteu reagentas (Sigma-Aldrich, Sveicarija).

Tyrimo eiga. 100 pl fermentuotos Zaliavos suspensijos, kuri centrifuguota (6000 g, 5 min.),
sumaiSyta su 3000 pl natrio karbonato tirpalu (3,3 %) ir 100 ul Folin-Ciocalteu reagentu. MiSinys
inkubuotas 30 min. kambario temperatiiroje, sugertis iSmatuota prie 760 nm bangos ilgio Sviesoje
spektrofotometru (Genesys 10, Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold, Germany).
Kalibracinei kreivei sudaryti buvo panaudota galo rugstis (0,05-1 mg/ml). Bendras fenoliniy
junginiy kiekis iSreikStas galo riigSties ekvivalentu (GE) mg 100 g zaliavos.

Suminis fenoliniy junginiy kiekis iSreiSkiamas gramui Zaliavos. Jis apskai¢iuojamas pagal 5
formule.

C+V*100 . .
X =—"—"mg GE i$ 100g zaliavos, (5)

kur: C — galo rugsties ekvivalentas (GE) mg/ml, nustatyta i$ kalibracinés tiesés; V — ekstrakto

taris, ml; m — zaliavos kiekis, g.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Fermentinés hidrolizés salygy jtaka jos efektyvumui
3.1.1 Fermentinio preparato lignoceliuliozinei Zaliavai parinkimas

Pagrindinis fermenty aktyvumo nustatymo tikslas — jvertinti fermenty miSinio geb¢jima
hidrolizuoti turimg zaliavg — Siaudus. Pasak Fenila ir Yogendra [91], Barret ir kt. [92], fermentiné
hidrolizé yra vienas labiausiai naudojamy biidy apdoroti lignoceliuliozing Zaliava. Sis procesas
svarbus norint suardyti celiulioze bei kitus angliavandenius polimerus j fermentuojamus cukrus,
misy atveju gliukoze ir ksilozg. Nustatyti fermentiniy preparaty Viscoferm ir Celustar XL
celiulazinis, ksilanazinis bei B-gliukanazinis fermentiniai aktyvumai ir pateikti 3.1 paveiksle.
Didziausias fermento celiulazés aktyvumas buvo 148,6 AV/ml Viscoferm fermentinio preparato
ir 216,0 AV/ml Celustar XL fermentinio preparato. Fermento ksilanazés aktyvumai buvo 85,3 ir
80,7 AV/ml atitinkamai Viscoferm ir Celustar XL preparaty, 0 f-gliukanazés — 41,7 ir 68,0 AV/ml
atitinkamai Viscoferm ir Celustar XL fermentiniy preparaty. Sekantiems tyrimams pasirinktas

Celustar XL fermentinis preparatas dél 1,45 karto didesnio celiulazinio aktyvumo.

s 250
@
.
§ 200 t
X E150 I _
8<>E O Viscoferm
é 100 = . @ Celustar XL
£ ]
0

Celulazinis Ksilanazinis  B-gliukanazinis
3.1 pav. Fermentiniy preparaty Celustar XL ir Viscoferm aktyvumy palyginimas (55 °C; pH 5,6)

3.1.2 Temperatiiros jtaka celiulaziy, ksilanaziy ir beta-gliukanaziy aktyvumui

Tolimesniems tyrimams pasirinkus Celustar XL fermentinj preparata buvo nustatyta
temperattiros jtaka celiulaziy, ksilanaziy ir beta-gliukanaziy aktyvumui. Fermentiniy aktyvumy

tyrimo rezultatai pateikti 3.2 paveiksle.
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3.2 pav. Temperatiiros jtaka fermentinio preparato Celustar XL fermenty aktyvumams, celiulaziy @),
ksilanaziy (@) ir beta-gliukanaziy (@) (pH 5,6; po 1 val.)
Tyrimo metu buvo nustatyta, kad celiulaziy

poveikis substratui buvo didZiausias prie 55 °C (3.2 _ 9

pav.), nes gautas didziausias fermento aktyvumas % 8 -
(208,47 AV/ml), 0 maziausias fermento aktyvumas g E 7 ]

buvo prie 35 °C (107,80 AV/ml). Ksilanaziy f__E ?é 2

didZziausias aktyvumas pasireiské¢ prie 55 °C Z ; 4 o

temperatiiros (88,23 AV/ml), o maziausias buvo E% 3

esant 35 °C (54,24 AV/ml). Didziausias B- S

gliukanazés aktyvumas gautas prie 45 °C (53,89 § 1

AV/ml), 0 maziausiai prie 35 °C (38,17 AV/ml). x 0

ISanalizavus gautus rezultatus, buvo priimta iSvada, ! Truknfé, val. 3

kad optimali temperatira vykdyti fermenting 33 pav. Siaudy fermentinés hidrolizés trukmes
hidroliz¢ yra 55 °C. Tokia temperatira bBUVO gy Celustar XL fermentiniu preparatu jtaka
pasirinkta tolimesniems tyrimams. ISanalizavus  susidariusiam gliukozés ekvivalentui (55 °C, pH
fermento veikimo ypatybes, kaip substratas buvo 5,6)

pasirinkta susmulkinta Siaudy biomasé.

Siekiant suzinoti optimalig fermentinés hidrolizés trukme, atliktas bandymas Siaudy
biomasg hidrolizuojant Celustar XL fermentiniu misiniu 3 val. Pasak Fenila ir Yogendra [91],
hidrolizés trukmé yra tiesiogiai susijusi su sacharidy susidarymu hidrolizuojamoje
lignoceliuliozingje Zaliavoje. Po 2 val. hidrolizés pastebétas zymus redukuojanciy sacharidy
padidéjimas (7,39 pmol/ml), o po 3 val. — redukuojanciy sacharidy padaugéjo, ta¢iau nezymiai
(7,83 pmol/ml). Ivertinus tai, jog po 3 val. fermentinés hidrolizés redukuojanciy sacharidy pokytis

nebuvo labai zymus, tolimesniems tyrimams pasirinkta 2 val. hidrolizés vykdymo trukmeé.

37



3.1.3 Fermentinés hidrolizés trukmés ir preparato AphaStar Plus kiekio jtaka hidrolizés

efektyvumui

Fermentinés hidrolizés trukmés ir preparato AphaStar Plus kiekio jtaka séleny biomasés
hidrolizés efektyvumui pateikta 3.4 paveiksle. Fermenty miSinio koncentracijos, atitinkamai jas
didinant, turéjo tiesioginj poveikj iSlaisvintam gliukozés ekvivalentui 1S séleny biomasés.
Panaudojant fermenty miSinius hidrolizei atlikti maziausiai redukuotyjy sacharidy po 1 val.
susidaré méginyje, kuriame buvo 0,1 pl fermenty misinio (1,32 pmol/ml), o daugiausia (8,80
pmol/ml), kai 1000 pl fermento buvo naudota. Po 2 val. fermentinés hidrolizés, pastebétas
désningumas, jog didinant fermento tirpalo kiekj susidariusiy redukuojanéiy sacharidy Kiekis
didé¢jo, taciau panaudojus 10 pl ir 100 pl fermento misinio, rezultatai buvo panasis, atitinkamai —
10,30 ir 11,98 pmol/ml redukuojanciy sacharidy. Pra¢jus 3 val., redukuojanciy sacharidy kiekis
padidéjo atitinkamai su visomis fermento koncentracijomis: maziausiai redukuojanéiy sacharidy

susidaré panaudojus 0,1 pl (7,04 pmol/ml), o daugiausiai panaudojus 1000 pl (12,13 pmol/ml).

