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SUTRUMPINIMAI

CEP - lgsteliy apvalkaly proteinazés;

DNR — deoksiribonukleortgstis;

GRAS — gaminiai pripazinti saugiais;

MA — mieliy autoizoliatas;

MMO — Europos pieno rinkos steb&jimo centras;
MRS — Man, Rogosa, Sharpe terpé¢;

PRB — pieno rigsties bakterijos;

VRBL — Violet red bile lactose agar.
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SANTRAUKA

Darbo tikslas buvo pagerinti kietyjy siriy kokybg, panaudojant $alia jprastinio raugo
i§skirtas 1§ fermentiniy siiriy, pagaminty su spontaniniu raugu, grynas termofiliniy pieno riigsties
lazdeliy kulttiras ir kultiras su prieSgrybinémis savybémis. Tyrimo objektas buvo pieno rtigsties
bakterijy kulttros, i$skirtos i§ kietyjy fermentiniy stiriy, pagaminty i§ zalio pieno. Striy méginiai
termofiliniy pieno rigsties bakterijy isskyrimui (Permigiano Reggiano, Grana Padano, Tete de
Moine) jsigyti prekybos centre.

I$ stiriy méginiy buvo isskirtos 27 pieno riigSties bakterijos. Jy savybéms jvertinti buvo
atliekami mikrobiologiniai, cheminiai, biocheminiai ir jusliniai tyrimai. Pieno ragsties bakterijy
rusims identifikuoti buvo atlickama genetiné analizé.

Atlikus savybiy tyrimus, paaiSkéjo, kad jos budingos Lactobacillus helveticus ir
Lactobacillus casei. ISskirty atrinkty pieno ragsties bakterijy kultiry numanomos rasys
patvirtintos pirosekvenavimo metodu pagal rDNR 16S geno V1, V2 ir V3 regiony sekas: 23
kultiros priskirtos Lactobacillus helveticus, 4 — Lactobacillus casei. Remiantis genetiniy
tyrimy, angliavandeniy skaidymo ir kitais anks¢iau gautais rezultatais, tolimesniam darbui
atrinktos 7 Lactobacillus helveticus kultiiros. Buvo parinktas raugo sudarymo buidas kietajam
fermentiniam striui gaminti. Atlikus pagaminty kietyjy fermentiniy stiriy mikrobiologinius
tyrimus, nustatyta, kad Lactobacillus helveticus kultiiry panaudojimas eksperimentiniy kietyjy
striy gamyboje sumazino mieliy skaiciy lyginant su kontroliniais siiriais. Pirmosios gamybos
metu mieliy skai¢ius nezymiai sumazéjo nuo 5,1-10% iki 1,1-10%, antrosios gamybos metu — nuo
5,4-102 ki 1,0-10%. Apibendrinus juslinés analizés rezultatus nuspresta, kad antrosios gamybos
metu gaminti eksperimentiniai siiriai pasiZzymeéjo geresnémis juslinémis savybémis, nei
pirmosios gamybos metu. Taciau, lyginant su kontroliniais siiriais, neiSvengta technologiniy
defekty. Tam jtakos galéjo turéti tai, kad eksperimentiniai striai buvo gaminami pusiau

gamybinémis sglygomis, todél nebuvo galima grieztai prisilaikyti technologinio rezimo.
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SUMMARY

The aim of the work was to improve the quality of hard cheeses using pure thermophilic
Lactobacillus cultures isolated from cheeses made with spontaneous fermentation, together with
usual starters and cultures with antifungal activity. The object of the study was lactic acid
bacteria strains isolated from the hard cheeses made from raw milk. Cheese samples
(Permigiano Reggiano, Grana Padano, Tete de Moine) were purchased at the supermarket for
isolation of thermophilic lactic acid bacteria.

27 lactic acid bacteria cultures were isolated from cheese samples. Microbiological,
chemical, biochemical and sensory analysis was accomplished to evaluate their properties.
Genetic analysis was accomplished to identify lactic acid bacteria species.

Study showed that the properties are typical to Lactobacillus helveticus and Lactobacillus
casei. Isolated and selected lactic acid bacteria implied species confirmed pyro-sequencing
method by regions of sequences of 16S rDNA gene V1, V2 and V3: 23 cultures assigned to
Lactobacillus helveticus, 4 — Lactobacillus casei. 7 Lactobacillus helveticus cultures were
selected for further work based on genetic analysis, division of carbohydrates and other earlier
results. The manner of forming the starter has been selected for hard cheese producing. The use
of Lactobacillus helveticus cultures reduces the number of yeasts as compared to the control
cheeses. At the first cheese production number of yeasts decreased from 5,1 -10? to 1,1-10%, at
the second — from 5,4 -10? to 1,0 -102. Summarizing the results of sensory analysis showed, that
cheeses of the second production were characterized by better sensory properties than cheeses of
the first production. However, compared to the control cheese, there were technological defects.
Semi-industrial conditions could influence some technological defects of experimental cheeses,

as it was not possible to follow strict technological regime.



IVADAS

Striai gali baiti gaminami i$ karvés, buivoliy, ozky pieno. Striai gali biti skirstomi pagal
gamybos biida, technologijos ypatumus, raugo sudétj. Sturiai dél jvairaus skonio ir teksttiros yra
placiausiai vartojami fermentuoti maisto produktai visame pasaulyje. Remiantis Europos pieno
rinkos steb¢jimo (MMO) duomenimis, siiriy vartojimas Europoje kasmet po truputj didéja — 0,1
%, lyginant 2015 — 2016 metus su 2016 — 2017 [1]. Remiantis 2015 mety duomenimis,
europieciai strius vartoja beveik kasdien jvairiais budais. Europoje beveik 65 % patiekaly
recepty surial yra naudojami asuteikti iSskirtiniam skoniui ir tekstiirai. Sariai yra vieni
svarbiausiy ingredienty jvairiuose Europos Saliy patiekaluose, todél tai yra viena i§ priezasciy,
kodél jy rinka ateityje tik didés [2].

Silto klimato 3alyse kai kurios Kietyjy siiriy rasys gaminamos i§ Zalio pieno su natiraliai
zaliavoje esanCiomis pieno rigsties bakterijomis, t. y. su spontaniniu raugu. Taip gaminami
striai pasizymi geromis skonio bei tekstiiros savybémis. Pavyzdziui, taip gaminamas italiskas
siiris ,,Parmigiano Reggiano®. Sis siiris pasizymi tamsiai geltona, pereinan¢ia j ruduma spalva,
primenancia vaska. Striui budingas intensyvus kvapas, jame intensyviausiai jau¢iamas dziovinto
var$kés stirio, dziovinty vaisiy pikantiSkas kvapas bei skonis [3]. Lietuvoje gaminamas Kietasis
fermentinis siiris ,,DZiugas* yra vienas i§ populiariausiy tokio tipo siiriy. Sis siiris pasizymi
neryskia geltona su pilk§vu atspalviu spalva ir gaiviu skoniu. Jo tekstiira minkstesné, skonis
Svelnesnis nei italisko strio, todél, norint priartinti prie $io strio skonio Lietuvoje gaminamy
fermentiniy kietyjy striy skonj, galima j raugy sudétj papildomai jtraukti termofiliniy PRB,
paprastai natiiraliai esanciy Silto klimato Saliy karviy piene. Lb. helveticus — viena i§ geriausiy
savybiy turinti termofiliné PRB, tinkanti kietyjy stiriy gamybai. Be to, Lb. helveticus pasizymi
slopinanc¢iu poveikiu prie§ pelésinius grybus, kas yra svarbu tiems vartotojams, kurie vengia
maisto produkty su cheminiais maisto priedais. Panaudojant Lb. helveticus raugy gamybai biity
galima to iSvengti.

Darbo tikslas — pagerinti kietyjy stiriy kokybe, panaudojant $alia jprastinio raugo i$skirtas
1§ fermentiniy siiriy, pagaminty su spontaniniu raugu, grynas termofiliniy pieno riigSties lazdeliy
kulttras ir kulttiras su prieSgrybinémis savybémis.

Darbo uZdaviniai:

1.  ISskirti i§ kieto fermentinio siirio, pagaminto i§ zalio pieno, biidingas §ios grupés
stiriy raugams pieno rugsties bakterijy kulturas.

2. Identifikuoti iSskirtas kultiiras ir atrinkti tolimesniam darbui.



3. Nustatyti atrinkty kultiiry antimikrobines savybes.
4.  Sudaryti rauga, panaudojant i$skirtas kultiiras (Lactobacillus spp.).
5. Atlikti bandomasias kietojo strio gamybas, palyginti eksperimentinius méginius su

kontroliniais méginiais.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Pieno riigsties bakteriju savybés

Susidoméjimas pieno rigsties bakterijomis (PRB) kaip organizmy grupe pradéjo augti
1900 m. pradzioje. Pirmg gryng kultiirg (Bacterium lactis, dabar zinoma kaip Lactococcus
lactis) Listeris iSskyré 1873 m. [4]. PRB apibudinamos kaip visur aptinkamos heterogeninés
bakterijos, kurios gali fermentuoti jvairias medziagas iki pieno ragsties [5]. Jos aptinkamos
aplinkoje, kurioje gausu angliavandeniy substraty — maiste ir paSaruose, taip pat zmoniy bei
gyviny organizmuose, nuotekose [6]. Tradiciskai PRB buvo vadinamos ,,pieng rauginanciais
mikroorganizmais® ir daZznai buvo siejamos su maisto bei pasary nuostoliais dél fermentacijos
proceso. Vis délto PRB pastaruoju metu yra laikomos naudingomis, jos placiai naudojamos
jvairiose pramongés Sakose, pradedant raugo kultiromis pieno pramonéje ir baigiant probiotiky
gamyba [7]. Kai kurios PRB gamina antagonistines medziagas, vadinamas bakteriocinais, kurios
net ir mazais kiekiais yra aktyvios prie§ patogenines bakterijas [8].

PRB skirstomos j du tipus Firmicutes ir Actinobacteria. Pagrindinés PRB Firmicutes tipo
gentys yra Sios: Lactobacillus, Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactosphaera,
Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus ir Weissella (zr. 1 pav.) [9]. Actinobacteria tipui priklauso Sios gentys:
Microbacterium, Propionibacterium ir Bifidobacterium [10]. PRB sistematika iki galo néra
sudaryta, nes auginant jau zinomas padermes ant skirtingy terpiy ir skirtingomis salygomis,

nuolat keiciasi daugelis jy savybiy.



Karalyste
Bacteria
Tipas
Firmicutes
Klase
Bacilli
Biirys
Lactobacillales
Seima: Lactobacillaceas « - Semla Carnobacteriaceae
Gentis: Lactobacillus; Pediococcus Gentis: Carnobacterium,; Lactosphaera
Seima: Leuconostocaceae Seima: Enterocaccaceae
Gentis: Leuconostoc; Qenococcus; « *| Gentis: Enterococcus; Melissococcus;
Weissella Tetragenococcus; Vagococcus
Seima: Streptococcaceae P N Seima: Aerococcaceae
Gentis: Lactococeus; Streptococcus b Gentis: Aerococcus

1 pav. PRB (Firmicutes tipo) pagrindiniy gen¢iy biologiné klasifikacija [9]

Pieno rtigsties bakterijos yra Gramteigiamos, mikroaerofilinés, rigstj toleruojancios, spory
nesudarancios lazdelés (Zr. 2 pav.) ar kokai (zr. 3 pav.), kurie gali gyventi jvairiomis sglygomis.
Katalazés reakcija neigiama (nors kai kurios padermés gali sukelti pseudokatalazés reakcija).
Pagal galutin; gliukozés fermentacijos produkta pieno rugsties bakterijos skirstomos j dvi grupes:
homofermentinés (Lactobacillus, Streptococcus) pagamina tik pieno riigstj, heterofermentinés
(Leuconostoc ir Weissella) pakeicia gliukozés molekule j pieno ragstj, CO», etanolj ir/arba acto

rugst] labai mazais kiekiais (iki 50 proc. pieno rugsties) [11].

; ‘ - | ! A
2 pav. Lazdelés formos pieno rigsties bakterijy (Lactobacillus helveticus)

mikroskopinis vaizdas, 1000 karty [12]



3 pav. Koky formos pieno riigsties bakterijy (Lactococcus lactis subsp. lactis)
mikroskopinis vaizdas, 1000 karty [13]

1.2. Starteriniy kultiiry naudojimas kietyju stiriy gamyboje

Striy gamyba remiasi panaudojimu gryny PRB, kurios sukelia greitg pieno rigstingumo
kilima dél pieno riigSties susidarymo ir sumazina pH, o tai lemia sirio gamybos procesa ir
kokybe [14]. AnksCiau gaminti siirio produktai buvo paremti spontanine fermentacija, kurig
sukeldavo natiiraliai piene esanti ir i§ aplinkos patekusi mikroflora, todél galutiné produkto
kokybé buvo priklausoma nuo mikroorganizmy, esanciy zaliavoje. Toks fermentavimo procesas
véliau buvo optimizuojamas. Gaminant siirj, papildomai buvo jmaiSomos iSriigos, likusios i$
ankstesnio siirio fermentavimo proceso. Surio savybés priklausydavo nuo geriausiai
prisitaikiusiy dominuojan¢iy padermiy. Siomis dienomis tokia fermentacija dar yra naudojama
gaminant kai kuriy riiSiy strius su saugoma kilmés nuoroda (pvz. italiskas stris ,,Parmigiano
Reggiano®) [15].

Raugas — pats svarbiausias faktorius stirio gamyboje, kur jis atlieka kelias funkcijas. | stirio
gamybg jeina starteriniy kultiiry, kurios atsakingos uz pieno riigStingumo kilimg ir specifiniy
savybiy atsiradima brandinimo metu, jd¢jimas. Mikroorganizmai, dalyvaujantys siiriy gaminimo
procese, gamina jvairius lakius komponentus, kurie suteikia budingg aromatg ir skonj [16].

Kietyjy siiriy gamyboje yra naudojamos dvi pagrindinés PRB grupés: mezofilinés, kuriy
optimali augimo temperatiira yra 20 — 40 °C (Lactococcus spp. ir Enterococcus spp.), ir
termofilinés, kuriy optimali augimo temperatira yra 45 °C (S. thermophilus ir jvairios
Lactobacillus rasys). Bitent kietyjy stiriy gamyboje dazniausiai naudojami S. thermophilus ir Lb.
helveticus [17]. Dél savo fiziologijos $ios kultiros yra ypa¢ tinkamos siirio masei [18].

Dazniausiai naudojami raugai biina jvairiy kultiry misinys, kuriame btina dvi ar daugiau
mezofiliniy ir termofiliniy kulttiry, kurios pasizymi simbiotiniu veikimu, t.y. teikia vienos kitoms

5



abipuse nauda (L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis). Sios PRB ne tik gamina pieno
rugst], bet ir suteikia aromatg ir i$skiria CO2. Anglies dioksidas yra labai svarbus akytumo
atsiradimui stiriuose. Tokiuose kaip Gouda, Manchego, Tilsiter tipo i§ mezofiliniy kultiry bei
Emmenthal ir Gruyere i$ termofiliniy kulttiry. Vienos padermés kultiiry raugai yra naudojami tuo
atveju, kai norima, kad susidaryty daugiau rugsties, kuri sukelty baltymy skilimg (¢ederio stris)
[19]. PRB raugui biidingos trys pagrindinés savybés: gaminti pieno rtgstj, skaidyti baltymus ir,
kai reikia, gaminti CO [20].

Mezofiliniy bakterijy raugas daznai naudojamas kietyjy siiriy gamyboje Siaurés Europos
Salyse. Jei siirio gamybai naudojamas tik termofiliniy kultiiry raugas, i ji dazniausiai jeina
miSiniai: termofilinés PRB (Lb. helveticus, Lb. delbrueckii subsp. lactis) ir termofiliniai
streptokokai (S. thermophilus). Sios kultiros uztikrina homofermentinj laktozés skilima j
laktatus (> 90 %). Streptokokai produkuoja tik L— pieno rtgstj, o Lb. delbueckii subsp. lactis
laktoze pavercia D- laktatu. Abu izomerus produkuoja Lb. helveticus. Laktozé visiskai
hidrolizuojama per 4 — 6 h nuo PRB jdéjimo, ir pieno ragsties fermentacija baigiama per 24 h.
Norint i§vengti nepageidaujamos fermentacijos, po pieno riigSties fermentacijos galaktozés
liekany neturéty likti. Termofiliniy bakterijy raugy proteolitinis aktyvumas paprastai yra didesnis
lyginant su mezofiliniy kulttiry raugu [21].

Remiantis galutiniu  gliukozés metabolizmo produktu, raugai yra skirstomi |
homofermentinius ir heterofermentinius. Heterofermentinés PRB produkuoja ir Kitus junginius,
tokius kaip anglies dioksidas, acto riigStis ir etanolis. Homofermentinés bakterijos produkuoja
gamyboje yra PRB gyvybingumas kietyjy fermentiniy stiriy gamybos proceso ir laikymo metu
[22].