e el
o N B~
i

#H

Redukuojantys sacharidai pagal
gliukoze pmol/ml

o N b O 0

mﬂm

0.1 1 10 100 1000
Fermento tirpalo kiekis, pl

3.4. pav. Fermentinés hidrolizés trukmés ir preparato AphaStar Plus kiekio jtaka hidrolizés efektyvumui

Fermentinio preparato AphaStar Plus nustatytas optimalus kiekis buvo 10 pl (100 g/t
apdorotos Zzaliavos), Sis preparato kiekis pasirinktas tolimesniems tyrimams. Celustar XL
fermentinio preparato Kiekis pasirinktas pagal gamintojo rekomendacijas — 250 g/t apdorotos

zaliavos. Optimali fermentinés hidrolizés trukmé — 2 val.
3.1.4 Drusky koncentracijos jtaka fermentinei hidrolizei

Fermenty aktyvumui padidinti ir efektyvesnei hidrolizei pasiekti yra pasitelkiami kofaktoriai
— metaly jonai. | Siaudy miSinj atitinkamomis koncentracijomis prie§ fermenting hidrolize buvo
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pridétos druskos, kurios turi — Mg*?, Na* ir Ca*? jonus, ir nustatyta susidariusiy redukuojanéiy
sacharidy kiekio (pagal gliukozg) reakcijos miSinyje priklausomybé nuo druskos koncentracijos
po 1 ir 2 val. fermentinés hidrolizés. Gauti rezultatai pateikti 3.5 paveiksle.

Nustatyta, kad nuo 75 iki 175 mg/L magnio druskos priedai j terpe padidino redukuojanciy
sacharidy susidarymg, nuo 8,73 iki 43,85 %, ta¢iau 50 mg/L magnio druskos priedas 8,11 %
sumazino redukuojanciy sacharidy susidarymg. Daugiausia redukuojanciy sacharidy (8,08

pmol/ml) susidaré naudojant 100 mg/L magnio druskos.

—32 val.

9 9
—12val.
- 8 M tva, T 8
g 7 *Va' g 7 1 L oA —1val.
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a Magnio druskos koncentracija, mg/L b Kalcio druskos koncentracija, mg/L
7 —2val.
6 | = =1 val.
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3 r I I I . x T
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Redukuojantys sacharidai pagal
gliukoze , pmol/ml

0 50 75 100 125 150 175
C Natrio druskos koncentracija, mg/L

3.5 pav. Drusky MgSO4-7H20 (a), CaCl: (b), NaCl (c) koncentracijy jtaka fermentinés hidrolizés
efektyvumui

Redukuojanciy sacharidy kiekis padidéjo j fermentuojama misinj pridéjus 50, 75 ir 100 mg/L
kalcio druskos atitinkamai 23,08, 16,91 ir 17,14 %. Tuo tarpu pridéjus Sios druskos 125, 150 ir
175 mg/L redukuojanc¢iy sacharidy sumazéjo atitinkamai 7,20, 16,11 ir 0,57 %. Natrio druskos
priedas turéjo neigiama poveikj, nes pastebétas staigus redukuojanciy sacharidy sumazéjimas
reakcijos terpéje (3.5 ¢ pav.). Redukuojanciy sacharidy pagal gliukoz¢ sumazéjimas buvo

39



vidutiniskai 21,43 % pridéjus natrio druskos priedg ribose 50— 75 mg/L. Pasak Peijin ir kt. [93],
pries kvietrugiy hidrolize i reakcijos misinj pridéti magnio ir kalcio jonai turéjo teigiamos jtakos
redukuojanciy sacharidy susidarymui, esant 160 mg/L magnio druskos koncentracijai gliukozés
kiekis padidéjo 30,16 %, o pridéjus 160 mg/L kalcio druskos gliukozés kiekis padidéjo 69,31 %.

Ivertinus gautus duomenis nustatyta, kad magnio ir kalcio druskos turéjo teigiama poveikj
fermentinei hidrolizei, naudojant atitinkamai 100 ir 50 mg/L ir vykdant fermenting hidrolizg 2 val.,
todél sekanciy tyrimy metu Sie drusky kiekiai buvo naudojami fermentinés hidrolizés efektyvumui
padidinti.

3.2 PRB augimas hidrolizuotoje Siaudy terpéje

3.2.1 Pediococcus pentosaceus KTUOQ5-9 augimas skirtingais fermentais apdorotose Siaudy

terpése

Siekiant jvertinti PRB galimybe augti Siaudy terpéje buvo pasiriknta PRB padermé —
Pediococcus pentosaceous. Pirminiai mokslo grupés tyrimy rezultatai parodé, kad $i PRB gamina
didelius kiekius pieno riigsties krakmolingoje terpéje (rezultatai nepublikuoti). Atlikus Siaudy
fermenting hidrolize j terpe buvo paséta PRB kulttira — P. pentosaceus KTUO05-9. Hidroliz¢é atlikta
panaudojus Celustar XL bei Viscoferm fermenty miSinius. Bakterijos augintos 48 val. Nustatytas
PRB skaicius po 24 ir 48 val. auginimo pateiktas 3.6 paveiksle. Didziausias PRB skai€ius buvo
po 48 val fermentacijos (atitinkamai 9,42 ir 9,57 log KSV/ml). Didesnis PRB skai¢ius nustatytas
Siaudy terpéje, kai fermentinei hidrolizei buvo naudotas Celustra XL fermentinis preparas, tai gali
biiti siejama su didesniu redukuojanciy sacharidy susidarymu dél Sio preparato aktyvesniy

celiulaziy (3.1 pav.).
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PRB skai¢ius, log
KSV/ml
(o]

oo
(6]

L O
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Auginimo trukmé, val.

3.6 pav. P. pentosaceus KTUO05-9 augimas Siaudy terpéje po fermentinés hidrolizés su Celustar

XL (@) ir Viscoferm (J) fermenty miSiniais
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3.2.2 Kity pienariigs¢iuy bakteriju augimas skirtingais fermentais apdorotose Siaudy terpése

Siekiant jvertinti skirtingy PRB augima, matuotas Siaudy terpés drumstumas (optiniais
vienetais) ir pH verCiy pokyciai bakterijy auginimo metu (3.7 pav.). Buvo uzfiksuoti
mikroorganizmy augimo etapai: lag, logaritminé bei stacionarioji fazés. Pienartig§¢iy bakterijy
fermentuotoje Siaudy terpéje nezymus (lag fazé) augimas uzfiksuotas jau po 24 val. iSmatavus
drumstumo pokytj tarp terpés be bakterijy ir su jomis, didziausias prieaugis apskaiciuotas
bakterijoms P. pentosaceus KTU05-10 — 0,126 OV (12,6-108 KSV/ml), bei L. sanfranciscensis
MR24 — 0,101 OV (10,1108 KSV/ml), maziausias — P. pentosaceus KTU05-7 — 0,033 OV
(3,3-10" KSV/ml). Po 48 val. fermentacijos didZiausias prieaugis apskai¢iuotas bakterijos L.
sanfrancisciscensis MR24 — 1,345 OV (1,35-10° KSV/ml) ir P. pentosaceus KTU05-9 — 1,326
OV (1,33-10° KSV/ml).