Homofermentinés PRB Laktozé¢  Heterofermentinés PRB

TN

Gliukozé + Galaktozé Gliukozé + Galaktozé
Piruvatas Pieno rugstis Acetaldehidas Etanolis

l

Pieno riigstis

4 pav. PRB skirstymas ir jy produkuojamos medziagos [23]



Kietyjy siiriy gamybos procesui biitina naudoti kruopsc¢iai atrinktas starterines kultiiras,
kurios gali vystytis ir i§likti gyvybingos aukstoje temperattroje bei per trumpa laika jvykdyti
savo funkcijas. Tinkamas parinkimas leidzia gauti reikiama strio skonj bei aromata,
konsistencijg, kuriuos lemia kazeino skaidymas, lakiosios riigstys, esteriai ir kiti skonio bei
aromato junginiai. Dél $iy prieZzasCiy, labai svarbu uztikrinti reikiamg S. thermophilus ir Lb.
helveticus raugy santykj. Mezofiliniai raugai (Lc. lactis subsp. cremoris) veikia stiriy gamybos
pradzioje, stimuliuodami S. thermophilus. Po antrojo paSildymo mezofilinés PRB tampa
nebegyvybingos. S. thermophilus atlieka pagrindinj vaidmenj rtgimo procese. Lactobacilus
bulgaricus isskiria amino ragstis, kurios stimuliuoja S. thermophilus vystymasi. Lb. helveticus
uzbaigia rauginimo procesa, suskaidydami likusius cukrus (laktozg ir galaktoze) [24].

Kita svarbi pieno rugsties bakterijy funkcija — slopinti bakterijas, islikusias po
pasterizacijos ar patekusias antrinio uZter§imo metu. Sioms bakterijoms reikia laktozés, kuria
suvartoja starterinés bakterijos ir pasaliné mikroflora nebegali augti. Pieno riigSties bakterijos
pasizymi ir antimikrobiniu poveikiu [24]. Riigsties gamyba sustoja, kai visa laktozé siiryje yra
suskaidoma (i$skyrus minkstuosius siirius). Pieno riigSties fermentavimas paprastai yra greitas
procesas. Kai kuriuose siiriuose, tokiuose kaip ¢ederio, $is procesas turi biiti baigtas pries strio
presavima, kity rii§iy — per savaitg. Jei | raugo sudéti jeina bakterijos, gaminan¢ios CO2, masés
rugstéjimg lydi CO2 iSskyrimas. Raugo misinio kultiiros su galimybe produkuoti CO2 yra buitinos
striams, kuriems biidinga struktiira su apvaliomis ar netaisyklingomis akimis. ISsiskiriancios
dujos 1§ pat pradziy iStirpsta drégmés fazéje, taciau kai tirpalas tampa sotus, dujos iSsiskiria ir
suformuoja akis [25].

Pernelyg didelé ruigSties gamyba gali neigiamai paveikti kietyjy siiriy gaminimg. Todél
labai svarbu kontroliuoti bakterijy augimg, kad buty uzkirstas kelias bakterijoms, kurios gali
sukelti kar¢iyjy peptidy kaupimasi, kurie neigiamai paveikia siirio skonj ir sumazina komercine
verte. Taip pat manoma, kad lastelinés peptidazes, iSlaisvintos i$ starteriniy kulttiry bakterijy
brandinimo metu, turi galimybe skaidyti kar¢iuosius peptidus } mazesnius, nekarcius peptidus ir

amino ragstis [26].

1.3. Pieno rigsties bakterijuy reik§mé siiriy gamyboje

IS pat pradZiy pagrindinis PRB tikslas siirio gamyboje buvo prailginti siirio tinkamumg
vartoti ir iSsaugoti maistingus pieno komponentus. Didziuliai PRB kiekiai islieka siiryje viso
nokinimo metu ir vaidina svarbig rol¢ brendimo procese. Stirio mikroflora gali biiti suskirstyta j

dvi grupes: starterines PRB ir nestarterines PRB. L. lactis, S. thermophilus, Lb. helveticus ir L.
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delbrueckii dalyvauja rtgsties gaminimo procese ir prisideda prie nokinimo, todél vadinamos
starterinémis kulttiromis. Starterinés PRB gali biiti apibréziamos kaip izoliatai, kurie produkuoja
pakankamai riigSties, kad sumazinty pieno pH. Nestarterinés PRB, patekusios i§ aplinkos,
koliforminés bakterijos, mieclés ir/ar pelésiniai grybai, patogenai yra antriniai mikroorganizmai.
Jie taip pat gali Siek tiek prisidéti prie ragsties produkavimo gamybos metu, tatiau svarbiausig
vaidmenj vaidina nokinimo metu [6].

Pieno riigsties bakterijos stiriy gamyboje atlieka $ias funkcijas:

e KeiCia pagrindinius pieno komponentus (pieno cukry, baltymus, riebalus) i
junginius, lemiancius skonines ir aromatines siiriy savybes, jy maisting ir biologing
verte;

e Skatina Sliuzo ir kity pieng traukinanciy fermenty veiklg ir sutraukos sinereze, nes
pakoreguoja pH reik§meg, kurioje $liuzo fermentas veikty geriausiai;

e Dalyvauja strio konsistencijos susidarymo ir iSakijimo procesuose;

e Sudaro nepalankias sglygas Zalingai mikroflorai vystytis;

e Skaido pieno riebalus, kuriy hidrolizés produktai yra svarbiis siirio skoniui,
aromatui ir konsistencijai susidaryti [27].

Daugelis PRB gamina egzopolisacharidus, kurie gali suteikti stiriui klampuma, stabilumg ir
vanden] suriSantj efekta. Auganti naturaliy ir sveiky produkty, maisto su mazu riebaly bei
cukraus kiekiu paklausa paskatino maisto perdirbimo jmones daugiau dométis pieno rugsties
bakterijy i$skiriamomis medziagomis bei jy suteikiamomis savybémis [28]. Tyrimai taip pat
parodé, kad naudojant egzopolisacharidus ir PRB, galima padidinti mazo riebumo siriy
funkcines ir vandens suriSimo savybes, o drégmés sulaikymas gali pagerinti mazo riebumo
Mozzarella sirio lydymosi savybes. Sios suteikiamos savybés parodé, kad egzopolisacharidai
turi platy techninj pritaikyma naujiems, patobulintiems produktams su pagerintu stabilumu bei
skoniu [27].

Gaminant siirius, mikrobiologiniai procesai uZima vieng 1§ svarbiausiy viety. IS jy biity
galima iSskirti PRB vykdomus procesus. PRB produkuojama pieno rugstis Zzmogaus organizme
atlieka tokias naudingas funkcijas kaip: a) pagerina pieno baltymy virSkinamumg, b) gerina
kalcio, gelezies ir fosforo pasisavinima, c¢) stimuliuoja skrandzio sul¢iy sekrecija [29].

Kietyjy striy gamybai naudojamas sudétinis raugas, ] kurio sudétj paprastai jeina
termofilinés pieno rugsties lazdelés Lb. helveticus, termofiliniai streptokokai (S. thermophilus) ir
propiono rigities bakterijos (mezofiliniai laktokokai gali jeiti arba nejeiti). Sio tipo siriy
gamyboje antrasis siiriy pasildymas paprastai vyksta 54 — 56 °C temperatiiroje, ir po jo islieka tik
termofilinés pieno rtgsties bakterijos — lazdelés Lb. helveticus ir streptokokai S. thermophilus.
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Sios bakterijos toliau dauginasi sirio galvoje ir suteikia jam biidinga skonj ir kvapa. Nuo PRB,
jeinanc¢iy ] raugy sudétj, savybiy labai priklauso technologinio proceso eiga, taip pat ir siirio
savybés, todél nuolat vykdoma naujy padermiy paieska [5, 30].

Termofilinés pieno riigsties lazdelés yra Gramteigiamos, spory nesudarancios lazdelés. Jos
biina jvairaus ilgio (1,0 — 10,00 um) ir ploc¢io (0,5 — 1,2 pm), i$sidés¢iusios atskiromis lgstelémis
arba grandinélémis. Daugeliu atvejy lasteliy struktira negriidéta. Termofilinés pieno rigsties
lazdelés yra fakultatyviniai anaerobai, kartais mikroaerofilai. Optimali jy augimo temperattira —
37 — 45 °C. Neauga 15 °C, gerai auga 45 °C temperatiiroje, nesudaro NHz 1§ arginino.
Identifikuojamos pagal angliavandeniy skaidymo rezultatus. DidZiausias rtgstingumas — 300 °T
[30].

Termofiliniai streptokokai — Gramteigiami kokai, gana jvairiy dydziy, formos ir Igsteliy
i§sidéstymo. Daugelio termofilinio streptokoko kultiiry lastelés yra 0,7 — 1,0 um skersmens,
apvalios, ovalinés formos 0,5 — 0,8 x 0,7 — 1,0 um, i$sidésCiusios po vieng, jvairaus ilgio
grandin¢lémis ar netaisyklingais kaupiniais. Didziausias raigstingumas — 110 — 120 °T. Augimo
temperatiira yra 40 — 45 °C, minimali — 15 °C. Optimali augimo temperatiira 37 °C, sparciai auga
piene, suformuodamos tvirta struktiira, nesudarydamos dujy. Sio mikroorganizmo proteolitiné
sistema yra ribotesné nei kity, todél jprasta S. thermophilus naudoti kartu su kitomis
laktobacilomis, kad bty pasiekta maksimali  pieno  ragsSties gamyba. S.
thermophilus nesugebéjimas skaidyti galaktozés lemia jos iSsiskyrimg i$ lastelés, kas gali sukelti
skonio ir struktiiros ydas striams. S. thermophilus isskiriami egzopolisacharidai yra svarbis
jogurty gamybai, todél S. thermophilus tradiciskai naudojami kartu su kitomis laktobacilomis

kaip starterinés kultiros jogurto, o taip pat ir stirio gamyboje [30].

1.4. Lactobacillus genties bakteriju savybés

Pirmg kartg Lactobacillus gentis buvo apibtdinta 1901 metais Beijerinck'o. Lactobacillus
gentis yra didziausia PRB grupé¢, ja sudaro 158 raisys, 7 i§ jy suskirstytos 1 18 porisiy.
Lactobacillus bakterijos gali biti apibidinamos pagal tai, i§ kokio Saltinio buvo iSskirtos. Jos
gali buti iSskirtos i§ pieno produkty, mésos, vyno, augaly, gyviny virskinimo trakto, raugo.
Laktobacily gentis yra didziausia PRB grupé¢ ir apima svarbiausias rii§is maisto mikrobiologijoje.
Keletas Lactobacillus genties riiSiy yra svarbios kaip konservantai ir kaip starterinés kultiiros
fermentacijos procesuose. Kai kurios riSys taip pat naudojamos kaip probiotikai. Daugelis §ios

genties rusiy yra jtrauktos | GRAS sarasa [31].



Lactobacillus gentis susideda i§ Gramteigiamy, spory nesudaranciy lazdeliy, daZzniausiai
yra nejudrios ir gali redukuoti nitratus. Katalazés reakcija neigiama. Paprastai sunaudoja
gliukoze fermentacijos ar glikolizés metu. Taip pat gali buti homofermentinés (gaminti daugiau
nei 85 % pieno rigsties i§ gliukozés) arba heterofermentinés (gaminancios pieno rigstj, COg,
etanolj ir/arba acto rugstj ekvimoliniais kiekiais) [32].

Pagal susidariusius fermentacijos produktus laktobacilos skirstomos | grieztas
homofermentines (L. plantarum, L. acidophilus, L. casei, L. salivarium), grieztas
heterofermentines ir fakultatyvines heterofermentines. Homofermentinés laktobacilos skaldo
gliukoze, fruktoze, galaktoze, maltoze, sorbitg ir fermentacijos metu susidaro apie 85 proc. pieno
rugsties. Heterofermentinés laktobacilos skaldo gliukoze, ksiloze, arabinoze, ramnoze ir tuomet
susidaro mazesnis kiekis pieno rugsties (50 proc.). Fakultatyvinés heterofermentinés laktobacilos
uzima tarping padétj. Jos skaldo pentozes (arabinoze, ksiloze ir kt.) ir heksozes (gliukoze,
fruktoze, maltozg ir kt.), susidaro pieno rigstis, o kai triksta gliukozés, skaldo ja iki acto rtigsties
ir spirito [33].

Laktobacilos yra iSrankios terpei — jy auginimui reikalinga turtingos sudéties terpé. Man,
Rogosa, Sharpe terpé (MRS) yra tinkamiausia, taciau Liew as ir kt. [34] nustaté, kad mieliy
ekstrakto, gliukozés, vitaminy priedai padidino gyvybingy lasteliy skaiciy, lyginant su MRS.
Sitloma terpes laktobacily auginimui papildyti gliukoze, mésos ekstraktu, KoHPOa4, natrio
acetatu, amonio citratu [23].

1.4.1. Lactobacillus helveticus

Lb. helveticus priklauso PRB. Sis mikroorganizmas yra pripazintas kaip saugus ir yra
jtrauktas | GRAS saraSa. Lb. helveticus pasizymi savybémis, kurios yra ypa¢ pageidaujamos
pieno produkty gamybai. Lb. helveticus, kai kuriais atvejais su S. thermophilus ir L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, naudojamos kartu kaip starterinés kulttiros daugiausiai auksStoje temperatiiroje
gaminamiems siriams gaminti: SveicariS$ko tipo, ilgo brandinimo italiSkiems tokiems kaip
Emmental, Gruyere, Grana Padano ir Parmigiano Reggiano ir fermentuotiems pieno gérimams.
Pagamintas ¢ederio siris turi karty skonj, todél Lb. helveticus pieno riigsties bakterijos dedamos,
kad panaikinty kartuma, jos taip pat suteikia i$skirtinj skonj. Dél $iy priezasciy Lb. helveticus yra
svarbi starteriniy kulttiry sudétiné dalis [35].

Vartotojy susidomé¢jimas funkciniu maistu skatina ieskoti, kokie bioaktyvis komponentai
susidaro fermentuotuose pieno produktuose, veikiant PRB, ypa¢ Lb. helveticus, taigi Lb.

helveticus bakterija yra svarbi gerinant sveikatg [25].
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Lb. helveticus Gramteigiama, katalazei neigiama, spory neformuojanti, lazdelés formos
(0,5 - 1,1 um) termofiliné PRB. Anks¢iau buvo zinoma kaip Thermobacterium helveticus. Lb.
helveticus daugiausiai i$skiriama i§ pieno ir ypa¢ i§ siriy. Jos gerai auga esant 45 °C
temperatiroje. Lb. helveticus yra homofermentinés bakterijos, daugiausiai fermentuojancios
heksozes iki pieno riigsties. Nefermentuoja pentozes ir gliukonato. Visos padermés fermentuoja
laktoze, galaktozg ir gliukozg, o kai kurios ir fruktoze, maltoze, manoze [42].

Gaminti stiriams naudojamos natiiralios iSriigy starterinés kultiros. Jos ruoSiamos i$
ankstesnio siirio gaminimo i8riigy, kurios laikomos Zemoje temperatiiroje [36]. Mikrobiné
sudétis gali buti gana jvairi ir priklausyti nuo aplinkos salygy, taciau dazniausiai dominuojanti
tampa Lb. helveticus, kurios prisideda prie jvairiy skoniy sukiirimo daugelyje siiriy.

Lb. helveticus bakterijos, kai yra naudojamos kaip starterinés kulttros, prisideda ne tik
prie riigSties gamybos, taciau ir prie skonio, kvapo ir tekstiiros susidarymo brandinimo metu. Lb.
helveticus prisideda prie skonio formavimosi dél amino riig§¢iy katabolizmo, kuris prasideda
transaminacija j alfa keto rugstis, kurios toliau suskaidomos j lakiuosius skonio junginius ar j
silpnesnio skonio ir mazesnio aktyvumo hidroksi- ragstis. Aukstas hidroksi- ragsties
dehidrogenazés aktyvumas gali sumazinti lakiyjy skonio komponenty kiekj ir formavimasi 1§ alfa
keto ragsciy. Lb. helveticus islaisvina vidulastelinius fermentus, tokius kaip peptidazés [6].

Lb. helveticus autolizé yra svarbus faktorius, kuris prisideda prie proteolizés iniciacijos ir
skonio suteikimo [37]. Lb. helveticus autolizé yra pagrindinis veiksnys, kuris i$laisvina
vidulgstelinius fermentus. Tai sukelia greitesnj nokimg ir pagerina skonines savybes. Lb.
helveticus islaisvina didelius kiekius citoplazminiy fermenty, tokiy kaip laktato dehidrogenazé
[38].

Lb. helveticus, lyginant su kitomis laktobacilomis, gana lengvai prisitaiko prie skirtingy
augimo salygy. Tod¢l bakterijos fermentuoja daug jvairiy angliavandeniy ir proteolizés metu
suskaido baltymus. Lyginant su kitomis laktobacilomis, Lb. helveticus geriau toleruoja didesnes
pieno riigties ir deguonies koncentracijas. Sios savybés leidzia labiau pritaikyti Lb. helveticus
maisto pramonéje, nei kitas laktobacilas. Lb. helveticus yra pagrindinis proteolitinis agentas
kietuosiuose striuose ir gali produkuoti auksto lygio vidutinio dydZio ir mazus peptidus, taip pat
laisvas amino rugstis siirio brandinimo metu. PRB sukeliamas amino riig§¢iy ir sieros
katabolizmas vaidina labai svarby vaidmenj skoniui susidaryti stirio brandinimo metu [27].