Ivertinus gautus rezultatus, galime teigti, kad PRB pradéjo sparCiai daugintis ir yra
logaritminio augimo fazéje. Po 72 val., daugumos PRB augimas sulétéjo, nes vyko peréjimas i$
logaritminio augimo ] stacionarigja faze¢, nes uzfiksuotas nezymus drumstumo padidéjimas — L.
sanfranciscensis MR24 — 1,431 OV (1,43-10° KSV/ml) ir P. pentosaceus KTU05-9 — 1,599 OV
(1,60-10° KSV/ml).

Po 72 val. maziausias pH uzfiksuotas fermentuotoje Sieno terpéje su L. sanfrancisciscensis
MR24 — 4,78 (3.7 pav.). Pagal Homayouni ir kt. [94], skirtingose sacharozés koncentracijos
tirpaluose po 24 val. augimo, iSmatuoti skirtingy padermiy terpiy drumstumas L. acidophilus nuo
0,561 OV iki 0,687 OV, L. casei nuo 1,339 OV iki 1,614 OV.

N
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Fermentacijos trukme, val.
Fermentacijos laikas, val.

3.7 pav. Fermentuotos $iaudy terpés drumstumo (kairéje) ir pH ver¢iy (desinéje) priklausomybé nuo PRB
auginimo trukmés: P. pentosaceus KTUO05-10 (—), L. sanfrancisciscensis MR24 (=), P. pentosaceus

KTUO05-9 (—*), P. acidilactici KTUO5 -7(-=*) bei P. pentosaceus KTU05-8 (——)

Ivertinus augimo galimybes ir suZzinojus, jog hidrolizuoti Siaudai yra tinkama terpé

bakterijoms augti, sekancio tyrimy etapo metu buvo atliktas tyrimas, kurio metu buvo jtraukta
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daugiau PRB padermiy (i§ KTU kolekcijos) augimo Siaudy terpéje tyrimams. Jvairiy PRB augimo
galimybeés Siaudy terpéje pateiktos 3.8 paveiksle.

Lactobacillus acidophillus ATCC-53103
Lactobacillus acidophillus DSM 20079

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Ml
Lactobacillus helveticus DSM 20075

Lactobacillus sakei KTU05-6

Lactobacillus rhamnosus ATCC-53103

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DSM 20244
Lactobacillus casei DSM 20011

Lactobacillus sanfranciscensis MW15

Lactobacillus crustorum W19

H2Lactobacillus rossiae M2

Lactobacillus frumenti H10

Lactobacillus rossiae L14

Lactobacillus sanfranciscensis MR29

0.0 0.5 1.0 15 2.0
Drumstumas, OV

3.8 pav. Fermentuotos $iaudy terpés su jvairiomis PRB drumstumas po 72 val.

Po 72 val. fermentacijos su atrinktomis PRB, didziausias drumstumo padidéjimas, iSmatavus
drumstumo pokytj tarp terpés be bakterijy ir su jomis (3.8 pav.), pastebétas Siaudy terpéje
fermentuotoje su L. acidophillus DSM 20079 (1,917 OV) ir L. crustorum W19 (1,694 OV),
maziausias drumstumas iSmatuotas — L. frumenti H10, L. rossiae M2 ir L. rossiae L14 (atitinkamai
0,544, 0,727 ir 0,707 QV).

[$analizavus rezultatus, prieita i§vados, jog kai kuriy Lactobacillus genties PRB padermiy
Siaudy terpéje augimas buvo nepastovus ir skirtingoms L. rossiae bei L. frumenti rasies

bakterijoms Siaudy terpé yra nepalanki daugintis.
3.3 Pieno rugsties susidarymas po PRB fermentacijos Siaudy terpéje

ISmatuoti D(-) ir L(+) pieno rugsties izomery ir bendras jos kiekis, rezultatai pateikiami 3.1
lenteléje.

Didziausia koncentracija D-pieno rugsties fermentuotoje Siaudy terpéje nustatyta su PRB P.
acidilactici KTUO5-7 buvo 1,12 g/L terpés (22,4 g/kg zaliavos) ir su P. pentosaceus KTUO05-9 —
0,76 g/L (15 g/kg zaliavos), maziausia koncentracija pieno riigSties gauta Siaudy terpéje
fermentuojant su L. rossiae GL14 — 0,03 g/L (6 g/kg Zaliavos), o PRB, kurios visiskai nepagamino
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Sio izomero pieno ragsties buvo L. sanfranciscensis MR29, L. crustorum W19, L. sakei KTUO5-
6, L. acidophillus ATCC-53103 bei L.acidophillus DSM 20079.

3.1 lentelé. Pagaminti D(-) ir L(+) izomery ir bendro pieno riigsties kiekiai fermentuotoje Siaudy ir MRS

terpése po 72 val.
D-pieno ragsties L-pieno riigsties Bendras pieno
. kiekis, g/L kiekis, g/L riigsties kiekis, g/L
PRB pavadinimas MRS  Siaudy MRS  Siaudy MRS  Siaudy
terpé terpé terpé terpé terpé terpé
Lactobacillus sanfranciscensis 304 0 8,01 3,01 11,05 3,01
MR29 '
Lactobacillus rossiae GL14 3,84 0,03 6,39 0,93 10,23 0,96
Lactobacillus frumenti H10 1,69 0,45 16,25 1,45 17,94 1,90
Lactobacillus rossiae M2 4,00 0,41 7,24 113 11,24 1,54
Lactobacillus crustorum w19 3,90 0 12,12 2,94 16,02 2,94
Lactobacillus sanfranciscensis 3 33 0,19 10,05 4,91 13,38 5,10
MW15
Lactobacillus casei DSM 1,79 0,41 15,48 0,09 17,27 0,50
20011
Lactobacillus paracasei 1,12 0,19 14,44 1,08 15,56 1,27
subsp. paracasei DSM 20244
Lactobacillus rhamnosus 1,08 0,57 13,80 0 14,88 0,57
ATCC-53103
Pediococcus acidilactici 7,65 1,12 6,69 0 14,34 1,12
KTUO05-7
Pediococcus pentosaceus 8,13 0,25 8,24 0,81 16,37 1,06
KTUO05-10
Lactobacillus sakei KTU05-6 233 0 13,25 0,67 15,58 0,67
Pediococcus pentosaceus 0,73 0,76 9,21 0,04 9,94 0,80
KTUO05-8
Pediococcus pentosaceus 7,59 0,77 8,46 0,93 16,05 1,70
KTUO05-9
Lactobacillus helveticus DSM 6,63 0,19 13,09 1,84 19,72 2,03
20075
Lactobacillus delbrueckii 6,29 0,16 12,24 4,58 18,53 4,74
subsp. bulgaricus Ml
Lactobacillus delbrueckii 10,70 0,32 0,67 5,97 11,37 6,29
subsp. bulgaricus DSM 20081
Lactobacillus acidophillus 5,54 0 8,66 1,48 14,20 1,48
DSM 20079
Lactobacillus acidophillus 7,24 0 11,79 0,87 19,03 0,87
ATCC-53103

L-pieno riigSties didziausia koncentracija nustatyta Siaudy terpéje po fermentacijos su L.
delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081 buvo 5,97 g/L (119,4 g/kg zaliavos), L.
sanfranciscensis MW15 — 4,91 g/L (98,2 g/kg zaliavos) bei L. delbrueckii subsp. bulgaricus Ml —
4,58 g/L (91,6 g/kg zaliavos). Sio izomero pieno riigities visiskai neaptikta panaudojant — L.
rhamnosus ATCC-53103 bei P. acidilactici KTU05-7 bakterijas. Pasak Wang ir kt., [95],
naudojant Lactobacillus casei risies bakterijas ir jomis fermentuojant sojy Siaudus 42 val.,

didziausias pieno riigsties Kiekis terpéje sieké — 28 g/L, o pagal Walczak E. ir Walczak P., [103]
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panaudojant naujai israstas skirtingas Enterococcus faecium bakterijy atmainas, po 72 val. terpés
fermentacijos, kurioje naudotas substratas ksilozé (gaunama i$ lignoceliuliozinés zaliavos), pieno
ragsties kiekis terpéje gali siekti 16,8-29,1 g/L (93,8-100 % L(+) izomero).

ISmatuotos MRS ir fermentuotos $iaudy terpés pH reik§més su 15 skirtingy PRB kultiiry po

72 val. auginimo pateiktos 3.9 paveiksle.

Lactobacillus acidophillus ATCC-53103

Lactobacillus acidophillus DSM 20079

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Ml
Lactobacillus helveticus DSM 20075

Lactobacillus sakei KTU05-6

Lactobacillus rhamnosus ATCC-53103

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DSM 20244
Lactobacillus casei DSM 20011

Lactobacillus sanfranciscensis MW15

Lactobacillus crustorum W19
Lactobacillus rossiae M2

Lactobacillus frumenti H10
Lactobacillus rossiae L14

I

Lactobacillus sanfranciscensis MR29

3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

mSiaudai OMRS terpé O Prie§ fermentacija pH verte

3.9 pav. Fermentuoty su skirtingomis PRB $iaudy (@), MRS (©) ir pries fermentacijg (C0) terpiy pH vertés
po 72 val.

Zemiausios pH vertés MRS terpéje buvo L. paracasei subsp. paracasei DSM 20244 (3,74)
bei L. rhamnosus ATCC-53103 (3,76), 0 maziausios pH vertés Siaudy terpéje iSmatuotos su L.
delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081 (4,71) ir L. casei DSM 20011 (4,72). Palyginus
rezultatus, matyti, jog L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081 ir L. delbrueckii subsp.
bulgaricus M1 $iaudy terpéje iSmatuotos pH buvo vienos Zemiausiy ir i§ 3.1 lentelés matyti, kad
jos pagamino daugiausiai L-pieno rugsties, tai galime prieiti i§vados, jog pieno rigsties
susidarymas turi jtakos fermentuotos Siaudy terpés pH vertei. Tai patvirtina ir Mussatto ir kt. [96],
pagal kurj priklausomai nuo gliukozés ir pieno rugsties hidrolizuotoje grady terpéje pH po
fermentacijos su PRB L. delbrueckii pakito vidutiniskai nuo 6 iki 4,2 pH vertés.
3.4 Fermentacijos trukmés jtaka PRB lasteliy augimui, terpés pH, substrato poky¢iams bei

pieno rugsties susidarymui Siaudy ir séleny terpése

Ankstesniy tyrimy metu buvo nustatyta, jog daugiausiai L-pieno ragsties izomero buvo
gauta panaudojus 5 PRB — L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081, L. sanfranciscensis
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MW15, L. delbrueckii subsp. bulgaricus MI, L. crustorum W19 bei L. sanfranciscensis MR29,
todél tolimesni tyrimai atlikti su Siomis bakterijomis. Sio etapo metu nustatyta atrinkty PRB
augimas ir pieno rugsties, bei jos izomery susidarymas Siaudy ir séleny terpése 120 val.

fermentacijos laikotarpyje, o taip pat terpés pH pokyciai fermentacijos metu.
3.4.1 Fermentacijos trukmés jtaka PRB Igsteliy augimui Siaudy ir séleny terpése

Naudotos zaliavos — Siaudai ir seélenos, buvo termiSkai apdorotos ir hidrolizuotos
panaudojant fermentinius preparatus. | bandinius pasétos pienariigs§tés bakterijos ir augintos 72
val., nustatytas jy skaicius terpése (3.10 pav.). Po 72 val. nustatytas PRB skaiciaus padidéjimas
visose terpése, 0 po 120 val. PRB kolonijy sumazéjo, iSskyrus L. delbrueckii subsp. bulgaricus
MI, kurios kiekis po 120 val. padidé¢jo. Didziausias PRB skaicius po 120 val. fermentacijos
uzfiksuotas su L. sanfranciscensis MW15 — 9,34 log KSV/ml, o séleny terpéje su L. delbrueckii
subsp. bulgaricus DSM 20081 — 9,49 log KSV/ml.
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3.10 pav. Siaudy (kairéje) ir séleny (desinéje) terpése skirtingy PRB: LS1 (L. sanfranciscensis
MW15), LC (L. crustorum W19), LS2 (L. sanfranciscensis MR29), LD1 (L. delbrueckii subsp.
bulgaricus MI), LD2 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081) augimas fermentacijos metu po 24 (
0), 72@) ir 120 @) val.

3.4.2 Fermentacijos trukmés jtaka terpés pH pokyciams pieno riigsties gamybos metu
Siaudy ir séleny terpése
Auginant pienartigStes bakterijas, kas 24 val., iSmatuotos terpés pH vertés, 0 gauti rezultatai
pateikti 3.11 paveiksle.
Pries pienartigsciy bakterijy uzséjima, hidrolizuotos Siaudy terpés pH verté buvo 5,45, sé¢leny

— 6,2. Palyginus gautus rezultatus, pastebétas pH veréiy mazéjimas. Po 120 val. Siaudy ir séleny
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terpiy pH vertés su L. sanfranciscensis MW15 buvo atitinkamai — 4,56 ir 4,98, su L. crustorum
W19 buvo atitinkamai 4,68 ir 5,16, su L. sanfranciscensis MR29 buvo atitinkami 4,70 ir 5,14, su
L. delbrueckii subsp. bulgaricus MI buvo atitinkamai 4,63 ir 4,96, o su L. delbrueckii subsp.
bulgaricus DSM 20081 buvo atitinkami 4,41 ir 4,80.
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3.11 pav. Siaudy (kairéje) ir séleny (desingje) terpés pH veréiy priklausomybé nuo fermentacijos trukmés
ir PRB: L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081 (—), L. sanfranciscensis MW15 (—), L.

delbrueckii subsp. bulgaricus MI (—), L. crustorum W19 (-=*) bei L. sanfranciscensis MR29 (=)

3.4.3 Fermentacijos trukmés jtaka pieno riigsties susidarymui Siaudy ir séleny terpése

[Smatuoti pieno rugsties ir jos izomery Kiekiai Siaudy ir séleny méginiuose po 24, 48 ir 72,
96 ir 120 val pateikti 3.2 ir 3.3 lentelése. Didziausias kiekis D-pieno riigsties fermentuotoje Siaudy
terpéje po 120 val. buvo su L. sanfranciscensis MW15 (0,45 g/L), 0 maziausias buvo su L.
delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081 (0,25 g/L). Fermentuotoje séleny terpéje daugiausiai
D-pieno rugsties pagamino L. sanfranciscensis MW15 (1,19 g/L), 0 maziausiai pieno rugsties
nustatyta su L. delbrueckii subsp. bulgaricus Ml (0,10 g/L) po 72 valandy fermentacijos. L.
crustorum W19 ir L. sanfranciscensis MR29 negamino $io pieno ragsties izomero Siaudy terpéje.