Skirtingai nuo kity PRB, Lb. helveticus gali valdyti lasteliy apvalkaly proteinazes (CEP),
pavadintas PrtH2 ir PrtH. Sios CEP parodo kitokig skilimo specifika, veikiant gryna alfa s1-

kazeing, taciau lieka neiSnagrinétas klausimas dél jy veiksmy siiryje ir galimo indélio |
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tamprumg. LDb. helveticus padidina tamprumo savybes lyginant su kitomis termofilinémis

laktobacilomis, tokiomis kaip L. delbueckii subsp. lactis [37].

1.4.2. Lactobacillus helveticus proteolitinis aktyvumas

Vartotojy susidoméjimas funkciniu maistu skatina ieskoti, kokie bioaktyviis komponentai
susidaro fermentuotuose pieno produktuose, veikiant PRB, ypa¢ Lb. helveticus, taigi Lb.
helveticus svarbus ir gerinant sveikatg [25].

Proteoliz¢ yra laikoma vienu i§ svarbiausiy biocheminiy procesy, vykstanciy fermentuoty
pieno produkty gamyboje. Taip pat tai pats svarbiausias procesas aromato formavimuisi
kietuosiuose siiriuose brandinimo metu. Amino rigstys, susidariusios proteolizés metu, yra
pagrindiniai specifiniy aromato junginiy pirmtakai: alkoholiai, aldehidai, rugstys, esteriai ir
sieros junginiai [28].

PRB proteolitiné sistema susideda i§ trijy pagrindiniy komponenty: 1) lasteliy sienelés
proteinaziy, kurios inicijuoja kazeino skilimg j oligopeptidus, 2) peptidy transporteriy, kurie gali
pernesti peptidus j lastelg, 3) jvairios vidulgstelinés peptidazés, kurios skaido peptidus j
trumpesnius peptidus ir amino ragstis. Taip pat pieno rugsties bakterijos turi daug prolino
peptidaziy, o kazeine gausu prolino, todél $ios bakterijos geba juos skaidyti [39].

Lb. helveticus bakterijos buvo laikomos labai svarbiomis PRB kietyjy stiriy gamyboje dél
savo geb¢jimo pagerinti stirio kokybe. Per pastaruosius 20 mety Lb. helveticus bakterijos vis
dazniau naudojamos dél savo gebéjimo gaminti biologiSkai aktyvius junginius pieno
fermentacijos metu. Lb. helveticus svarba siiriy gamyboje priklauso nuo Sios PRB proteolitinés
sistemos efektyvumo, kuri, kaip teigiama, yra efektyviausia ne tik tarp jvairiy Lb. helveticus
padermiy, tafiau ir tarp visy PRB. Lb. helveticus autolizés metu iSsiskiria vidulgsteliniai
fermentai, kurie turi daug jtakos siirio brendimui. Tokiu atveju i§laisvinti proteolitiniai fermentai
sumazina kartumag ir taip pagerina strio skonines savybes [17].

Atlikta daug tyrimy, susijusiy su Lb. helveticus proteolitine sistema, tadiau bitini
tolimesni tyrimai. PavyzdZiui, maZai Zinoma apie lasteliy apvalkaly proteaziy specifiSkuma
kazeinui, transporting peptidy sistema, ir faktorius, kurie gali paveikti atskirus proteolitinés
sistemos elementus ir visg sistemg. [vairiy skirtingy padermiy variacijos proteolitinéje sistemoje
gali nebtti lemianciu veiksniu Lb. helveticus augimui, bet gali turéti didelj poveikj bioaktyviy
peptidy gamybai [33].

Lb. helveticus gali greitai daugintis piene dél savo auksto proteolitinio aktyvumo, kuris

leidzia panaudoti hidrolizés metu i§ pieno baltymy islaisvintus mazesnius peptidus ir amino
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ragstis. Greitg Lb. helveticus augimg piene lemia veiksmingy CEP efektyvumas, dél subtilizino
tipo serino proteazés. Sie fermentai taip pat yra labai svarbiis susidarant tekstiirai ir formuojant
skonj kietajame stiryje, taip pat susidarant biologiskai aktyviems peptidams [40].

Naudojant genetines ir biochemines priemones, jmanoma inicijuoti proteoliting sistema,
kuri gali sukelti ypa¢ svarbiy biologiSkai aktyviy peptidy ar fermenty, i$skirty i§ reikiamo
mikroorganizmo, kuris gali biiti naudojamas atskirai, gamybg [41].

Kai kuriy striy gamyboje, tokiy kaip Sveicarisko tipo, stengiamasi proteolize Stabdyti
nokinimo metu. Todél Lb. helveticus tampa nepageidaujama PRB tokiy stiriy gamyboje, nes turi
ypac stiprias proteolitines savybes [29].

Vartotojy susidoméjimas funkciniu maistu motyvuoja mokslininkus susikoncentruoti ties
biologiskai aktyviy komponenty susidarymu pieno fermentacijos metu pieno produktuose dél
PRB veiklos, tokiy kaip Lb. helveticus. Pieno baltymai yra laikomi svarbiausiu bioaktyviy
peptidy Saltiniu. Bioaktyvis peptidai gali biiti gaunami hidrolizés metu i§ proteolitiniy
mikroorganizmy tokiy kaip Lb. helveticus. Pieno fermentavimo metu tik 1 — 2 % pieno baltymy
,atlaiko® proteolize. Proteolizés efektas yra tas, kad fermentuotas pienas turi didesnj kiekj
baltymy ir laisvyjy amino riig8ciy, ypatingai valino, histidino, serino ir prolino, nei
nefermentuotas pienas [42, 43]. PRB pasikliauja savo proteolitinés sistemos kompleksu gauti
visas reikiamas laisvasias amino rugstis, reikalingas augti piene. Todél Lb. helveticus padermés
yra vienos i$ labiausiai maistinés medziagoms iSrankiy PRB ir yra jvardijamos kaip keleto amino
rug8ciy auksotrofai. Siekiant uztikrinti savo mitybos reikalavimus, kai auga piene, Lb. helveticus
proteolizés metu suskaido baltymus j mazesnius peptidus ir i$laisvina amino rugstis i§ kazeino
matricos. Tai paaiskina, kodél Lb. helveticus turi didesnj proteolitinj aktyvuma i§ visy kity

laktobacily ir kodél hidrolizuoja daugiau kazeino augimui skirtoje terpéje, nei kitos rusys [42].

1.4.3. Lactobacillus helveticus antimikrobinis aktyvumas

Vartotojai vis daugiau démesio skiria savo mitybai bei maisto produkty sudéc¢iai. Renkasi
produktus, kuriuose yra mazesnis cheminiy maisto priedy Kiekis, ta¢iau tuo pat metu nori ir
aukstos produkto kokybés ir ilgo tinkamumo vartoti termino. Visi tai skatina ieskoti iSeiciy bei
budy, kaip patenkinti vartotojy poreikius [44].

Maisto uzterStumas jvairiais toksiniais pelésiniais grybais Siuo metu yra didziulé problema.
Sitiliniai grybai ir mielés yra pagrindiniai gedimg sukeliantys organizmai kietuosiuose siiriuose.
Pelésiniy gryby augimas sukelia pakitimus tekstiiroje ir pablogina prekine iSvaizda, 0 tai lemia

ekonominius nuostolius. 5 — 27 % visos maisto produkcijos JAV yra prarandama dél pelésiniy
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gryby veiklos. Toksiski ir gedima sukeliantys grybai yra atsakingi uz jvairias ligas ir sveikatos
sutrikimus, dél gaminamy mikotoksiny ar alerginiy konidijy, spory ir miceliy [44].

Kietieji stiriai yra gaminami taikant aukstg antro pasildymo temperatiira, todél patogeninés
bakterijos proceso metu yra inaktyvuojamos. Taciau pelésiniy gryby sporos gali islikti arba
pelésiniai grybai gali atsirasti striy nokinimo metu. Todél labai svarbi PRB Lb. helveticus
savybé — antigrybinis veikimas pries pelésinius grybus [45].

PRB gamina antagonistines medziagas, kurios geba kontroliuoti patogeniniy bakterijy ir
nepageidaujamy, gedimg sukelianciy, pelésiniy gryby augima fermentacijos metu (2. 4 pav.). Jy
antimikrobinis aktyvumas, augimo savybés ir jvairios medziagos, kurios yra gaunamos
fermentacijos metu, yra labai vertinamos. Taciau yra gana mazai moksliniy darby apie PRB
veikimg pries pelésinius grybus siiriy gamyboje ir labai mazai komerciniy patikimy kultiiry yra
prieinamy rinkoje [46]. Nors didelis moksliniy darby skaicius patvirtina, kad kai kurios PRB turi
stipry aktyvuma pries§ pelésinius grybus laboratorinémis saglygomis, néra informacijos apiec PRB
naudojimg prie$ konkrety pelésinj gryba konkrecioje stirio gaminimo sistemoje. Priesgrybinis
PRB poveikis stirio gamyboje turi biti kruops¢iai nagrinéjamas [41].

D¢l riigsties produkavimo produkto pH sumazéja, todel yra slopinamas patogeniniy
bakterijy, kurios gali sukelti maisto gedima, apsinuodijimg ir jvairias ligas, augimas. Pavyzdziui,
PRB pasizymi stipriu poveikiu prie§ pelésinius grybus. Naudojant jas, kietyjy fermentiniy stiriy
tinkamumo vartoti terminas yra pailginamas. Tai vyksta todél, kad pageidaujamy bakterijy
spartus augimas maiste nukonkuruoja, uzgozia kity, nepageidaujamy bakterijy augima. Taigi,
PRB fermentuotas maistas turi pieno rtigsties, kaip pagrindinio konservanto, nes PRB augima
lydi pieno rugsties ir acto riigSties susidarymas su zeme¢jan¢iu pH ir didéjanciu titruojamu
ragstingumu. Naudoti PRB pieno produkty fermentacijai yra naudinga tuo, kad tai Svelnesnis
konservavimo metodas [43].

Lb. helveticus turi galimybe gaminti dideliais kiekiais pieno riigstj ar kitas medziagas su
stipriomis prie§ pelésinius grybus veikian¢iomis savybémis. Daugiausiai nustatyty tokiy
medziagy yra mazos molekulinés masés medziagos, jskaitant ir organines riigstis, vandenilio
peroksida, baltyminius junginius, hidroksi- riebaly ragstis ir fenolinius junginius [47].
Heterofermentinés bakterijos produkuoja propiono riig§tj mazais kiekiais. Propiono riigstis
apibiidinama kaip turinti aktyvuma, nukreipta j membrang Z, kur pagrindiné jo funkcija — veikti
prie$ bakterijas ir pelésinius grybus. Propiono ragstis jsiterpia j membrang ir taip neutralizuoja
elektrocheminj protony gradienta, sukeldama bakteriostaze ar fungistaze. Taciau acto ir propiono
rugsties efektas dazniausiai priklauso nuo pH sumazéjimo, kurj sukelia pieno rtigstis. Moon as

teigia, kad pieno, acto ir propiono ragsties miSinys drastiSkai Sumazina mieliy augima, nors
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mielés vis tick gali gerai augti ypatingai auksStoje (100mmol/l) acetato koncentracijoje [48].

Propionatas buvo labiau slopinantis nei acetatas ar laktatas [49, 46].

4 pav. (a) Pelésiniy gryby (Aspergillus flavus) augimas neslopinamas; (b) PRB (Lactobacillus
rhamnosus) slopinantis poveikis pries pelésinius grybus (Aspergillus flavus) [49]

Salomskiené ir kt. [50] teigia, kad Lactobacillus genties bakterijy aktyvumas prie§ C.
herbarum daugiausiai buvo fungicidinis, t.y. mikromiceto augimas visiskai stabdomas, tik Lb.
helveticus 148/3 pasizyméjo fungistatiniu poveikiu, t.y. slopino mikromiceto sporuliacijg. Visos
tirtos PRB pries S. brevicaulis veiké tik fungicidiskai (Zr. 1 lent.).

Kiti autoriai taip pat nurodo daZznesnj fungistatinj negu fungicidini PRB poveikj
mikromicetams. Nustatyta, kad pries P. chrysogenum veiké tik Lb. helveticus 14 supernatantai.
Galima spresti, kad supernatantuose esancios biologisSkai aktyvios medziagos daro didesng jtaka
spory susidarymo procesui, negu micelio augimui [50].

Yra duomeny, kad PRB supernatantai buvo efektyvesni prie§ P. nordicum, negu PRB
lasteliy suspensijos MRS sultinyje. Dar maziau i§ tirty PRB padermiy supernantanty veiké A.
brasiliensis ir A. versicolor augimg ir sporuliacija. Pries A. brasiliensis veiké tik Lb. helveticus

supernatantai [50].
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1 lentel¢. PRB aktyvumas prie§ mikromicetus [56]

Pelésiniai grybai PRB padermés | Lb. helveticus 14 | Lb. helveticus 3 | Lb. helveticus 148/3
PRB Igsteliy
i suspensija 24,0+1,0 20,0+1,0 14,7+1,0*
C.herbirlum SR MRS sultinyje
Super-natantas 15,340,6 19,0+£1,0 14,0+0,0*
£ PRB Igsteliy
E_ P.chrysogenum suspensija 16,0+0 0 0
S SR-12 MRS sultinyje
g Super-natantas 14,3+0,6* 0 0
% PRB Iasteliy
g |S. brevicaulis Mi- suspensija 0 19,3+0,6 20,0+0,6
S Gr-5 MRS sultinyje
5 Super-natantas 0 19,340,6 18,0+1,0
E PRB Igsteliy
‘S | A. brasiliensis suspensija 0 0 0
= Mi-G-21 MRS sultinyje
Super-natantas 14,2+0,1* 0 0
PRB Iasteliy
A. versicolor Mi- suspensija. 0 0 0
Pr-4 MRS sultinyje
Super-natantas 0 0 0
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

2.1. Darbo organizavimas ir tyrimo objektas

Darbas atliktas Kauno technologijos universiteto Maisto instituto mikrobiologijos mokslo
laboratorijoje 2015 — 2017 m.

PRB kultaros (Lb. helveticus 14, Lb. helveticus 3, Lb. helveticus 148/3) gautos i§ KTU MI
kolekcijos.

Eksperimentiniai kietieji fermentiniai stiriai buvo gaminami vienoje i§ Lietuvoje veikian¢iy
sturiy gamykly pusiau gamybinémis sglygomis. Kontroliniai méginiai buvo gaminami
gamybinémis saglygomis.

Darbo tikslas — pagerinti kietyjy striy kokybe, panaudojant $alia jprastinio raugo isskirtas
1§ fermentiniy striy, pagaminty su spontaniniu raugu, grynas termofiliniy pieno rugsties lazdeliy
kultdiras ir kultiiras su prieSgrybinémis savybémis.

Tyrimo objektas — pieno rugsties bakterijy kultiiros, i$skirtos i§ kietyjy fermentiniy striy,
pagaminty i§ Zzalio pieno. Suriy méginiai termofiliniy PRB kultiry gavimui (Permigiano
Reggiano — 2 vnt., Grana Padano — 1 vnt., Tete de Moine — 1 vnt.) jsigyti prekybos centre.

2.2. Pieno rigsties bakterijuy iSskyrimas i$ savaiminio riigimo maisto produkty

2.2.1. Gryny kultiry iSskyrimas

Kietyjy fermentiniy striy méginiai (Permigiano Reggiano — 2 vnt., Grana Padano — 1 vnt.,
Tete de Moine — 1 vnt.) termofiliniy PRB kultiiry gavimui paséti pavir$iniu biidu j MRS agar
with Tween (Biolife, Italija) (. 1 lent.) terpe (séti 107 — 1070 skiediniai po 0,1 ml). Pavirsinis
s¢jimo biuidas parinktas dé¢l stambesniy kolonijy terpés pavirSiuje gavimo. Inkubuota 37 °C
temperatiiroje anaerobinémis saglygomis. Kolonijos briikSniavimo budu j tg pacig terpe persétos
dar 2 kartus kultiiry i$gryninimui. I$ i$skirty kultiiry kolonijy paruosty tepinéliy mikroskopinis
vaizdas stebétas ir vertintas biologiniu mikroskopu (Laboval) naudojant 1000 karty didinima.
Tyrimo objektai — pieno rugsties bakterijy (PRB) kultdros, iSskirtos i§ prekybos centre
1sigyty kietyjy fermentiniy striy:
1. ,,Permigiano Reggiano “ (PR1); 125 g; tinkamas vartoti iki 2016 07 12, Italija.
2. ,,Permigiano Reggiano “ (PR2); 200 g; tinkamas vartoti iki 2016 09 08, Italija.
3. ,,Grana Padano “ (GP3); 200 g; tinkamas vartoti iki 2016 09 18, Italija.
4. , Tete de Moine “ (TM4); 795 g; tinkamas vartoti iki 2016 10 29, Sveicarija.
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2.2.2. Mikrobiologiniai metodai

Pieno rugsties lazdeliy skaicius nustatytas MRS agar with Tween (Biolife, Italija) (zr. 2
lent.) terpéje anaerobinémis sglygomis, inkubuota 72 h 37 °C temperatiiroje [50].

S. thermophilus skai¢ius nustatytas M17 terpéje (Biolife, Italija) (2. 3 lent.) aerobinémis
salygomis, inkubuota 48 h 37 °C temperatiroje [51].

Mikroskopavimo metodas aprasytas [52].

ISskirtos grynos kultiiros laikytos minus 72 — 74 °C temperatiiroje VIABANK (MWE
medical wire) sistemoje. Kultaros atgaivintos MRS sultinyje (Biolife, Italija).

PR1, PR2, GP3, TM4 paséliai inkubuoti anaerobinémis saglygomis.

2 lentelé. MRS agar with Tween terpés sudétis

Sudétis Kiekis (g/1)
Jautienos ekstraktas 10,0
Mieliy ekstraktas 5,0

Peptonas 10,0
Gliukozé 20,0
Tween 80 1 ml
Dikalio hidrofosfatas 2,0
Amonio citratas 2,0
Natrio acetatas 50
Magnio sulfatas 0,2
Mangano sulfatas 0,05
Agaras 15,0

MRS agar with Tween terpés pH po sterilizavimo turi buti 5,4 £+ 0,1, esant 25 °C

temperatiirai. Terpé sterilizuojama 15 min autoklave 121 °C £ 1 °C.

3 lentele. M17 agaro terpés sudétis

Sudétis Kiekis (g/)
Sojos peptonas 5,0
M¢ésos peptonas 2,5

Kazeino peptonas 2,5

Mieliy ekstraktas 2,5

Meésos ekstraktas 5,0

Laktozé 5,0

Peptonas 2,5

Askorbino riigstis 0,50
Magnio sulfatas 0,25
Dinatrio — beta - glycerofosfatas 19,0
Agaras 12,75

18



M17 agaro terpés pH po sterilizavimo turi bati 6,8 + 0,1, esant 25 °C temperatiirai. Terpé

sterilizuojama 15 min autoklave 121 °C £+ 1 °C.

2.2.3. Biocheminiai metodai

Titruojamasis ragstingumas nustatytas titruojant 0,1 M NaOH 10 ml tiriamojo produkto ir
iSreiskiant °T/100 ml produkto.

Angliavandeniy skaidymo savybés nustatytos API 50 CH testais (bioMerieux), skirtais
pieno riigities lazdeliy savybiy tyrimui. Siam tyrimui atlikti be API 50 CH testy dar reikalingas
APl 50 CHL Medium (bioMerieux) (skiediklis). Skiediklis (zr. 4 lent.) buvo ruoSiamas
laboratorijoje. Sudétinés medziagos sumaiSomos ir istirpinamos. Nustatomas pH 6,7 — 7,1.

I$pilstoma po 10 ml. Sterilizuojama 121 °C temperattiroje 15 min. [53].

4 lentelé. Skiediklio sudétis

Sudétis Kiekis (g/l)
Bromkrezol purpurinis 0,17
Peptonas 10,0
Mieliy ekstraktas 5,0
Tween 80 1,0
K2HPO4 2,0
Natrio acetatas 5,0
MgSO4 0,20
MnSO4 0,05
Vanduo 1000

Svieziai uzauginta kultira naudojama tir§tai suspensijai paruosti 2 ml fiziologiniame
tirpale (8,5 g NaCl/1000 ml vandens). Toliau ruoSiama suspensija pagal MacFarlando standarta
Nr. 2, lasinant tir$tg suspensija i§ 2 mlj 5 ml fiziologinj tirpala.

I 10 ml violetinés spalvos API 50 CHL Medium pasiruosto skiediklio jlasinama 2 kartus
tiek tirStos suspensijos lasy i§ 2 ml tirio, kiek buvo lasinta, ruosiant 5 ml suspensijos pagal
MacFarlando standartg Nr. 2. Suspensija homogenizuojama ir naudojama tuoj pat po paruo$imo.

I API 50 CH penaly Sulinélius pilama gautos violetinés spalvos suspensijos pagal
MacFarlando standartag Nr. 2 iki ruozeliy. Iki Sulinélio virSaus uZpilama mineralinés alyvos.

Inkubuojama 36 °C £2 °C 48 h 6 h.
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Rezultatai vertinami po 48 h. Teigiama reakcija (+) geltona spalva (Nr. 25 + juoda
spalva); neigiama reakcija (-) violetiné spalva.

Rezultatai apdorojami, naudojantis bioMerieux duomeny baze.

2.2.4. Fiziologiniy savybiy nustatymas

Lactobacillus savybiy nustatymas atliktas pagal [51]:

= Katalazés reakcija—7.2.2.2 p.;

=  Augimas MRS sultinyje 15 °C ir45°C-7.2.2.3p,;

=  COgsusidarymas —7.2.2.4 p.;

= Augimas MRS sultinyje su 2 %, 4 %, 6,5 % NaCl.
Streptokoky savybiy nustatymas atliktas pagal [51]:

= Katalazés reakcija—7.3.2.2 p.;

= Augimas M17 sultinyje su 6,5 % NaCl 7.3.2.5p.;

= Augimas 10 °C, A pr,;

=  Augimas 45 °C, A pr.

2.2.5. Riugsties sudarymo aktyvumas ir juslinis jvertinimas

Pienas, i$pilstytas po 50 ml i buteliukus ir termiSkai apdorotas tekanciais garais autoklave,
atSaldytas iki 40 °C temperatiros, tada uzraugtas 3 % atitinkamos kulttiros (piene). Inkubuota
termostate 38 — 40 °C temperatiiroje [54].

Pazyméta sutraukos susidarymo trukme, i§ kurios sprendziama apie kultiiros riigsties
iSvystymo aktyvuma, nustatytas titruojamasis riigStingumas. Susidarius sutraukai, méginiai buvo
paliekami 1 — 2 h kambario temperattroje, po to laikomi 3 — 5 °C temperattroje. Kita diena

méginiai degustuoti. Vertinta sutraukos i§vaizda, skonis ir aromatas, konsistencija.

2.2.6. Genetiniai metodai

Naudota jranga genetiniams tyrimams: nukleortigi¢iy skyrimo automatas ,,QIAcube®,
amplifikavimo jranga ,,GTQ — Cycler 96* ir genetinis analizatorius su kompiuterine programa
mikroorganizmams identifikuoti ,,PyroMarkt Q24 system*.

Naudoti reagentai genetiniams tyrimams:

e QlAamp DNA Mini kit (Qiagen), katalogo Nr. 51304.
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e 3B Blacklight sepsis bacterial kit (3B BlackBio Biotech, India Ltd.), katalogo
Nr. 3B351.

¢ PyroMark Gold Q24 reagents (Qiagen), katalogo Nr. 970802.

e PyroMark Denaturation solution (Qiagen), katalogo Nr. 979007.

e PyroMark Binding buffer (Qiagen), katalogo Nr. 979006.

e PyroMark Annealing buffer (Qiagen), katalogo Nr. 979009.

e PyroMark Wash buffer (Qiagen), katalogo Nr. 979008.

e Streptavidin sepharose High performance (Sweden, GE Healthcare).

e PyroMark Q24 Plate (Qiagen), katalogo Nr. 979201.

e PyroMark Q24 Cartridge (Qiagen), katalogo Nr. 979202.

Tyrimy metodika

I$ tirty kietyjy fermentiniy stiriy i$skirtos pieno riigSties bakterijos buvo identifikuotos
pagal 16S ribosominés DNR (rDNR) geny sekas. IS pieno rugsties bakterijy lasteliy iSskirtos
DNR buvo amplifikuotos polimerazés grandinine reakcija (PGR), o nukleotidy sekos nustatytos
pirosekvenavimo metodu.

DNR isskyrimui 1 ml uzaugintos MRS sultinyje 24 h kultiiros centrifuguotas 15 min.
5000g greic¢iu. Mégintuvélis su nuosédomis perkeltas | QIAcube aparata, kuriame, naudojant
reagenty QiaAmp DNA mini (Qiagen) rinkinj, DNR iSskirta automatiskai. ISskirta DNR laikyta
minus 20 ‘C temperatiiroje iki PGR reakcijos atlikimo.

DNR pagausinimas atliktas naudojant 3B Blacklight sepsis bacterial kit (3B Blackbio
Biotech, India, Ltd.) rinkinj, kuriame yra trys (V1, V2 ir V3) universalis, tinkami bakterijy DNR
pagausinimui, pradmenys. PGR reakcijos miSinys: 25 ul 2X amplifikacijos miSinio, 10 pl 5X
pradmens (V1/V2/V3), 13 ul sterilaus vandens ir 2 ul isskirtos DNR. Mégintuvéliai patalpinti j
PGR GTQ-Cycler 96 (Hain lifescience) termociklerj. PGR protokolas: 1 ciklas — 5 min 94 °C; 35
ciklai — 20 s 94 °C, 20 s 54 'C ir 30 s 72 'C, 1 ciklas — 5 min 72 °C, atvésinama iki 10 "C.
Pasibaigus PGR reakcijai, méginiai iki analizés laikyti minus 20 ‘C temperatiiroje.

Sekvenavimo reakcijai j 200 ul mégintuvélj pilta 40 ul suriSimo buferio (Qiagen) (angl.,
binding buffer), 4 ul streptavidino sefarozés daleliy (GE Healthcare) ir 20 ul PGR produkto,
viskas gerai suspenduota. Paruosti mégintuvéliai uzdengti dangteliais ir jdéti j 14000 min™
purtykle 5 — 10 min. | sekvenavimo plokstelés méginiy Sulinélius pilta 20 pl hibridizacijos
buferio (angl. annealing buffer) ir 4 ul sekvenavimo pradmens. Mégintuvéliai su PGR produktu

ir sekvenavimo plokstelé perdéti ant rezervuaro. Specialia darbo ,,ranka®, sujungta su vakuumu,
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susiurbtas PGR produktas, ,,ranka“ 5 s jdéta j etanolj, 10 s j denatiiracijos tirpalg, 10 s plaunama
plovimo buferyje (angl. wash buffer) ir perkelta j sekvenavimo plokstele. Sekvenavimo plokstelé
su PGR produktu kaitinta 80 °C temperatiiroje 2 min ir atvésinta kambario temperatiiroje.
Pirosekvenavimui automatiniu PyroMark Q24 (Qiagen) aparatu naudotas Gold24 reagenty
(Qiagen) rinkinys (dATPaS, dCTP, dGTP, dTTP, fermenty ir substraty miSiniai).

Tirty kultiry gautos nukleotidy sekos analizuotos PyroMark Q24 programine jranga
(Qiagen). Nustatytos kokybiskos pieno riigsties bakterijy kultiry DNR nukleotidy sekos buvo
lyginamos su tarptautinio biotechnologijos informacijos centro (angl. National Center for
Biotechnology Information (NCBI)) bakterijy banko sekomis. Identifikuojamos bakterijos
priskirtos atitinkamai mikroorganizmo rusiai, kai bakterijy banke pateikti parametrai buvo
maksimaliausi, t.y. sunormuoti seky panasumo jver¢iai buvo didziausi, panasumo aptikimo
atsitiktinumai — maziausi, seky persidengimas ir identiSkumas — 95 — 100 %. Tirti izoliatai
identifikuoti kaip pieno riigties bakterijy padermés, jei bent du 16S geno pagausinti regionai

bakterijy banke rodé tokig pacia riisj.

2.3. Fungicidinis aktyvumas

I§ KTU MI mikroorganizmy kolekcijos parinktos PRB kultiiros (Lb. helveticus 14, Lb.
helveticus 3, Lb. helveticus 148/3), kuriy fungicidinés savybés nustatytos projekto
,,Antimikrobiskai aktyviy pieno rigsties bakterijy filogenetin¢ analiz¢ ir atranka raugy gamybai‘
Nr. SVE-12005 metu. Lb. helveticus 14 ir Lb. helveticus 148/3 pasizyméjo fungistatiniu
poveikiu, o Lb. helveticus 148/3 ir Lb. helveticus R — fungicidiniu poveikiu prie$ pelésinius
grybus [50].

2.4. Raugo ruosimo buido parinkimas

Atskiros kultiros buvo atgaivintos skystoje MRS terpéje, po to 2 kartus persétos | sterily
pieng su 2 % mieliy autolizato (MA).

1 — 6 variantai — sterilus pienas uzraugtas 4 % kiekvienos atskiros kulttiros, o 7 — 9
variantai — dviejy kultiiry (50 % : 50 %), i$skirty i§ to paties objekto, 4 % misinio. Inkubuota 37
°C temperatiiroje.

Motininio raugo miSiniai ruosti 2 biidais: i§ 2-o0 persodinimo kultiiry steriliame piene su
2% MA, ir 18 kultury, i8skirty i§ prekybos centre jsigyty kietyjy fermentiniy striy ir atgaivinty

MRS sultinyje. Toliau perséti j termiskai apdorotas skystas iSrligas, atgamintas i$ sausy.
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21 lentel¢je pateikti raugy miSiniy ruoSimo I ir II biidu tyrimo rezultatai. I biido 1 ir 2
variantai sudaryti i8 trijy objekty i$skirty 3-jy raugy kulttiry misinio, o 3 variantas sudarytas i§ 6-
iy kulttiry miSinio.

Pirmu budu raugta 400 ml iSriigy 0,1 % raugo (analogiski raugo kiekiai ir sudétis
naudojami gamybinémis sglygomis).

Il bado 1, 2 ir 3 variantai sudaryti i$ trijy objekty i$skirty 3-jy raugy kultiiry misinio. 400
ml iSriigy raugta trimis skirtingais kiekiais raugy: 1, 2 ir 3 variante, atitinkamai, 0,1 %, 0,5 % ir
1%.

2.5. Bandomuju ir kontroliniy striy tyrimo metodai

PRB kultiros, isskirtos i§ prekybos centre jsigyty kietyjy fermentiniy stiriy, su paruo$tomis
raugo sudarymo metodikomis buvo perduotos Lietuvoje veikianciai siiriy gamyklai bandomajai
kietojo fermentinio stirio gamybai. Bandomoji siiriy gamyba buvo vykdoma 2016 01 28 ir 2016
02 12.

Motininio ir gamybinio raugy, naudojamy kietojo fermentinio stirio gamybai, duomenys
pateikti 22 ir 23 lentelése.

Tam, kad iSsiaiSkintume, ar gautos kultiros veikia antigrybiskai, buvo gaminamas
eksperimentinis kietasis siiris. 2016 01 28 gamyboje naudotas gamybinis 1-as raugas, gautas i$
stipriu antigrybiniu poveikiu pasizymin¢iy Lb. helveticus kultiiry, o 2016 02 12 gamyboje — 2-as.
Kultiiros buvo maiSomos su tikruoju kontrolinio kietojo fermentinio siirio gamybiniu raugu

santykiu 1:1.

2.5.1. Kietyju siiriy gamybos technologija

Kietieji striai savo sudétyje turi maziau drégmeés ir gaminami aukStesnéje temperatiiroje
nei kiti striai. Dél gaminimo technologijos kietiesiems stiriams yra taikoma aukSta antro
pasildymo temperattira. D¢l ilgo stiriy brandinimo susidaro gurgzdi, kruopéta konsistencija, kieta
struktiira ir rySkus skonis.

Kietyjy fermentiniy stiriy gamybos technologijos proceso eiga:

— zaliavy ir pagrindiniy medziagy priémimas;

— pieno Saldymas, sukaupimas, ir laikymas;

— pieno brandinimas;
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— pieno Siluminis apdorojimas; kietajam fermentiniam stirilui  gaminti  pienas
pasterizuojamas 15 — 20 s 70 — 72 °C temperatiiroje;

— pieno mechaninis apdorojimas;

— pieno uzraugimas: pieno misinys pasildomas iki 33 — 34 °C temperatiiros ir uzraugiamas
gamybiniu termofiliniy pieno rigsties bakterijy raugu;

— pieno fermentinis traukinimas: pienas traukinamas 30 — 33 °C temperataroje, 30 — 40
min.

— sutraukos apdorojimas: sutraukos apdorojimo metu ji yra pjaustoma ir gaunami griideliai,
véliau maiSoma. Po to seka antrasis pasildymas 56 °C temperataroje, 10 — 15 min. Antrojo
pasildymo temperatiira ir trukmé turi didele reikSme siiriy mikrobiologiniams ir biocheminiams
procesams, o kartu ir pagaminto produkto juslinéms savybéms. Gaunamy griideliy dydis 2 mm,
pjaustymo trukmé 10 — 15 min.

— sutraukos formavimas;

— sutraukos presavimas: taikomas 150 kPa slégis, trukmé 72 val., gauto siirio pH=4,7;
drégmé 40 — 42.