Didziausias kiekis L-pieno rtigsties fermentuotoje Siaudy terpéje po 120 val. nustatytas su L.
delbrueckii subsp. bulgaricus Ml buvo 4,72 g/L (94,4 g/kg zaliav0s), 0 maziausias su séleny
terpéje su L. sanfranciscensis MR29 — 3,21 g/L (64,2 g/kg zaliavos). Séleny fermentuotoje terpéje
didziausias kiekis L-pieno riigSties po 120 val. nustatytas su L. sanfranciscensis MW15, o
maziausias su L. sanfranciscensis MR29, gauti kiekiai atitinkamai buvo 5,43 g/L (108,6 g/kg
zaliavos) ir 3,89 g/L (77,8 g/kg zaliavos). Pagal Juodeikiené ir kt. [97], po 48 val. séleny
fermentacijos su PRB P. pentosaceus KTUO05-9, jai optimalioje temperatiiroje, L-pieno rtgsties
izomero koncetracija gali pasiekti 86 g/kg zaliavos.
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3.2 lentelé. D(-) ir L(+) pieno rugsties izomery kiekio priklausomybé nuo fermentacijos trukmés $iaudy terpéje

Trukmé, val. 24 48 72 96 120
D- L- D- L- D- L- D- L- D- L-
pieno pieno pieno pieno pieno pieno pieno pieno pieno pieno
PRB rugsties rugSties rugSties rhgsSties rioigSties rugSties ragSties rOgSties ragsSties riigSties

kiekis,  kiekis,  kiekis, kiekis, kiekis,  kiekis, kiekis, kiekis,  kiekis, kiekis,
o/L o/L g/L g/L o/L o/L g/L g/L g/L g/L

L. Sa”:\;ﬁ‘,r\‘/cligc"m“ 0,15 1,55 0,22 3,84 0,38 4,56 0,42 0,46 0,45 4,65
L. crustorum W19 0 0,88 0 154 0 2,92 0 3,23 0 3,32
'--Sa”flz;‘;‘;gcemis 0 0,76 0 1,36 0 2,85 0 3,15 0 321
L dbﬂz;‘fi‘;'ﬂ;SM“?Sp' 0 223 006 401 015 459 019 465 025 472
Ldelbrueckiisubsp. 43 191 022 341 032 449 026 446 029 459

bulgaricus DSM 20081

3.3 lentelé. D(-) ir L(+) pieno rugsties izomery kiekio priklausomybé nuo fermentacijos trukmés séleny terpéje

Trukmé, val. 24 48 72 96 120

D-pieno  L-pieno D-pieno  L-pieno D-pieno  L-pieno D-pieno  L-pieno  D-pieno  L-pieno
rugSties  rugSties  rhgSties  rhgSties  rhgSties  rhgSties  rugSties  ragSties  rugSties  ragsties

PRB kiekis, kiekis, kiekis, kiekis, kiekis, kiekis, kiekis, kiekis, kiekis, kiekis,
g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L
L.sanfranciscensis 019 2,24 0,22 3,75 0,32 5,07 0,74 5,37 1,19 543
MW15 '
L. crustorum W19 0 0,92 0 2,35 0 3,15 0 3,61 0 4,2
L. sanfranciscensis 0 0,86 0 2,68 0 3,21 0 3,34 0 3,89
MR29
L. delbrueckii subsp. 0 2,39 0 4,14 0 5,24 0,03 5,27 0,11 5,36
bulgaricus Ml
L.delbrueckii subsp. 0,10 2,54 0,13 3,81 0,19 5,27 0,22 5,21 0,38 5,33

bulgaricus DSM 20081
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3.4.4 Substrato is lignoceliuliozinés Zaliavos poky¢iai pieno riigsties gamybos metu

ISmatuotos PRB bakterijy substrato (redukuojanéiy sacharidy) suvartojimo priklausomybé
pries ir po fermentacijos su PRB, pateikta 3.12 paveiksle.

Prie§ ir po fermentacijos su pienartig§témis bakterijomis, Siaudy terpéje iSmatuota
redukuojanéiy sacharidy pagal gliukoze vertés su L. sanfranciscensis MW15 buvo atitinkamai
7,55 ir 4,02 pmol/ml (13,65 ir 7,26 g/L), su L. crustorum W19 buvo atitinkamai 7,41 ir 4,62
pmol/ml (13,39 ir 8,36 g/L), su L. sanfranciscensis MR29 buvo atitinkamai 7,52 ir 4,68 pmol/ml
(13,58 ir 8,46 g/L), su L. delbrueckii subsp. bulgaricus MI — atitinkamai 7,46 ir 4,11 pmol/ml
(13,49 ir 7,42 g/L), o su L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081 — atitinkamai 7,43 ir 3,96
pmol/ml (13,42 ir 7,17 g/L).
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3.12 pav. Redukuojanciy sacharidy pagal gliukoze, Siaudy (kairéje) ir séleny (desinéje) terpése kiekio
priklausomybé nuo trukmés su skirtingomis PRB: LS1 (L. sanfranciscensis MW15), LC (L. crustorum
W19), LS2 (L. sanfranciscensis MR29), LD1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus Ml), LD2 (L. delbrueckii
subsp. bulgaricus DSM 20081), prie§ fermentacijg (©) ir po 120 val. ()

Pries ir po fermentinés hidrolizés pienartigStémis bakterijomis, s¢leny terpéje iSmatuoti
redukuojanciy sacharidy kiekia pagal gliukoze su L. sanfranciscensis MW15 buvo atitinkamai
12,47 ir 8,45 umol/ml (22,52 ir 15,26 g/L), su L. crustorum W19 buvo atitinkamai 11,58 ir 8,72
pmol/ml (20,90 ir 15,74 g/L), su Lactobacillus sanfranciscensis MR29 — 12,83 ir 9,79 umol/ml
(23,16 ir 17,68 g/L), su L. delbrueckii subsp. bulgaricus MI buvo atitinkamai 12,20 ir 8,72
pmol/ml (22,03 ir 15,74 g/L), o su L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081 buvo atitinkamai
11,84 ir 8,27 umol/ml (21,39 ir 14,94 g/L) (3.12 pav.).