— striy stdymas: siris stidomas 20 — 22 % strymo koncentracijoje, 8 — 14 °C
temperatiroje, sidymo trukmé iki 3 savaiciy.

— stiriy nokinimas: Stiriy nokinimo trukmé nuo 3 iki 12 mén. ir daugiau, palaikant 80 — 85

% santyking drégme, 10 — 14 °C temperatiroje [55].

2.5.2. Mikrobiologiniai tyrimy metodai

Bandiniai mikrobiologiniams tyrimams buvo imami, vadovaujantis standartu [56].

PRB skaiCiui nustatyti buvo naudojamos terpés: M17 agaras (Zr. 3 lent.), lékstelés
inkubuotos 48 h 37 °C temperatiroje ir MRS agar with Tween pH 5,4 (Zr. 2 lent.), 1ékstelés
inkubuotos 72 h 37 °C temperatiiroje.

Koliforminiy bakterijy skai€iui nustatyti buvo naudojama Violet red bile lactose agar
(VRBL) (Liofilchem, Italija) (zr. 5 lent.). Lékstelés inkubuotos 24 h 30°C temperatiiroje.

Mieléms ir pelésiniams grybams nustatyti buvo naudojama Dichloran-glycerol (DG18)

agar base (Liofilchem, Italija) (zr. 6 lent). Lékstelés inkubuotos 5 paras 25 °C temperatiiroje.
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5 lentelé. VRBL agaro terpés sudétis

Sudétis Kiekis (g/l)
Peptonas 7,0
Laktozé 10,0
Natrio chloridas 5,0
Mieliy ekstraktas 3,0
TulZies druskos 15
Neutralus raudonasis 0,03
Kristalinis violetinis 0,002
Agaras 14,0

VRBL agaro terpés pH po virimo 7,4 + 0,2, esant 25 °C temperatiirai. Terpé nesterilizuojama.

6 lentelé. Dichloran-glycerol (DG18) agaro terpés sudétis

Sudétis Kiekis (g/l)
Triptonas 5,0
Gliukozé 10,0

Kalio dihidrofosfatas 1,0

Magnio sulfatas 0,5
Dichloranas 0,002
Glicerolis 220,0

Chloramfenikolis 0,1
Agaras 15,0

Dichloran-glycerol (DG18) agaro terpés pH po sterelizavimo turi biti 5,6 + 0,2, esant 25

°C temperattirai. Terpé¢ sterilizuojama 15 min autoklave 121 °C + 1 °C.
2.5.3. Cheminiai metodai
Titruojamasis riigstingumas — titruojant 0,1 M NaOH 10 ml tiriamojo produkto ir
i8reiSkiant °T/100 ml produkto.
Strio drégmé nustatyta pagal [57].

2.5.4. Jusliniai metodai

Pusiau gamybinémis salygomis pagaminto kietojo fermentinio siirio juslinéms savybéms

jvertinti buvo organizuojamos degustacijos KTU Maisto institute. Méginiai jusliniam jvertinimui
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buvo ruoSiami remiantis ISO 22935-2|IDF 99-2, vertintojai apmokyti pagal 1SO 22935-3|IDF 99
-3.

Meéginiai vertinimui buvo ruoSiami nuo strio galvos nupjovus 1 cm storio poZzievinj
sluoksnj. Atpjovus 1 cm storio riekele, i$ jos iSpjautas 2,2x7,5%1 cm méginys, détas j plastikinj
indelj ir uzdengtas dangteliu. Indeliai koduoti trijy atsitiktiniy skaitmeny kodais.

Vertintojy skonio receptoriams atstatyti vartota Silta silpna arbata. Parinkus skales savybiy
intensyvumui vertinti, produkto kiekvienos savybés intensyvumas vertinamas atskiroje skaléje.
Kiekvienam produktui sudaromas jusliniy savybiy profilis, iSreiSkiantis kiekvienos savybés
intensyvumg. Produktai palyginami pagal atskiras savybes bei jy intensyvuma.

Analize atliko 8 vertintojy grupé. Prie§ atlickant degustacija vertintojy grupé buvo
supazindinta su pieno produkty vertinimu. Aptariant atrinktas juslines savybes ir jas
apibudinancias sgvokas, visoms siiriy grupéms buvo nustatyta tokia savybiy pajautimo ir
suvokimo seka: 1 — kvapas; 2 — spalva bei iSvaizda; 3 — tekstiira vertinant pirStais; 4 — skonis, 5 —

tekstiira, pajauc¢iama burnoje, ir 6 — savybés, apibiidinancios lickamajj skonj [58, 59].

2.6. Statistiné analizé

Mikrobiologiniai ir cheminiai tyrimai kartoti 3 kartus.

Standartiniai nuokrypiai apskaic¢iuoti EXCEL (version 11; Microsoft, JAV) programa.
Palyginamieji tyrimy duomenys apdoroti naudojant statistiniy duomeny paketa SPSS 16.
Esminiam skirtumui (p<0,05) tarp gauty tyrimo rezultaty nustatyti buvo naudojamas Tjukio HSD
kriterijus.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. ISskirty kultiiry savybiy tyrimai

I§ kietyjy fermentiniy stiriy méginiy, isigyty prekybos centre (PR1, PR2, GP3, TM4),

i§skirty 27 PRB kultiiry savybés apraSytos 7 — 10 lentelése.

7 lentelé. ISskirty kultiiry mikroskopinis vaizdas

Meginio Skiedinys | Juy skai¢i Koleniios Mikroskopinis vaizdas
Nr. y Y Skaicius Nr. ISvaizda P
skiedinyje
PR1 107 436 1-4 Balta, iskili, blizgi, 2 mm | Vidutinio ilgio ir storio
108 44 skersmens L*, sukibe po dvi
5 Smulki, 0,5 mm Labai smulkios L
skersmens, iSkilios
PR2 10® 122 1-4 Balta, i8kili, blizgi, 2,5 Vidutinio ilgio ir
107 14 mm skersmens trumpos storos L
5 Smulki, balzgana, 0,5 Vidutinio ilgio ir
mm — 1,0 mm skersmens trumpos storos L
GP3 10® 158 1-10 Balta, iskili, blizgi, 2,5 Vidutinio ilgio, nestoros
107 mm skersmens L, yra trumpy
TM4 10® 283 1-7 Balta, i8kili, blizgi, 2,0 — | [vairaus ilgio (vidutinés
107 52 3,0 mm skersmens ir trumpos) plonos L
*lazdelés

Remiantis 7 lentelés duomenimis, visos i$ kietyjy fermentiniy striy (PR1, PR2, GP3, TM4)

i§skirtos PRB buvo lazdelés formos. Lazdeliy dydis svyravo nuo 0,5 mm iki 3 mm.

8 lentelé. Isskirty kultiiry surtigimo piene trukmé ir juslinés savybés

Nr. itruoia-
Sutraukos TI'[I’UO_ja Sutrauka
. masis
susidarymo rigtin
. Kolo- trukmé, h )
Méginio - o gumas, . Aroma- is-
nijos (37°C) oT Livaizda Skonis tas Konsis
tencija
1 40 252 Paisriigavusi Glraygljs’ Pienartigs- Tvirta
. tis
2 22 90 rugstus Skysta
Grynas,
PRI nerdagstus
3 40 08 uastu Tvirta
4 40 08 Tvirta
5 40 110 7 - Tvirta
1 20 226 Be iSriigy Grynas, |Pienarfigs- Tvirta
2 20 280 .- rigstokas tis -"
3 20 260 oo™ 99" Ty~ Ty
PR 4 20 252
5 20 246 -0 - - Skystesné
uzl-4
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8 lentelé. (tgsinys)

N Sutraukos T'r;[qr:;ijsa' Sutrauka
Kol susidarymo rigitin-
Méginio | 00 | trukmé, h .
¢ nyos (37°C) gu‘EPFaS, [§vaizda Skonis Artoar:a_ TOHS_I_S-
encija
1 20 298 PaiSrtigavusi | Grynas, |Pienarfgs- Tvirta
2 20 220 - rigstus tis -"
3 20 280 " "
4 20 294 " " "
5 20 272 “ "
GP3 6 20 280 “ "
7 20 276 " " -
8 20 264 " " -
9 20 286 -~ " " "
10 20 298 -" -" " -"
1 20 252 PaiSrtigavusi | Grynas, |Pienarfgs- Tvirta
2 20 254 -y ragstus tis -y
3 20 250 " " " "
TM4 4 20 252 - " - "
5 20 254 - " - "
6 20 262 - "
7 20 250 -, -" " -"

Pagal 8 lentelés duomenis matome, kad iSskirtos PRB kultiiros turéjo PRB biidinga

iSvaizda, skonj, aromata bei konsistencija piene, iSskyrus méginio PR1 antrg kolonija, kuri

nesudaré tvirtos konsistencijos piene, ir skonis buvo silpnai rugstus.

9 lentelé. Isskirty kultiiry fiziologinés savybés

kodas reakeija T e 45°C | rymas 206 4% 6,5%
PR1 0(E5) | 0(85) | 5G85) | 0G85) | 585 | 5@5) | 5@5)
PR2 0(5) | 0(85) | 5G85) | 0G5 | 55 | 0@5) | 0@s)
GP3 0 10) | 0G810) | 10G810)| 0GE10) [10GS10) | 2G810) | 08 10)
T™4 0@7) | 07 | T@D | 0@ | 1@ | T@7) | 0@7)

Istyrus iSskirty kultiry fiziologines savybes (zr. 9 lent.) pastebéta, kad i§ PR1, PR2, GP3

ir TM4 isskirtos kultiros turéjo termofiliniy lazdeliy savybes. PR1 kultiros buvo atsparios

6,5% NaCl koncentracijai, kas buidinga L. casei. Tik dvi (3-ia ir 8-a) GP3 kultaros bei visos

TM4 kulttiros buvo atsparios 4 % NaCl koncentracijai, kas budinga Lb. helveticus kultiroms.

Isskirtoms kultiroms buvo suteikti kodai, sudaryti i$ iSskyrimo $altinio kodo ir kolonijos

numerio, kad bty galima atsekti visus tyrimo rezultatus. Pvz., ,,PR1/1* reiskia, kad iSskyrimo

Saltinio kodas PR1, o kolonijos Nr. 1.
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Angliavandeniy skaidymo rezultatai pateikti 10.1 — 10.27 lentelése, vir$ kiekvienos i§ jy

uzrasytas i$skirtos pieno rugsties bakterijy kultiros kodas (10.2 — 10.27 lentelés pateiktos priede

Nr. 1). Kultiry angliavandeniy skaidymo duomenys apdoroti naudojantis bioMerieux APl 50

CH sistemos duomeny baze, ir identifikavimo rezultatai pateikti 11 lenteléje.

10.1 lentelé. PR1/1 (vertinimas po 48 h)

o - o o <t wn [(e] ~ e} ()] o — o~ [22] < wn
o Ll o m < wn (e} ~ e} (o)} Ll - -l Ll - — Ll i i Ll o~ o~ o~ o~ o~ o~
AN R O O -2 I O O O O O e
< < ~ w P4 = O

P sl gl o X| =2 o < | = o Ol Z|
>l z| 2| 2|5/ 2|88|22(22|sl$/3/9/2|5|2|2|%|3|2|y
ol O|lw|ao| 3|zl 3|l <|=2|0|]0o|uc|S2|an|lxz|da|lE|Salcc2Z2<| <| u
o ~ o0 )] o — o o < n o ~ o] [e)} o — o m < wn (e} ~ [oe] [e)}
o~ o~ o~ o~ [22] m (a2} (a2} (32] m (a2} (a2} m (32] < < < < < < < < < <
I i T e e o e 2 e O e e e N e T e e ™ [ ) R

[®) -
= - N o | 9 Qlz | 2| =

) Q w w > = o Q -] >4 G} (U]
2| a| g % dlz|le|2|2|<s|s|3|l5|85]5|F)|< L | 2|<|2| 2| 2| =
] o = = & [ = = o < [G] =< (G] [= Z = o o o 3 [G] ~ in

11 lentelé. ISskirty kulttry identifikavimo rezultatai, gauti apdorojus API 50 CH testy duomenis

bioMerieux duomeny bazéje

. ey ISskirtos .. Tikimybe,
I$skyrimo Saltinis _ Numanoma risis
kultiiros kodas proc.
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 92,8
PR1/1 . .
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris 6,3
PR1/2 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 3 99,5
Lactobacillus acidophilus 1 0,2
PR1/3 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 3 98,9
PR1 Lactobacillus brevis 1 0,8
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 3 99,7
PR1/4 .
Tetragenococcus halophilus 0,1
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 3 86,4
PR1/5 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1 13,3
Lactobacillus brevis 1 0,2
PR2/1 Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris 98,7
PR2 Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 0,5
PR2/2 Nepavyko identifikuoti
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11 lentelé. (tesinys)

ISskyrimo Saltinis Iskirtos Numanoma rsis Tikimybe,

kultiiros kodas proc.
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris 60,6

Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 21,8

PR2/3 Lactobacillus fructivorans 10,0
Lactobacillus helveticus 3,7

PR2 Pediococcus damnosus 2,3
PR2/4 Leuconostoc mese_nteroides ssp. cremoris 93,1
Lactobacillus helveticus 6,3

PR2/S Leuconostoc mese_nteroides ssp. cremoris 93,7
Lactobacillus helveticus 5,7

GP3/1 Lactoc_:occus lactis ssp. cremoris 2 90,0
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 3,5

GP3/2 Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 80,1
Lactobacillus acidophilus 3 19,7

GP3/3 La_ctobacillus aci_c_iophilus 3 ) 68,0
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 31,5

GP3/4 Lacto_coccus lactis ssp. cremoris 2 ) 90,0
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 3,7

Lactobacillus helveticus 56,2

GP3/5 Lactococcus lactis ssp. cremoris 2 29,1
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 13,9

Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis 1 33,5

Streptococcus thermophilus 21,2

GP3 GP3/6 Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 17,8
Lactobacillus acidophilus 3 17,3

Lactobacillus helveticus 7,3

Lactobacillus acidophilus 3 67,5

GP3/7 Lactococcus lactis ssp. cremoris 2 23,3
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 5,0

Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis 1 44,0

Lactobacillus acidophilus 3 17,4

GP3/8 Lactobacillus helveticus 12,8
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 9,7

Lactococcus lactis ssp. cremoris 2 6,6

GP3/9 La_ctobacillus aci_dophilus 3 B 84,3
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 11,5

Lactobacillus acidophilus 3 55,3

GP3/10 Lactococcus lactis ssp. cremoris 2 39,5
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11 lentelé. (tesinys)

ISskyrimo Saltinis Iskirtos Numanoma riisis Tikimybe,

kultiiros kodas proc.
Lactobacillus helveticus 71,3

TMA4/1 Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis 1 26,5
Leuconostoc lactis 1,0

Lactobacillus acidophilus 3 65,7

Aerococcus viridans 15,0

TMA4/2 Lactococcus lactis ssp. cremoris 2 7,7
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 6,5

Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis 1 2,7

Lactococcus lactis ssp. cremoris 2 80,3

TM4/3 Pediococcus damnosus 18,7
Lactobacillus helveticus 0,5

T™M4 Pediococcus damnosus 1 60,8
TMA4/4 Lactobacillus acidophilus 3 24,6
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 5,8

Pediococcus damnosus 1 58,3

TM40/5 Lactococcus lactis ssp. cremoris 2 22,5
Lactobacillus curvatus ssp. curvatus 16,1

Lactococcus lactis ssp. cremoris 2 78,9

TMA4/6 Pediococcus damnosus 1 18,4
Lactococcus lactis ssp. cremoris 1 1,3

T™4/7 Lactococcus_lactis ssp. crfemoris 1 46,9
Lactobacillus acidophilus 3 40,3

ISnagrinéjus 11 lentelés duomenis, paaiskéjo, kad jy nepakanka garantuotam kultiry
identifikavimui. Mikroskopiniai vaizdai daugeliu atvejy nesutapo su kultGros priskyrimu rasiai
(pvz., mikroskopinis vaizdas — lazdelés, o pagal angliavandeniy skaidymo rezultatus —
laktokokai), be to, duomeny bazé siiilé keletg rusiy varianty su skirtingomis tikimybémis, todél
buvo sunku pasirinkti. Dél Siy priezasCiy nuspresta testi iSskirty kultiry identifikavima
genetiniais metodais.

Genetiniams tyrimams buvo atrinktos 27 numanomy pieno rugsties lazdeliy kultiros, i$
PR1-5;i8§ PR2-5;i§ GP3-10;is§ TM4 —7.

Mikroorganizmy genomy nukleotidy sekos yra savitosios, todél jy nustatymas iSskirtoje
kultiiroje padeda greitai surasti ir atpazinti mikroorganizmus. Pagausinus tiriamy bakterijy DNR
polimerazés grandininés reakcijos metodu, pirosekvenavimo metu buvo gautos 16S geno V1, V2

ir V3 regiony 23 — 51 nukleotidy sekos (Zr. 5 pav.).
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Seka COCOTCCCCA CSCOTCATTAC COAAGTAAAT CTCTCG

ESTGCATGLCATGCATGCATGLCATGCATGCATGLATGLATGCATGCATGCATGLCATGLATGLCA
5 m s m F an as £ a5 S0 55 (=]

e e T S T S AT Y
ESTGCATGCATGCATGCATS CATGCATGCATGCATGCATGCATGEGCATGSCATGCATGCATGEGCA
5 L1 15 s ) - E. ) as Al as 50 55 (=1

B
00
Seka GTCTTAGCOT COCCCAAGGS AACTCCTAAT CTCTTAGGA
|
amn|-

5 pav. Tiriamosios pieno rugsties bakterijos (PR2/2)16S geno V1 (A), V2 (B) ir V3 (C)
regiony pirogramos ir nusekvenuotos nukleotidy sekos.
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Palyginus nustatytas tiriamyjy pieno rugsties bakterijy nukleotidy sekas su tarptautinio
biotechnologijos informacijos centro (NCBI) bakterijy banko sekomis (Zr. 6 pav.), buvo gautas
95 — 100 % pieno riugsties bakterijy risiy panasumo procentas. Nustatyty DNR seky sulyginimas

su palyginamosiomis sekomis geny banke pateiktas 7 pav.

Sequences producing significant aignments:
Select: Al Nong Selected:!
i Aigaments @0ownioad ~ GenBank Guashice Dutance iree of tesulls o
Onscrpon s ot v | | 25250 |
M Lacknaciys nelveticys DPC 4571 sirain DPC 4571 165 nbosomat RNA complete sequenss 77.8 778 100% Te-14 100% KR 0750471
Ou C3 778 778 100% fe-14 100% AB7493681
O Uncuttured Laclobacilys s gene for 165 ribosomal RNA partal sequence clone €320 778 778 100% fe14 100% ABZ493871
O uncutvred Lacobaciivs sp gene for 168 ribosomal RNA parval sequence clone C3:8 778 778 100% t1e-14 100% ABZ4R186)1
O Uncuttured Lactobaciiys 5o qene for 165 ritosomal RNA parial sequence.clone C2:24 778 778 100% l1e14 100% AB7403541
0 u . : s 0e G218 778 778 100% te-14 100% AB7483831
0y " G213 778 778 100% 1e14 100% ABT402411
Oy T LAl T7B 778 100% 1o14 100% AHT493721
D uncutured Laciobaciliys s gene for 165 ribosomal RNA patal sequence. clone A227 778 778 100% Te-14 100% ABIS06981
O Uncuttured Lactobacilive 5o qene for 163 riboromal BNA cayl saquance clone A225 778 778 100% 1e-14 100% ABIS06GT
0w 218 778 778 100% te1d 100% AB2506951
0 uncutured Laclobatillus 5o aes for 164 ribesomal R 43 778 778 100% led 100% ABTS06%41
O Wocuitued Lactobailius 0. aene for 165 ribosomal RNA parial ssquence clong AZ1L. 778 778 100% 114 100% ABZS06921
0 watunyr il ne for 165 ¢ 2t 778 778 100% 1e1d 100% ABTA06301
0y il Hpos v A 778 778 100% 1004 100% AB7406830
0w - . ALAL 778 778 100% 1e14 100% AHIS06581
O uncutured Laciobacilius o gene for 165 ribocomal RNA oamal sequence clong Al:14 778 778 100% 1e14 100% ABIS0GE71

6 pav. Tiriamosios pieno rugsties bakterijos PR2/2 DNR sekos palyginimas geny banke:
kultara identifikuojama kaip Lactobacillus helveticus
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16S geno V1 regiono sekos palyginimas genuy banke:

Lactobacillus helveticus DPC 4571 strain DFPC 4571 165 ribosomal EMA, complete sequence
Sequence II: reflNE 075047 1] Length: 1573 Humber of Matches: 1

Range 1: #1to 112 SenBank Sraphics

Score

Expect Identities Gaps Strand
3.9 hits(32) Ze-10 32/32(100%) 0/32(0%) Plus/Minus
Query 1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGALGTALATCT 32

FEETTETEE et e
Sbject 112 CGCGTCCOCAGCGTCATTACCGAAGTALATCT &l

16S geno V2 regiono sekos palyginimas geny banke:

Lactobacillus hekveticus culture-collection IMALLBO414 165 ribosomal RRA gene, partial sequence
Sequence ID: gh|HMOSEE73. 1] Length: 1437 Humber of Matches: 1

Range 1: 457 to 498 GenBank Sraphics

Score

Expect Identities Gaps Strand
651.9 hbits(31) 2e-10 41/43({95%) 1/43(2%) Plus/Minus
Query 1 GTGACTTTGCTGETTGATTGACCGTCARATALLGGOCAGTTAC 43

FEEETEEE Trerr e e e e e ey
Gbjoct 498 GTGACTITCCTGGTTGATT-ACCGTCAAGTARLGGCCAGTTAC 457

16S geno V3 regiono sekos palyginimas genuy banke:

Lactobacillus helveticus DPC 4571 strain OPC 4571 163 ribosomal EMNA, complete sequence
Sequence ID: FeflNE 075047 1] Length: 1573 Humber of Matches: 1

Range 1: 1030 to 1068 SenBank Sraphics

Score

Expect Identities Gaps Strand
77.8 hits(39) le-14 39/390100%) 0/39(0%:) Plus/Minus
Maery 1 GTCTTAGCGTCCCCGALGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA 39

FEVETEEEEE e e e e e e e ety
Zbjct 1068 GTCTTAGCGTCCCCGAALGGGALCTCCTAATCTCTTAGGL 1030

7 pav. Tiriamosios pieno rugsties PR2/2 bakterijos nustatyty DNR seky sulygiavimas geny
banke

Nustatyty tirty PRB kultiiry biidingos 16S geno V1, V2 ir V3 regiony nukleotidy seky
variacijos pateiktos 12 — 15 lentelése.
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12 lentelé. I$skirty i§ PR1 pieno rugsties bakterijy kultiiroms biidingos nukleotidy sekos

Kll(l(l)?;ss Pradmuo 16S rDNR geno sekos lﬁggﬂ:nNk;
NR_075047.
V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGG 1
PR1/1 V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 | GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_OTS0AL.
V1 CGTTTTTAAAGTTCAGAATCTCAGATGCAAGCCACCTGCTTCATCA | CP000033.3
PR1/2 V2 GTGGCTTTCTGGGTTGGATAGCCGCTCACGCCGACAACAG JQ412726.1
GTCATTTTGCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAA
V3 AGAATG AJ272201.1
V1 CGTTTTTAAAGTTCAGAATCTCAGATGCAAGCCACCTGCTTCATCA | HE970764.1
PR1/3 V2 GTGGCTTTCTGGTTGGATACCGTCACGCCGACAACAG KC456366.1
V3 GTCATTTTGCCCCCGCAAGGGGAAAAGCC JQ436724.1
V1 'CA?\(G;'CI;E:TTAAAGTTCATGCAAATCCATCCAATGGCAATTGGCCAAAA CP001084.1
PR1/4 V2 GTGGCTTTCTGGTTGGATACCGTCACGCCGACAACAG KC456366.1
GTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAA
V3 JN560924.1
AAGATG
V1 CGTTTTAAGTCAAATCTCAGAGCAACACTCTC HMO070025.1
PR1/5 V2 GTGGCTTTCTGGTTGGATACCGTCACGCCGACAACAG KC456366.1
V3 — —
13 lentelé. ISskirty i§ PR2 pieno rugsties bakterijy kultiiroms biidingos nukleotidy sekos
_ Padermi
Kulttros Pradmuo 16S rDNR geno sekos Nr. NCBli
kodas banke
V1 CCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAATCTCTGG JN620212.1
PR2/1 V2 GTGACTTTGCTGGTTGATTGACCGTCAATAAAGGCCAGTTAC HMO058673.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTCTGG NR_075047.1
PR2/2 V2 GTGACTTTGCTGGTTGATTGACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC HMO058673.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
V1 CCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGG JN620212.1
PR2/3 V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
V1 CCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGG JN620212.1
PR2/4 V2 GTGACTTTCTGGTTGATTGACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGG NR_075047.1
V1 CCGTCCCCAGCCGTCATTACCGAAGTAATCTCTGG JIN620212.1
PR2/5 V2 - -
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M34GGVP801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M34GGVP801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M34PGJW001R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M34UU01201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M34UU01201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158967071?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M355UZVK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378750428?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=M359SMCC016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6996495?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M35DS5PY016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/406356677?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=M35ZKKMJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/458591610?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M363533M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/380042223?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M366JU39016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/300437532?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=M36CN9NJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/458591610?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M36J0FT701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/344323460?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=M36MDU7N01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302371984?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M36Z08M5014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/458591610?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3721UUJ016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/356817760?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3M92TXW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297039948?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=M3MBE1GB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3MDWRRS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3MFSS3M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297039948?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=M3MHW6UG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3MMB5Z801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/356817760?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3MPSS6X016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3MT981A01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3MVP2Z901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/356817760?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3MXK1V201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=M3MZM2BY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3N2DJWE014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/356817760?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=M3NGUFPK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3NK97T401R

14 lentelé. I$skirty 1§ GP3 pieno riigSties bakterijy kultiiroms biidingos nukleotidy sekos

Kll(lét&l;ss Pradmuo 16S rDNR geno sekos ﬁgg%:ﬂig
V1 CGCGTCCCCAAGCCGTCATTACCGAAGTAAATCTCTGG KC561113.1
GP3/1 V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
GP3/2 V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGAATCTGCTGG NR_075047.1
V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
GP3/3 V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGG NR_075047.1
V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGAACTCCTATCTCTAGGA HM534794.1
GP3/4 V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGG NR_075047.1
V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAAACTCCTAATCTCTTTAGGA NR_075047.1
GP3/5 V1 GCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTTGG NR_075047.1
V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 gg;(;; TAGCGTCCCCGCAAGGGAAAGCATCCTCAATCATTCTTCAT AB362691. 1
GP3/6 V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAATCTGCTGG NR_075047.1
V2 GTGACTTGCTGGTTGATTGACCGTCAATAAGCCAGTAC CP003043.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
GP3/7 V1 CGCGTCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAAATCTGCTTGGG FJ861101.1
V2 GTGATCATTTGGCATGGGTTTGGCATTTTGGCAATGCCCCGGCTT 3
CCAAAATTAAAAAGGGCCCAAAGGCTTTAATCC
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
GP3/8 V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGG NR_075047.1
V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
GP3/9 V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGG NR_075047.1
V2 GGTTGGATCATTTGGCATGGGTTTGCATTTGGGCAAGCCCCGGTT 3
CAAAATAAAAGGGCCCAGGTTTACC
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
GP3/10 V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGGG DQ123572.1
V2 GTGACTTTGCTGGTTGATTGACCGTCAATAAAGGCCAGTTAC HM058673.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449084223?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=M39C54HR016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M39EYAN8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M39JZ840014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M39PR1GD01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M39T4N2P01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M39VFG9R01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M39XW95901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3A0EPSG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313502612?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3A2NBPA016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3A8FGVJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3ABBCNJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3AEHXEV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3AGV0RX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3AK8BUR014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157907423?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3ANE3VM016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3ATNGZK016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/405124354?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=M0TECSXB01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M0THX8BB01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/226815160?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3B14GMN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3B60JTX016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3B9UEYK014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3BDNSHA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3BGH3CE01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3BJJBCA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3BRW7YT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74099608?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3H5WKWT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297039948?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=M3H845DK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3M0637W016

15 lentelé. ISskirty i§ TM4 pieno rugsties bakterijy kultiroms btidingos nukleotidy sekos

Kll(lét&l;ss Pradmuo 16S rDNR geno sekos ﬁgg%:ﬂig
Vi TTTTTTTTTTTCCCCTTCTTCCACCTCTCCATCCATGCCATGCCAAT B
T™MA/L TGCCAATTTGCCCCAATTTGGGCCCCAAAA
V2 TTTTCTTTTTGGATTGATCTTTCTTGGTTGATTAATCCATGCTCAA CP002764.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAAACTCCTAATCTCTTAGGAA NR_075047.1
V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCATGCTGG NR_075047.1
TM4/2 V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
V1 CGCCGGTCCCCAAGCCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGG NR_075047.1
T™4/3 V2 GTGACTTTCTGGGTTGGATTTGAGCCCGGTCCAAAATAAAAGGGC B
CCAAGGTTTACC
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGG NR_075047.1
TMA4/4 V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGG NR_075047.1
TM4/5 V2 GTGACTTTCTGGTTGATTGACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
V1 CGCGTCCCCAGCCGCTCCATTCATCCCGCAAGCATGCAAAATTCC -
T™M4/6 ATTGCCATTGGGCCA
V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1
V1 CGCGTCCCCAGCCGTCATTACCGAAGTAAATCATGCTGGG NR_075047.1
TM4/7 V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAAACTCCTAATCATCTTTATGGAA NR_075047.1

Identifikuojamos pieno riigSties bakterijos priskirtos atitinkamai mikroorganizmo rasiai,

kai bakterijy banke sunormuoti seky panasumo jverciai (Max score), seky persidengimas (Query

cover) ir identiSkumas (Max ident) buvo didziausi, o panasumo aptikimo atsitiktinumai (E value)

— maziausi (16 — 19 lent.).

16 lentele. I8skirty 1§ PR1 pieno riigsties bakterijy identifikacija

Kulttiros Mikroorganizmo rasis Ma]iakterlj 1632?;0 pateikti p arameti\e/lllax Identifikuotas
kodas pagal 16S geno regionus score cover, % E value ident, % mikroorganizmas

PR1/1 V1: Lb. helveticus 73.8 100 4e-11 100
V2: Lb. acidophilus 81.8 100 2e-13 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 3e-12 100

PR1/2 V1: L. acidophilus 32.2 100 0.82 100
V2: L. casei 48.1 100 1le-05 95 Lactobacillus casei
V3: L. casei 89.8 94 4e-18 100

PR1/3 V1: L. casei 32.2 100 0.82 100
V2: L. casei 73.8 100 2e-13 100 Lactobacillus casei
V3: L. paracasei 42.1 86 4e-04 96

PR1/4 V1: L. casei 32.2 100 0.90 100
V2: L. casei 73.8 100 2e-13 100 Lactobacillus casei
V3: L. casei 95.3 100 8e-20 100

PR1/5 V1: L. casei 34.2 78 0.11 92
V2: L. casei 73.8 100 2e-13 100 Lactobacillus casei
V3: - — - — -
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333956887?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3PHXSAG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3PMFFBH01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3PPW0SN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3PTS4TH01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3PW705301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3PY1MMG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3R356SV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3R52DJU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3R8R4CF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3RB22C701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3RD8NX001R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=M3RF81D101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3RHH4D6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3RPV3GG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3RTM5RK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3S37XHK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3S5G84R016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3S7PT0F01R

17 lentelé. ISskirty i§ GP3 pieno riigSties bakterijy identifikacija

Kulturos

Mikroorganizmo riisis

Bakterijy banko pateikti parametrai

Identifikuotas

. Max uer Max . -
kodas pagal 16S geno regionus score cc()%/er,% % E value ident, % mikroorganizmas

GP3/1 V1: L. crispatus 42.1 55 6e-04 100
V2: L. acidophilus 81.8 100 8e-16 100 Lactobacillus helveticus*
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

GP3/2 V1: Lb. helveticus 52.0 100 6e-07 95
V2: L. acidophilus 81.8 100 8e-16 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

GP3/3 V1: Lb. helveticus 73.8 100 2e-13 100 .
V2: L. acidophilus 81.8 100 | 816 | 100 I;]ae?\tzgiﬁlslitf
V3: L. gasseri 46.1 75 4e-05 96

GP3/4 V1: Lb. helveticus 73.8 100 2e-13 100
V2: L. acidophilus 81.8 100 8e-16 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 56.0 87 5e-08 97

GP3/5 V1: Lb. helveticus 67.9 91 le-11 100 .
V2: L. acidophilus 81.8 100 | 816 | 100 h;‘\:/teot?gfs'ﬂﬂi
V3: L. vaccinostercus 38.2 46 0.015 96

GP36 V1: Lb. helveticus 58.0 100 1e-08 97
V2: L. buchneri 32.2 94 0.60 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

GP3/7 V1: Lb. helveticus 52.0 76 7e-07 97
V2: neranda panaSumo — - - - Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

GP3/8 V1: Lb. helveticus 73.8 100 2e-13 100
V2: L. acidophilus 81.8 100 8e-16 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

GP3/9 V1: Lb. helveticus 73.8 100 2e-13 100
V2: neranda panaSumo — - - - Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

GP3/10 V1: Lb. helveticus 75.8 100 4e-14 100
V2: Lb. helveticus 46.1 100 5e-05 93 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

* Lb. helveticus, nes duomeny bazéje lyginant visy V1, V2 ir V3 regiony sekas bendrai, pateikia §ig rasj

(NR_075047.1), esant parametrams: max score - 76.8, query cover — 67 %, E value - 3e-11, max ident - 100%.

** | b. helveticus, nes duomeny bazéje lyginant visy V1, V2 ir V3 regiony sekas bendrai, pateikia $ig rasj

(NR_075047.1), esant parametrams: max score - 76.8, query cover — 68 %, E value - 3e-11, max ident - 100%.