Siaudy terpéje vidutiniskai redukuojanéiy sacharidy po 120 val. fermentacijos sumazé&jo —

42,74 %, séleny terpéje — 27,86 %.
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3.5 Sinergetinis PRB poveikis pieno rigsties susidarymui

Sio etapo metu vertintas PRB sinergetinis poveikis pieno rigsties susidarymui. |
hidrolizuotas Siaudy ir séleny terpés buvo paséta PRB miSiniai, parinkti pagal PRB optimalias
augimo temperatiras ir atlikta fermentacija. MiSinj I sudaré — L. sanfranciscensis MW15, L.
crustorum W19 bei L. sanfranciscensis MR29, miSinj Il sudaré — L. delbrueckii subsp. bulgaricus
DSM 20081, L. delbrueckii subsp. bulgaricus Ml, misinj Il sudaré — L. crustorum W19 bei L.
sanfranciscensis MR29. Nustatyta susidariusiy pieno rugsties izomery kiekiai po 24, 48, 72, 96 ir
120 val. fermentacijos pateikti 3.4 lenteléje.

Panaudojant PRB miSinius gauti didesni pieno rugsties kiekiai negu su individualiomis PRB.
Didziausias kiekis L-pieno riigsties iSmatuotas naudojant misinj I ir miSinj II fermentuotoje séleny
terpéje, atitinkamai 6,36 ir 6,61 g/L (127,2 ir 132,2 g/kg Zaliavos). Maziausias L-pieno riigties
kiekis gautas su tre¢iuoju misiniu, kuris sieké 5,15 g/L (103 g/kg zaliavos) Siaudy terpéje ir 5,95
g/L (119 g/kg zaliavos) séleny terp¢je. Pasak Plessas ir kt. [98], panaudojus skirtingus miSinius,
sudarytus i§ PRB: Kluyveromyces marxianus, L. delbrueckii ssp. bulgaricus ir L. helveticus
atmainy, galima pasieki pieno rugsties kiekio padidé¢jimas po antriniy maisto zaliavy
fermentacijos.

Ivertinus turimus rezultatus, galime teigti, jog dél pasireiskusio teigiamo sinergetinio
poveikio su PRB misiniais I, IT ir IIT buvo gauti didesni L-pieno rigsties kiekiai séleny terpéje, o
su mis$iniais I ir I gauti didesni L-pieno ragsties kiekiai Siaudy terpéje, negu fermentacijai

panaudojus individualias PRB.
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3.4 lentelé. D(-) ir L(+) pieno rtgsties izomery kiekio priklausomybé nuo fermentacijos trukmés ir parinkto PRB misinio Siaudy ir séleny terpéje

Trukme, 24 48 72 9% 120
val.
D- L- D- L- D- L- D- L- D- L-
pieno pieno pieno  pieno pieno  pieno  pieno  pieno pieno  pieno
Terpé  rugsties rugsties riigSties rugSties rugsSties rugSties ragsties rugSties rugSties rugsties
kiekis, kiekis, kiekis, kiekis, Kkiekis, Kiekis, Kkiekis, kiekis, kiekis, kiekis,
g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L
Siaudai 0,15 3,21 0,26 4,82 0,29 5,64 0,36 6,19 0,42 6,26
Sélenos 0,18 3,48 0,31 5,02 0,34 5,84 0,39 6,27 0,43 6,36
Siaudai 0,18 3,54 0,26 4,78 0,31 5,85 0,35 6,22 0,39 6,29
Sélenos 0,09 3,66 0,14 4,78 0,22 5,68 0,26 6,45 0,31 6,61
Siaudai 0 3,13 0 4,67 0 4,85 0 4,96 0 5,15
Sélenos 0 3,35 0 4,67 0 5,58 0 5,85 0 5,95
* Misinys I — L. sanfranciscensis MW15, L. crustorum W19 bei L. sanfranciscensis MR29); miSinys II — L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus MI, miSinys III — L. crustorum W19 bei L. sanfranciscensis MR29

MiSinys*
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3.6 Sinergetinis PRB poveikis terpés pH vertei
Bandymo eigoje kas 24 val. matuotos terpiy pH vertés, kurios pateiktos 3.14 paveiksle.
Maziausia pH verté Siaudy terpéje uzfiksuota fermentuojant su misiniu [ — 4,38, séleny terp¢je taip

pat fermentuojant su misiniu I — 4,59 (3.13 pav.).
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3.13 pav. Siaudy (kairéje) ir séleny (desinéje) terpés pH priklausomybé nuo fermentacijos trukmé ir PRB

misiniy I (=), H({-=+=) ir 11l (=)

Pries ir po fermentinés hidrolizés pienartig§témis bakterijomis, Siaudy ir séleny terpése
iSmatuotas redukuojanciy sacharidy kiekis su skirtingais PRB miSiniais pateiktas 3.14 paveiksle.
Siaudy terpéje ismatuoti redukuojanéiy sacharidy kiekiai pries ir po fermentuojant su PRB misiniu
I buvo atitinkamai 7,59 ir 3,59 pumol/ml (13,71 ir 6,49 g/L); su PRB misiniu buvo atitinkamai 7,50
ir 3,41 pumol/ml (13,55 ir 6,17 g/L), o fermentuojant su PRB misiniu I1l — buvo atitinkamai 7,54 ir
3,74 pmol/ml (13,62 ir 6,75 g/L).
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3.14 pav. Substrato, iSreiksto redukuojanciais sacharidais pagal gliukoze, Siaudy (kairéje) ir séleny
(desingje) terpése kiekio priklausomybé nuo trukmés su skirtingais PRB miSiniais, prie§ fermentacija (O)

ir po 120 val. (&)
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Séleny terpéje iSmatuoti redukuojanciy sacharidy kiekiai pagal gliukoze su PRB miSiniu I —
12,47 ir 8,45 pmol/ml (22,52 ir 15,26 g/L), PRB misiniu 11— 11,58 ir 7,47 pmol/ml (20,90 ir 13,49
g/L) ir su PRB miSiniu IIT — 12,83 ir 8,99 umol/ml (23,16 ir 16,22 g/L).

Siaudy terpéje vidutiniskai redukuojanéiy sacharidy po 120 val. fermentacijos sumazé&jo —

52,53 %, séleny terpeje — 32,55 %.
3.7 Antioksidacinio aktyvumo ir fenoliniy junginiy jvertinimas

Sio tyrimo tikslas buvo nustatyti ar PRB $iaudy ir séleny terpése gamina fenolinius ar kitus
antioksidaciniu aktyvumu pasizymincius junginius. Siekiant jvertinti bendrg fenoliniy junginiy
kiekj terpéje bei antioksidacinj aktyvuma buvo atlikti tyrimai prie§ ir po fermentacijos. Pasak
Martins ir kt. [99], antrinés agro zaliavos yra tinkamos bioaktyviems junginiams gauti mikrobinés
fermentacijos metu.