*** | b. helveticus, nes duomeny bazéje lyginant visy V1, V2 ir V3 regiony sekas bendrai, pateikia $ig rasj

(NR_075047.1), esant parametrams: max score - 76.8, query cover — 59 %, E value - 3e-11, max ident - 100%.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=M5K885Z801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=M5K885Z801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=M5K885Z801R

18 lentelé. ISskirty 1§ PR2 pieno riigsties bakterijy identifikacija

Kulttros

Mikroorganizmo riisis

Bakterijy banko pateikti parametrai

Identifikuotas

kodas pagal 16S geno regionus sl\é':r); cc()%/ljei,r% % E value i dg/rllix% mikroorganizmas

PR2/1 V1: Lb. helveticus 54.0 79 le-07 100
V2: Lb. helveticus 46.1 100 5e-05 93 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

PR2/2 V1: Lb. helveticus 63.9 88 2e-10 100
V2: Lb. helveticus 61.9 100 8e-10 95 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

PR2/3 V1: Lb. helveticus 71.9 100 6e-13 100
V2: L. acidophilus 81.8 100 8e-16 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

PR2/4 V1: Lb. helveticus 71.9 100 6e-13 100
V2: Lb. acidophilus 67.9 100 le-11 98 Lactobacillus helveticus™
V3: Lb. helveticus 75.8 100 4e-14 100

PR2/6 V1: Lb. helveticus 40.1 80 0.002 96
V2. - - - - - Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

* Lb. helveticus, nes duomeny bazéje lyginant visy V1, V2 ir V3 regiony sekas bendrai, pateikia $ig riis
(NR_075047.1), esant parametrams: max score - 76.8, query cover — 64 %, E value - 3e-11, max ident - 100%.

19 lentelé. I$skirty i§ TM4 pieno rugsties bakterijy identifikacija

Kultaros

Mikroorganizmo riisis

Bakterijy banko pateikti parametrai

Identifikuotas

. Max uer Max . .
kodas pagal 16S geno regionus score C(()?ver,{ % E value ident, % mikroorganizmas

TM4/1 V1: neranda panasumo — - - -
V2: L. kefiranofaciens 32.2 100 0.82 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 63.9 97 2e-10 98

TM4/2 V1: Lb. helveticus 61.9 81 7e-10 100
V2: L. acidophilus 81.8 100 8e-16 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

TM4/3 V1: Lb. helveticus 52.0 63 7e-07 100
V2: neranda panaSumo — - - - Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

TM4/4 V1: Lb. helveticus 73.8 100 2e-13 100
V2: L. acidophilus 81.8 100 8e-16 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

TM4/5 V1: Lb. helveticus 73.8 100 2e-13 100
V2: L. acidophilus 67.9 100 le-11 98 Lactobacillus helveticus*
V3: L. fermentum 77.8 100 le-14 100

TM4/6 V1: neranda panaSumo — - - -
V2: L. acidophilus 81.8 100 8e-16 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

TM4/7 V1: Lb. helveticus 48.1 80 le-05 97
V2: L. acidophilus 81.8 100 8e-16 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 48.1 72 le-05 97

* Lb. helveticus, nes duomeny bazéje lyginant visy V1, V2 ir V3 regiony sekas bendrai, pateikia $ig rasj

(NR_075047.1), esant parametrams: max score - 73.1, query cover — 64 %, E value - 4e-10, max ident - 100%.

Remiantis genetiniy tyrimy, angliavandeniy skaidymo ir kitais anks¢iau gautais rezultatais,

tolesniam darbui buvo atrinktos $ios 7 kultaros:
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PR1/1 Lb. helveticus
PR2/1 Lb. helveticus
PR2/2 Lb. helveticus
GP3/4 Lb. helveticus

GP3/10 Lb. helveticus
TMA4/2 Lb. helveticus
TMA4/4 Lb. helveticus

3.2. Motininio raugo ruoSimas siirio gamybai

I$ isskirty PRB kultiiry ir PRB kulttiry, gauty i§ KTU MI kolekcijos (Lb. helveticus 14, Lb.

helveticus 3, Lb. helveticus 148/3), buvo bandoma sudaryti rauga, kuris tikty kietyjy fermentiniy

striy gamybai. Buvo sudaromos jvairios PRB kultiiry variacijos, kad buty atrinktas geriausiomis

savybémis pasizymintis raugas (zr. 20 lent.).

20 lentelé. Raugo ruosimo biido parinkimas

Vari- Titruojamasis | Pieno rugsties
anto | Kultaros Nr. ir riiSis | ragstingumas, |lazdeliy skaicius, Mikroskopinis vaizdas
Nr. °T KSV/ml
1. [TM4/2 Lb. helveticus 220 4,7-10° Plonos jvairaus ilgio lazdelés,
pavienés ir grandinélémis
2. |[TMa4/4 Lb. helveticus 246 13:107 Plonos jvairaus ilgio lazdeles,
pavienés ir grandinélémis
3. |GP3/4 Lb. helveticus 286 2,0-10° Plonos jvairaus ilgio lazdelés,
pavienés ir grandinélémis
Plonos jvairaus ilgio lazdelés,
4. GP3/10 Lb. helveticus 280 1,0-10° daugiau trumpy lazdeliy
grandinéliy
Plonos jvairaus ilgio lazdelés,
5. |PR2/1 Lb. helveticus 250 1,5-108 i§sidés¢iusios ilgomis
grandinélémis
Plonos jvairaus ilgio lazdelés,
6. |PR2/2 Lb. helveticus 292 1,0-10° i¥sidés¢iusios ilgomis
grandinélémis
Plonos jvairaus ilgio lazdelés,
7. | TM42 + TM4/4 244 1,1-107 _yra pavieniy, o kitos
i$sidésciusios ilgomis
grandinélémis
Plonos jvairaus ilgio lazdelés,
8. GP3/4 + GP3/10 270 2,8-108 daugiau trumpy lazdeliy
grandinéliy
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20 lentelé. (tgsinys)

Vari- Titruojamasis Pleln © ;uig.sues
anto | Kultdiros Nr. ir ri$is | riigStingumas, azeeny Mikroskopinis vaizdas
NI oT skaicius,
KSV/ml
Plonos jvairaus ilgio lazdelés,
9. PR2/1 + PR2/2 280 1,0-10° iSsidésciusios ilgomis
grandinélémis
Plonos jvairaus ilgio lazdelés,
10. Lb. helveticus 14 284 5,2-108 iSsidésciusios ilgomis
grandinélémis
Plonos jvairaus ilgio lazdelés,
11. Lb. helveticus 3 270 4,8-108 iSsidésciusios ilgomis
grandinélémis
Plonos jvairaus ilgio lazdelés,
12. | Lb. helveticus 148/3 278 3,5-108 iSsidésciusios ilgomis
grandinélémis

Nustatyta, kad kultiiros, i$skirtos i$ to paties objekto, viena kitos neslopino, todél gali biiti

naudojamos raugui paruosti kartu.

Kultiiros TM4/2, GP3/4, PR2/1 ir PR2/2 (4 %) persodintos | sterily pieng su 2 % MA

tre¢ia karta, ir nustatytas mikroorganizmy skai¢ius atitinkamai buvo: 4,3-10%; 5,1-10%; 6,4-10%ir

3,2-10% KSV/ml.

3.2.1. Motininio raugo sudarymas i§ kultiiry miSinio

Motininio raugo miSiniai ruosti 2 budais: | — kultiiros atgaivintos MRS sultinyje ir 2

kartus persétos | sterily pieng su 2 % MA, |l — kulttros atgaivintos MRS sultinyje.

21 lentelé. Motininiy raugy rodikliai, ruosiant 2 biuidais

Raueo kulti Vari- Titruojamasis | Pieno ragsties
8 . i Kulttiros Nr. ir santykis rugstingumas lazdeliy . L
paruosimo anto e Mikroskopinis vaizdas
bidas Nr raugy misinyje po15h skaicius,
' inkubavimo, °T KSV/ml
| - kultd
oS TM4/2 - 15 %
atgaivintos Plonos lazdelés, yra
MRS sultinyje GP3/10 - 50 % avieniy, o ki‘zos
ir 2 kartus | 1. 114 2,0-10* | pavieni, 9 %1oS
ersétos | PR2/2 — 15% iSsidéscCiusios ilgomis
stefil iena su spiralinémis grandinélémis
D o MA Lb. helveticus 14 — 10%
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21 lentelé. (tgsinys)

Titruojamasis

Pieno rugsties

Raugo lfl.ﬂtum Vari- Kultdiros Nr. ir santykis rugsStingumas lazdeliy . L
paruos$imo anto e Mikroskopinis vaizdas
biidas NI raugy misinyje po 15 h skaiCius,
' inkubavimo, °T KSV/ml
TM4/4 - 15 %
GP3/4 - 50 % Plonos lazdelés, yra
| - kultiiros 2. PR2/1 - 15 % 108 42-10% pavieniy, o kitos sudaro
atgaivintos ilgas, lenktas grandinéles
MRS sultinyje Lb. heretlcous 148/3 -
ir 2 kartus 10%
persétos | TM4/2 + TM4/4 — 15 % .
2% MA GP3/4 + GP3/10 — 50 % pavieniy, o kitos
3. 108 2,7-10% i$sidés¢iusios ilgomis
Lb. helveticus 3 — 10% grandinélémis
— 0,
TM4/2-15% Plonos lazdelés, yra
GP3/4 — 50 % pavieniy, o kitos
1. 110 7,0-10° iSsidésciusios ilgomis
PR2/1 - 15% spiralinémis
Lb. helveticus 14 — 10% grandinélémis
Il - kultaros TM42 - 15 %
atgaivintos )
MRS sultinvie . Plonos lazdelés, yra
Yl GP3/4 -50 % pavieniy, o kitos
2. PR2/1 — 15 % 108 42-10° iSsidésciusios ilgomis
spiralinémis
Lb. helveticus 148/3 — grandinélémis
10%
_ 150
TM42-15% Plonos lazdelés, yra
GP3/4 —50 % pavieniy, o kitos
3. 108 5,6-10° iSsidésgiusios ilgomis

PR2/1-15%

Lb. helveticus 3 — 10%

spiralinémis
grandinélémis

Auginant kultiiras kartu, i§ 20 ir 21 lent. pateikty rezultaty

matosi dalinis augimo

slopinimas auginant kultiiras 1 biidu (pieno riigsties lazdeliy skai¢ius buvo mazesnis 100 — 1000

karty, nei raugiant atskiromis kultiiromis), o auginant antru buidu, padidinus raugo kiekj 5 ir 10

karty (atitinkamai, 2 ir 3 variantas), pieno rigsties lazdeliy skai¢ius buvo mazesnis 10 — 100

karty. Stiriy gamybai naudoti II varianto 2 ir 3 raugai.

Remiantis gautais duomenimis iSskirtoms PRB buvo sudaryti pasai ( zr. 2 prieda).
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3.3. Kietojo fermentinio siirio bandomoji gamyba

PRB kultiiros su paruoStomis raugo sudarymo metodikomis buvo perduotos Lietuvoje

veikianéiai striy gamyklai bandomajai kietojo fermentinio stirio gamybai. Eksperimentinio ir

kontrolinio kietojo fermentinio siirio sudaryty raugy savybiy jvertinimas aprasytas 22 — 23

lentelése.

22 lentelé. Eksperimentinio Kietojo fermentinio stirio motininio ir gamybinio raugy savybiy

jvertinimas
Motininis | Gamybinis | Gamybinis | Motininis | Gamybinis | Gamybinis
raugas 1 raugas 2 raugas raugas 1 raugas 2 raugas
Data 2016 01 26 | 20160127 | 2016 01 28 2011% 02 2016 02 11 | 2016 02 12
Riigimo laikas 13h 17 h 17h 18 val. 18 val. 14 val.
Ragstingumas 93 °T 103 °T 102 °T 90 °T 98 °T 103 °T
pH 3,50 3,60 3,58 3,78 3,63 3,58
Temperatiira 20,1 °C 20,0 °C 20,4 °C 20,0 °C 20,2 °C 20,0 °C
Lazdelés | - Lazdeles Vidutinio
Jvairaus jvairaus Daug ilgio storos
Lazdeliy ilgio, yra ilgio, bet . Lazdelés i
. .. . . . lazdeliy, . lazdelés.
Mikroskopija | gausu, jos | diplokoky, gausiau . . vidutinio
s jos ilgos ir o Matomos
iStjsusios | streptokoky trumpy, ilgio
.. o plonos koky
grandinés | tepinélis be o
. N grandinélés
trumpos priemaisy
Spalva
R R .
zalia, vaugas Vau-gas . Skaidrus,
Zalias, zalias, Spalva Pavirsius Y.
raugas . . . ; zalias.
. skaidrus, skaidrus, zalsvai plonas, ...
. skaidrus, . .. pavirsius
Raugo i$vaizda dau pavirSius pavir§ius rausva, daug lonas
'g plonas, plonas, daug nuosédy, P ’
nuosédy, ) ) ) . daug
e nuosédy nuosédy nuosédy | spalva zalia )
pavirsius nuosédy
. nedaug nedaug
nesusidargs
. . . . N . . . . Svel
Skonis Pienartigstis | Pienartigstis |Pienartigstis | Degésiy |Pienartigstis .Sve fluvs .
plenarugstis
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23 lentelé. Kontrolinio kietojo fermentinio siirio motininio ir gamybinio raugy savybiy

jvertinimas
Motininis |Gamybinis | Motininis |Gamybinis |Gamybinis |Gamybinis |Gamybinis
raugas 1 raugas raugas 1 raugas 2 raugas 3 raugas 4 raugas
Data 2016 01 2016 01 2016 02 2016 02 2016 02 2016 02 2016 02
27 28 05 06 07 09 10
Riigimo 17 val. 14 val. 17 val. 16 val. 14 val. 15 val. 13 val.
laikas
Ragstin- 94 °T 102 °T 91 °T 101 °T 104 °T 105 °T 103 °T
gumas
pH 3,50 3,48 3,50 3,49 3,47 3,47 3,48
Tempe- 25,0 °C 243 °C 24,0 °C 24,6 °C 24,4 °C 24,5 °C 24,2 °C
ratura
Mikros- Gausu |Daugiausia | Lazdelés | Jvairaus | Lazdelés Trumpos | Lazdelés
kopija lazdeliy ilgy vidutinio ilgio trumpos, ir jvairaus
lazdeliy, ilgumo, lazdelés, yra vidutinio ilgio,
koky ilgos strepto-  |diplokoky, ilgumo strepto-
grandiné-lés| strepto- koky strepto- lazdelés, koky
neilgos koky grandiné- koky strepto- | grandiné-
grandiné- lés grandiné- koky 1és ilgos,
lés neilgos |és trumpos | grandinés yra
neilgos | diplokoky
Raugo | PavirSiaus | Spalva Spalva Spalva Raugas Spalva Pavir§ius
iSvaizda néra, zalia, zalia, zalia, Zalias, Zalia, putotas,
spalva pavirSius | pavirSius | pavirSius | pavirSius | pavirSius | paskiles,
zalia Siek tiek nesusi- lygus, paskiles, putotas, spalva
paskiles, dares paskilgs putotas silpnai zalia
putotas tik suskiles
pakras-
¢iuose
Skonis | Ruagstus, Piena- Piena- Piena- Piena- Piena- Piena-
piena- ragstis ragstis rugstis rugstis rugstis rugstis
rugstis

Tam, kad i$siaiSkintume, ar iSskirtos kultiiros veikia antigrybiskai, buvo gaminamas
eksperimentinis ir kontrolinis kietasis stiris. 2016 01 28 eksperimentinio siirio gamyboje

naudotas gamybinis 1 raugas, 0 2016 02 12 gamyboje — 2. Kultiiros buvo maisomos su tikruoju

kontrolinio kietojo fermentinio stirio gamybiniu raugu santykiu 1:1.

Pagal 22 lent. duomenis matome, kad bandomosioms eksperimentiniy siiriy gamyboms
naudoti gamybiniai raugai pasizyméjo panasiomis savybémis kaip ir kontroliniam siiriui naudoti

gamyhbiniai raugai.
Kietyjy fermentiniy stiriy mikrobiologiniy tyrimy rezultatai pateikti 8 pav., cheminiy — 9

pav.
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8 pav. Mikrobiologiniai kontrolinio ir eksperimentinio kietojo siirio tyrimy rezultatai

Atlikti tyrimai parodé, kad pelésiniy gryby neaugo nei eksperimentinio, nei kontrolinio
stiri0 méginiuose, tatiau kontroliniame stryje iSaugo didesnis skaicius mieliy. Apie PRB
bakterijy aktyvumga prie§ mieles literatiiroje néra daug duomeny. Zinoma, kad kai kurios
bakterijos gamina medziagas, fungicidiSkai veikianc¢ias Candida spp. mieles [60]. Galima teigti,
kad eksperimentiniuose sitiriuose, lyginant su kontroliniais, mieliy skai¢iaus sumazéjimui turéjo

jtakos Lb. helveticus kulttiry panaudojimas stiriy gamybai.