Bendri fenoliniy junginiy kiekiai iSmatuoti penkiy skirtingy PRB ir jy miSiniy, Siaudy ir
séleny terpése po 24, 48, 72, 96 ir 120 val. fermentacijos, gauti rezultatai pateikti 3.15 paveiksle.
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3.15 pav. Bendro fenoliniy junginiy kiekio priklausomybé nuo Siaudy (kairéje) ir séleny (desingje) terpés,
fermentacijos trukmés ir PRB: L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081 (—), L. sanfranciscensis
MW?15 (=), L. delbrueckii subsp. bulgaricus MI (=), L. crustorum W19 (-=%) bei L.

sanfranciscensis MR29 (—+)

Po 120 val. fermentacijos su PRB nustatytas bendro fenoliniy junginiy kiekio padidéjimas
Siaudy ir séleny terpése. Didziausias kiekis fermentuotoje Siaudy terpéje nustatytas su L.
delbrueckii subsp. bulgaricus MI kulttira, maziausias — su L. sanfranciscensis MR29, atitinkamai
1187 mg ir 1147 mg (padidéjo atitinkamai 5,14 % ir 1,63 %) pagal Galo ragsties ekvivalentg i§
100g zaliavos (3.16 pav.).

52



1350 900

g 1300 o 850

T 5 1250 =

= & 2 » 800

S & 1200 S % 5,

S < 2 3

<N 1150 N

= £ 1100 2 700

TOU 2o 1050 © o 650

O = 1000 G S 600

g’ 0 24 48 72 96 120 o 0 24 48 72 96 120
Fermentacijos trukmé, val. E Fermentacijos trukmé, val.

3.16 pav. Bendro fenoliniy junginiy kiekio priklausomybé nuo Siaudy (kairéje) ir séleny (desinéje) terpés,
fermentacijos trukmés ir PRB miSiniy I (=), HI(-=*=) ir Il (=)

Séleny terpéje didziausias Kiekis su L. sanfranciscensis MWI15, o maziausias L.
sanfranciscensis MR29, buvo atitinkamai 766 mg ir 681 mg (padidéjo atitinkamai 13,16 % ir 0,63
%) pagal GE i§ 100 g zaliavos (3.16 pav.).

Pagal Bhanja ir kt. [100] javy zaliavos kietos fazes fermentacijos metu buvo aptiktas
fenoliniy junginiy padidéjimas, o Randhir ir Shetty [101] nustaté kai kuriuose maisto produktuose,
tokiuose kaip pupelés, antioksidacinio aktyvumo padidéjimg terpéje po fermentacijos
mikroorganizmais.

Naudojant PRB miSinius fermentuotuose Siaudy ir séleny terpéje didziausias fenoliniy
kiekis po 120 val. buvo naudojant misinj II (L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus M), atitinkamai 1318 mg ir 799 mg (padidéjo atitinkamai 16,79 %
ir 17,97 %) pagal GE is 100g zaliavos, maziausias pokytis su misiniu I (L. sanfranciscensis MW15,
L. crustorum W19 bei L. sanfranciscensis MR29) (3.17 pav.) atitinkamai 1274 mg ir 744 mg
(padidéjo atitinkamai 12,91 % ir 9,81 %).

Atlikus fermentacija pastebétas antioksidacinio aktyvumo padidéjimas fermentuotose
terpése. Tai 1émé antriniy metabolity, tokiy kaip fenolinés riigstys, flavonoidai, su laisvomis
hidroksilo grupémis, iSsiskyrimas fermentacijos PRB metu. Pagal Juodeikiené ir kt. [102],
panaudojant PRB — Pediococcus acidilactici KTU-05-7; Pediococcus pentosaceus KTUO05-8,
KTUO05-9 ir KTUO05-10, po antriniy maisto produkty 72 val. fermentacijos, nustatytas
antioksidacinio aktyvumo terpéje padidéjimas.

Siaudy terpéje didziausias antioksidacinis aktyvumas uzfiksuotas po 120 val. su PRB L.
delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081, maziausias su L. sanfranciscensis MR29, atitinkamai
334 mg ir 308 mg (padidéjo atitinkamai 21,90 % ir 12,32 %) pagal Trolokso ekvivalentg i$ 100g
medziagos. Sélenose didziausia reik§mé gauta su L. delbrueckii subsp. bulgaricus MI, maziausia
su L. sanfranciscensis MR29, atitinkamai 231 mg ir 200 mg (padidéjo atitinkamai 36,63 % ir 18,31
%) pagal TE is 100g medziagos (3.17 pav.).
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3.17 pav. Antioksidacinio aktyvumo priklausomybé nuo Siaudy (kair¢je) ir séleny (desSinéje) terpés,
fermentacijos trukmeés ir PRB, L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081 (—), L. sanfranciscensis
MW15 (=), L. delbrueckii subsp. bulgaricus MI (—*), L. crustorum W19 (-=¥+) bei L.
sanfranciscensis MR29 (——)

Panaudojant skirtingus mis$inius, didziausi antioksidaciniai aktyvumai Siaudy ir séleny
terpéje iSmatuoti su misiniu I — atitinkamai 348 mg ir 240 mg (padidéjo atitinkamai 27,04 % ir
42,18 %) ir maziausi su miSiniu III — 328 mg ir 214 mg (padid¢jo atitinkamai 19,51 % ir 26,64 %)
pagal TE i$ 100g medziagos (3.18 pav.).
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3.18 pav. Antioksidacinio aktyvumo priklausomybé nuo Siaudy (kair¢je) ir séleny (desSinéje) terpés,
fermentacijos trukmeés ir PRB misiniy I (—=), (- =*=) ir lll (=)
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REKOMENDACIJOS

Atlikus tyrimus, prieita iSvados, jog mikrobinés fermentacijos metu, su atrankiomis PRB
gauta optiskai Svari pieno riigStis gali biiti panaudota poli-pieno riigSties gamybai. Remiantis
naujausiais tyrimais ir mokslinémis Ziniomis nubraizyta principiné polimero gamybos schema (4.1
pav.). Technologinés linijos jrenginiy sarasas pateiktas 4.1 lenteléje.

Neapdorota lignoceliulioziné arba krakmolinga Zaliava patenka j maling, M1 ir yra
susmulkinama iki atitinkamo dydzio daleliy. Susmulkinta Zzaliava sudrékinama distiliuotu
vandeniu, pridedama praskiestos sieros rtigsties, toliau Slapia masé yra tiekiama j autoklava Al.
Jame suardoma biomasés lasteliy struktGra ir dalinai degraduojama hemiceliuliozé
(lignoceliuliozing zaliava). Apdorota zaliava patenka j reaktoriy T1 kuriame vykdoma fermentiné
hidrolizé. Panaudojami atitinkami fermentai (pagal temperatira, savybes, pvz. hemiceliulazés).
Atlikus pirming hidrolize, toliau reakcijos miSinys yra tiekiamas j antrajj reaktoriy T2, kuriame
biomasé¢ yra veikiama kitais fermentais (pvz. celiulazés). Atlikus fermenting hidrolizg |
fermentatoriy F patenka 5 ir 6 anglies atomy, atitinkamai ksilozés ir gliukozés monomerais gausus
reakcijos miSinys ir pradedamas fermentuoti atrankiais mikroorganizmais, kurie tiekiami i$
kultivavimo terpés talpyklos L1. Esant poreikiui, galimas papildomy medziagy tiekimas bakterijy
gyvybingumui ir pastoviai koncentracijai reakcijos miSinyje palaikyti. Terpés pH yra
reguliuojamas pridedant kalcio hidroksido. Mikrobinés fermentacijos pabaigoje misinys, kuriame
yra pieno rugstis patenka j riigStinimo talpa T3, kurioje tiekiant sieros riig§tj gaunamas gipsas.
Toliau gipsas yra atskiriamas nuo skyséio per filtrg F1. Skystis patenka j garintuvg G1, dalis
1Sgarinto vandens yra sukondensuojama ir gragzinama j fermentatoriy F. Koncentruotas misinys yra
gryninamas — reaktoriuje T4, pasalinus Salutinius produktus, toliau tiekiamas j reaktoriy TS5,
kuriame depolimerizuojami laktidai ] monomerus ir T6 reaktoriuje yra pagaminamas laktido
ciklinis dimeras. Lik¢s miSinys yra garinamas — distiliatoriuje D1. | polimerizacijos reaktoriy T7
pateke cikliniai dimerai yra sujungiami ] poli-laktidag. Toliau polimeras yra atskiriamas
(gryninimas) nuo susidariusiy Salutiniy produkty — talpoje T8, sukritalizuojamas kristalizatoriuje
K1. Toliau kristalinés formos polimeras patenka j granuliatoriy, kuriame yra i§dziovinami kristalai

ir suformuojamos granulés. Apdorota poli-pieno riigstis yra pakuojama ir sandéliuojama.
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4.1 pav. Poli-pieno rtigsties gamybos technologinés linijos principiné schema
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4.1 lentelé. Technologinés linijos jrenginiy Zyméjimas

Zyméj imas Irenginys
M1 Maltnas
M2 Drekintuvas
Al Autoklavas
T1-T8 Talpos/Reaktoriai
F Fermentatorius
L1 Bakterijy kaltiira
Gl Garintuvas
F1 Filtras
D1 Distiliatorius
K1 Kristalizatorius
Bl Dziovintuvas
S1-S8 IScentriniai siurbliai
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ISVADOS

. Didziausias fermentinés hidrolizés poveikis Salutinei agro-produkty zaliavai — Siaudams,
nustatytas panaudojant fermentinj preparatg (Celustar XL); tinkamiausia hidrolizés trukmé
parinkta 2 val. Optimali temperatiira, prie kurios fermentai buvo aktyviausi buvo 55 °C. Séleny
hidrolizei parinktas optimalus fermentinio preparato AlphaStar Plus kiekis buvo 100 g/t
zaliavos.

Nustatyta, jog Siaudy fermentinei hidrolizei jtakos turéjo pridétinés medziagos — druskos.
Atitinkamy koncentracijy 50 mg/L CaClz ir 100 mg/L of MgSQO4-7H20 drusky koncentracijos
padidino hidrolaziy aktyvumg ir po hidrolizés nustatyti didesni susidariusiy redukuotyjy
sacharidy kiekiai, 0 NaCl druskos koncentracija 50-175 mg/L ribose hidrolaziy aktyvuma
sumazino.

. Didziausias PRB skai¢ius po 120 val. fermentacijos uzfiksuotas su Lactobacillus
sanfranciscensis MW15 — 9,34 log KSM/ml, o séleny terpéje su Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus DSM 20081 — 9,49 log KSM/ml.

. Didziausias kiekis L-pieno rigsties fermentuotoje Siaudy terpéje po 120 val. buvo su
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus MI — 4,72 g/L (94,4 g/kg Zaliavos), 0 maZiausias
su Lactobacillus sanfranciscensis MR29 — 3,21 g/L (64,2 g/kg Zaliavos). Séleny fermentuotoje
terpéje didziausias kiekis L-pieno riigsties po 120 val. buvo su Lactobacillus sanfranciscensis
MW15, 0 maziausiai su Lactobacillus sanfranciscensis MR29, gautos reik§més atitinkamai
5,43 g/L (108,6 g/kg zaliavos) ir 3,89 g/L (77,8 g/kg zaliavos). Siaudy terpéje vidutiniskai
redukuojanciy sacharidy po 120 val. fermentacijos sumazéjo — 42,74 %, séleny terpéje — 27,86
%.

Nustatytas teigiamas sinergetinis PRB poveikis, didziausias kiekis L-pieno riigsties susidaré
naudojant miSinj I (L. sanfranciscensis MW15, L. crustorum W19 bei L. sanfranciscensis
MR29) ir misinj II (L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus MI) fermentuotoje séleny terpéje buvo atitinkamai 6,36 ir 6,61 g/L (127,2 ir 132,2
g/kg zZaliavos). Maziausias L-pieno rugties kiekis gautas su treciuoju misiniu, kuris buvo 5,15
g/L (103 g/kg zaliavos) §iaudy terpéje ir 5,95 g/L (119 g/kg zaliavos) séleny terpéje. Siaudy
terpéje vidutiniskai redukuojanciy sacharidy po 120 val. fermentacijos sumazéjo — 52,53 %,

séleny terpéje — 32,55 %.
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Po fermentacijos su PRB pastebétas bendro fenoliniy junginiy padid¢jimas Siaudy ir séleny
terpése. Didziausias Kiekis fermentuotoje Siaudy terpéje pastebétas su L. delbrueckii subsp.
bulgaricus MI kultiira, 0 maziausias su L. sanfranciscensis MR29, atitinkamai 1187 mg ir
1147 mg pagal Galo rugstj 100 g zaliavos. Séleny terpéje didziausias kiekis su L.
sanfranciscensis MW 15, o maziausias L. sanfranciscensis MR29, atitinkamai 766 mg ir 681
mg (pagal Galo rigsties ekvivalentg i§ 100g zaliavos).

Siaudy terpéje didziausias antioksidacinis aktyvumas uzfiksuotas po 120 val. fermentacijos su
PRB L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081, maziausias su L. sanfranciscensis MR29,
atitinkamai 334 mg ir 308 mg (pagal Trolokso ekvivalenta 100g medziagos). Sélenose
didZziausias L. delbrueckii subsp. bulgaricus MI, maziausia reik§mé gauta su L.
sanfranciscensis MR29, atitinkamai 231 mg ir 200 mg (pagal Trolokso ekvivalentg i§ 100g
medziagos).

. Naudojant PRB miSinius fermentuotose Siaudy ir s¢leny terp¢je didziausias fenoliniy junginiy
kiekis aptiktas naudojant misinj II (L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus MI), atitinkamai 1318 mg ir 799 mg (pagal Galo ragsties
ekvivalentg i§ 100g zaliavos), maziausias Kiekis su misiniu I (L. sanfranciscensis MW15, L.
crustorum W19 bei L. sanfranciscensis MR29), atitinkamai 1274 mg ir 744 mg.

Panaudojant skirtingus PRB misinius, didziausi antioksidaciniai aktyvumai Siaudy ir séleny
terpéje iSmatuoti su misiniu II (L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus MI) — atitinkamai 348 mg ir 240 mg ir maZziausi su misiniu III (L. crustorum
W19, L. sanfranciscensis MR29) — 328 mg ir 214 mg (pagal Trolokso ekvivalenta i§ 1009

medziagos).
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