45
40
35
30
25
20
15
10
5
. - III
Riebumas, % Drégmé, % NaCl kiekis, % Temperatura,
oC

B Kontrolinis saris (2016 01 28) M Eksperimentinis siris (2016 01 28)
H Kontrolinis sdris (2016 02 11) Eksperimentinis sdris (2016 02 12)

9 pav. Cheminiai kontrolinio ir eksperimentinio kietojo stirio tyrimy rezultatai
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Cheminiai tyrimy rezultatai tiek kontroliniy tiek eksperimentiniy siiriy buvo labai panasis,

tik nezenkliai skyrési siiriy riebumas, taciau tai neturéjo jtakos gaminty stiriy kokybei.

3.3.1. Kontrolinio ir bandomojo kietojo fermentinio siirio juslinis vertinimas

Kietieji fermentiniai siiriai buvo vertinami praéjus 6 ménesiams po gamybos. Suriai buvo
vertinami nei$noke, todé¢l vertinant jusliskai j tai buvo kreipiamas démesys. Abiejy gamyby metu
kontroliniai kietieji fermentiniai siiriai pasizyméjo neiSnokusiam siiriui biidingomis savybémis:
silpnai pikantiskas kvapas, i§vaizda vienalyté, spalva gelsva, mazai apveliantis burng, skonis dar
neatsiskleides, Siek tiek guminé konsistencija. Pirmosios gamybos eksperimentinis kietasis
fermentinis stris i$ dalies neatitiko i§vaizdos ir jusliniy savybiy. Siirio spalva blyski, skonis buvo
silpnai iSreikstas, jautési paSalinis skonis, Siek tiek guminé konsistencija. Antrosios gamybos
eksperimentinis siiris taip pat i§ dalies neatitiko iSvaizdos ir jusliniy savybiy bei turéjo defekty.
Kvapas neatsiskleides. Taciau spalva gelsva, konsistencija labai gera, skonis Svelniai pikantiskas,
kas budinga tokio tipo siiriui.

Apibendrinus rezultatus nuspresta, kad antrosios gamybos metu gaminti eksperimentiniai
slriai pasizyméjo geresnémis juslinémis savybémis, nei pirmosios gamybos metu. Taciau,
lyginant su kontroliniais striais, neiSvengta technologiniy defekty. Tam jtakos galéjo turéti tai,
kad eksperimentiniai stiriai buvo gaminami pusiau gamybinémis sglygomis, todél nebuvo galima

grieztai prisilaikyti technologinio rezimo.

46



ISVADOS

Is prekybos centre jsigyty savaiminiy kietyjy fermentiniy stiriy produkty isskirtos grynos
27 pieno rugsties bakterijy kulttiros.

ISskirtoms pieno rigsties bakterijoms nustatytos biocheminés ir fiziologinés savybés.
Pagal gautus rezultatus nustatyta, kad jos buadingos Lactobacillus helveticus ir
Lactobacillus casei.

ISskirty pieno rugsties bakterijy kultiry numanomos rii§ys patvirtintos genetiniu
(pirosekvenavimo) metodu pagal rDNR 16S geno V1, V2 ir V3 regiony sekas: 23 kultiiros
priskirtos Lactobacillus helveticus, 4 — Lactobacillus casei. Tolimesniam darbui atrinktos
7 Lactobacillus helveticus kultiiros.

Parinktas gamybinio raugo sudarymo i$ atrinkty kultiry biidas, ruo$iant raugus i$ atskiry
kultiiry ir sumaiSant juos pries raugima.

Lactobacillus helveticus kultiiry panaudojimas eksperimentiniy kietyjy stiriy gamyboje
sumazino mieliy skai¢iy lyginant su kontroliniais striais. Pirmosios ir antrosios gamybos
metu mieliy skai¢ius sumazéjo neZymiai — apie 5 kartus.

. Apibendrinus juslinés analizés rezultatus nuspresta, kad antrosios gamybos metu
pagaminti eksperimentiniai siiriai pasizymejo geresnémis juslinémis savybémis, nei
pirmosios gamybos metu. Taciau lyginant su kontroliniais siiriais neiSvengta
technologiniy defekty. Tam jtakos galéjo turéti tai, kad eksperimentiniai sariai buvo
gaminami pusiau gamybinémis salygomis, todél nebuvo galima grieztai prisilaikyti

technologinio rezimo.
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Angliavandeniy skaidymo rezultatai
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10.4 lentelé. PR1/4 (vertinimas po 48 h)
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10.7 lentelé. PR2/2 (vertinimas po 48 h)
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10.8 lentelé. PR2/3 (vertinimas po 48 h)
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10.9 lentele. PR2/4 (vertinimas po 48 h)
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10.10 lentelé. PR2/5 (vertinimas po 48 h)
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10.13 lentelée. GP3/3 (vertinimas po 48 h)
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10.16 lentelé. GP3/6 (vertinimas po 48 h)
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10.19 lentelée. GP3/9 (vertinimas po 48 h)
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10.20 lentele. GP3/10 (vertinimas po 48 h)
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10.21 lentele. TM4/1 (vertinimas po 48 h)
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10.22 lentelé. TM4/2 (vertinimas po 48 h)
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10.25 lentelé. TM4/5 (vertinimas po 48 h)
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2 priedas

PADERMES PASAS Nr. PR1/1

Grupé Bacillus
Gentis Lactobacillus
Rasis Lactobacillus helveticus

I3 kur buvo iSskirta:

Substratas PR1
Genotipas:
Pradmuo 16S rDNR geno sekos Padermés Nr. NCBI banke
V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGG NR_075047.1
V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1

_ . 5 Bakterijy banko pateikti parametrai
Mlkri)gggsgazr?ggril;snlzspagal Max Query £ value Max ident, Identifikuotas mikroorganizmas
score cover, % %
V1: Lb. helveticus 73.8 100 4e-11 100
V2: L. acidophilus 81.8 100 2e-13 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 3e-12 100

Auginimo terpés
Auginimo temperatiira
Auginimo trukme
Specifiniai poreikiai
Saugojimo salygos
Morfologinés ypatybés

Pienas, MRS ir kt.

37-45°C

18 -24h

Fakultatyvinis anaerobas
4 -6 °C, minus 70 — 75 °C

Lazdel¢s, paprastai taisyklingos formos, kartais ilgos,

kartais panaSios j kokus.

Fiziologinés ypatybés ir fizikinés cheminés savybés:

DaZymas Gramo budu

Augimo temperatura, °C
Optimali
Ribiné

gramteigiamos lazdelés

37-45°C
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M34GGVP801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M34PGJW001R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M34UU01201R

Augimas piene temperaturoje, °C

15 neauga
45 auga
Augimas MRS sultinyje, turin¢iame NaCl, %
2 auga
3 auga
4 auga
6,5 auga

CO2 susidarymas i$ gliukozes nesudaro

Angliavandeniy skaidymas (savybés nustatytos bioMerieux AP1 50 CH testais):
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Juslinis jvertinimas:
skonis ir aromatas  Grynas, pienartigstis, ragstus
konsistencija Tvirta

Taikomoji paskirtis Kietyjy striy gamybai
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PADERMES PASAS Nr. PR1/4

Grupé Bacillus
Gentis Lactobacillus
Rusis Lactobacillus helveticus

IS kur buvo iSskirta:

Substratas PR1
Genotipas:
Pradmuo 16S rDNR geno sekos Padermés Nr. NCBI banke
V1 CCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAATCTCTGG IN620212.1
V2 GTGACTTTGCTGGTTGATTGACCGTCAATAAAGGCCAGTTAC HM058673.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1

Mikroorganizmo risis pagal

Bakterijy banko pateikti parametrai

168 geno regionus Max Query Max ident, Identifikuotas mikroorganizmas
E value
score cover, % %
V1: Lb. helveticus 54.0 79 le-07 100
V2: Lb. helveticus 46.1 100 5e-05 93 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

Auginimo terpés
Auginimo temperatiira
Auginimo trukme
Specifiniai poreikiai
Saugojimo salygos
Morfologinés ypatybés

18 -24h

Pienas, MRS ir kt.
37-45°C

Fakultatyvinis anaerobas
4 —6°C, minus 70 — 75 °C

Lazdelés, paprastai taisyklingos formos, kartais ilgos,

kartais panasios ] kokus.

Fiziologinés ypatybés ir fizikinés cheminés savybés:

DaZzymas Gramo budu

Augimo temperatura, °C
Optimali
Ribiné

gramteigiamos lazdelés

37-45°C
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/356817760?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3M92TXW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297039948?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=M3MBE1GB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3MDWRRS01R

Augimas piene temperaturoje, °C

15 neauga
45 auga
Augimas MRS sultinyje, turin¢iame NaCl, %
2 auga
3 neauga
4 neauga
6,5 neauga

CO2 susidarymas i$ gliukozes

nesudaro

Angliavandeniy skaidymas (savybés nustatytos bioMerieux API 50 CH testais):
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Juslinis jvertinimas:
skonis ir aromatas
konsistencija

Taikomoji paskirtis

Tvirta

Kietyjy siiriy gamybai

Grynas, pienartigstis, ragstus

66




PADERMES PASAS Nr. PR2/1

Grupé Bacillus
Gentis Lactobacillus
Rusis Lactobacillus helveticus

I3 kur buvo iSskirta:

Substratas PR2
Genotipas:
Pradmuo 16S rDNR geno sekos Padermés Nr. NCBI banke
V1 CCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAATCTCTGG JN620212.1
V2 GTGACTTTGCTGGTTGATTGACCGTCAATAAAGGCCAGTTAC HMO058673.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1

. . . Bakterijy banko pateikti parametrai
Mlkrigggggﬁzﬁggriﬁzsp el Max Query E valte Max ident, Identifikuotas mikroorganizmas
score cover, % %
V1: Lb. helveticus 54.0 79 1le-07 100
V2: Lb. helveticus 46.1 100 5e-05 93 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

Auginimo terpés
Auginimo temperatiira
Auginimo trukmeé
Specifiniai poreikiai
Saugojimo salygos
Morfologinés ypatybés

Pienas, MRS ir kt.
37-45°C
18—-24h

Fakultatyvinis anaerobas
4 — 6 °C, minus 70 — 75 °C

Lazdelés, paprastai taisyklingos formos, kartais ilgos,

Fiziologinés ypatybés ir fizikinés cheminés savybés:

DaZzymas Gramo budu gramteigiamos lazdelés
Augimo temperatura, °C

Optimali 37-45°C

Ribiné -

Augimas piene temperatiiroje, °C

kartais panasios ] kokus.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/356817760?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3M92TXW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297039948?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=M3MBE1GB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3MDWRRS01R

15 neauga

45 auga
Augimas MRS sultinyje, turin¢iame NaCl, %
2 auga
3 neauga
4 neauga
6,5 neauga

CO2 susidarymas i$ gliukozes nesudaro

Angliavandeniy skaidymas (savybés nustatytos bioMerieux API 50 CH testais):
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Juslinis jvertinimas:
skonis ir aromatas ~ Grynas, pienartgstis, rigstus
konsistencija Tvirta

Taikomoji paskirtis Kietyjy siiriy gamybai
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Grupé Bacillus
Gentis Lactobacillus
Rusis Lactobacillus helveticus

PADERMES PASAS Nr. PR2/2

I3 kur buvo iSskirta:

Substratas PR2
Genotipas:
Pradmuo 16S rDNR geno sekos Padermés Nr. NCBI banke
V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGG NR_075047.1
V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAAACTCCTAATCTCTTTAGGA NR_075047.1

Mikroorganizmo rusis pagal

Bakterijy banko pateikti parametrai

Identifikuotas mikroorganizmas

16S geno regionus Max Query Evalue | Maxident,
score cover, % %
V1: Lb. helveticus 73.8 100 2e-13 100
V2: L. acidophilus 81.8 100 8e-16 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 56.0 87 5e-08 97

Auginimo terpés
Auginimo temperatiira
Auginimo trukmeé
Specifiniai poreikiai
Saugojimo salygos
Morfologinés ypatybés

Pienas, MRS ir kt.
37-45°C
18—-24h

Fakultatyvinis anaerobas
4 — 6 °C, minus 70 — 75 °C

Lazdelés, paprastai taisyklingos formos, kartais ilgos,

Fiziologinés ypatybés ir fizikinés cheminés savybés:

DaZzymas Gramo budu

Augimo temperatura, °C
Optimali
Ribiné

gramteigiamos lazdelés

37-45°C

Augimas piene temperatiiroje, °C

kartais panasios ] kokus.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3A8FGVJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3ABBCNJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3AEHXEV01R

15 neauga

45 auga
Augimas MRS sultinyje, turin¢iame NaCl, %
2 auga
3 auga
4 neauga
6,5 neauga

CO2 susidarymas i$ gliukozes

nesudaro

Angliavandeniy skaidymas (savybés nustatytos bioMerieux API 50 CH testais):
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Juslinis jvertinimas:
skonis ir aromatas
konsistencija

Taikomoji paskirtis

Tvirta

Kietyjy siiriy gamybai

Grynas, pienarigstis, riigStus
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Grupé Bacillus
Gentis Lactobacillus
Rusis Lactobacillus helveticus

PADERMES PASAS Nr. GP3/4

I3 kur buvo iSskirta:

Substratas GP3
Genotipas:
Pradmuo 16S rDNR geno sekos Padermés Nr. NCBI banke
V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGGG DQ123572.1
V2 GTGACTTTGCTGGTTGATTGACCGTCAATAAAGGCCAGTTAC HM058673.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1

Mikroorganizmo rusis pagal

Bakterijy banko pateikti parametrai

Identifikuotas mikroorganizmas

16S geno regionus Max Query Evalue | Maxident,
score cover, % %
V1: Lb. helveticus 75.8 100 4e-14 100
V2: Lb. helveticus 46.1 100 5e-05 93 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

Auginimo terpés
Auginimo temperatiira
Auginimo trukmeé
Specifiniai poreikiai
Saugojimo salygos
Morfologinés ypatybés

Pienas, MRS ir kt.
37-45°C
18—-24h

Fakultatyvinis anaerobas
4 — 6 °C, minus 70 — 75 °C

Lazdelés, paprastai taisyklingos formos, kartais ilgos,

Fiziologinés ypatybés ir fizikinés cheminés savybés:

DaZzymas Gramo budu

Augimo temperatura, °C
Optimali
Ribiné

gramteigiamos lazdelés

37-45°C

Augimas piene temperatiiroje, °C

kartais panasios ] kokus.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74099608?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3H5WKWT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297039948?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=M3H845DK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3M0637W016

15 neauga

45 auga
Augimas MRS sultinyje, turin¢iame NaCl, %
2 auga
3 auga
4 neauga
6,5 neauga

CO2 susidarymas i$ gliukozes

nesudaro

Angliavandeniy skaidymas (savybés nustatytos bioMerieux API 50 CH testais):
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Juslinis jvertinimas:
skonis ir aromatas
konsistencija

Taikomoji paskirtis

Tvirta

Kietyjy siiriy gamybai

Grynas, pienarigstis, riigStus
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PADERMES PASAS Nr. GP3/10

Grupé Bacillus
Gentis Lactobacillus
Rusis Lactobacillus helveticus

I3 kur buvo iSskirta:

Substratas GP3
Genotipas:
Pradmuo 16S rDNR geno sekos Padermés Nr. NCBI banke
V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCATGCTGG NR_075047.1
V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1

Mikroorganizmo rusis pagal

Bakterijy banko pateikti parametrai

Identifikuotas mikroorganizmas

16S geno regionus Max Query Evalue | Maxident,
score cover, % %
V1: Lb. helveticus 61.9 81 7e-10 100
V2: Lb. acidophilus 81.8 100 8e-16 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

Auginimo terpés
Auginimo temperatiira
Auginimo trukmeé
Saugojimo salygos
Morfologinés ypatybés

Pienas, MRS ir kt.
37-45°C
18 — 24 h Specifiniai poreikiai
4 —6°C, minus 70 — 75 °C

Fakultatyvinis anaerobas

Lazdeles, paprastai taisyklingos formos, kartais ilgos,

kartais panaSios j kokus.

Fiziologinés ypatybés ir fizikinés cheminés savybés:

DaZymas Gramo budu

Augimo temperatura, °C
Optimali
Ribiné -

Augimas piene temperatiiroje,

°C

15 neauga

37-45°C

gramteigiamos lazdelés
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3PPW0SN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3PTS4TH01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3PW705301R

45 auga

Augimas MRS sultinyje, turin¢iame NaCl, %

2 auga
3 auga
4 auga
6,5 neauga

CO; susidarymas 1§ gliukozés

nesudaro

Angliavandeniy skaidymas (savybés nustatytos bioMerieux API 50 CH testais):
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Juslinis jvertinimas:
skonis ir aromatas
konsistencija

Taikomoji paskirtis

Tvirta

Kietyjy stiriy gamybai

Grynas, pienartigstis, ragstus
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Grupé Bacillus
Gentis Lactobacillus
Rusis Lactobacillus helveticus

PADERMES PASAS Nr. TM4/2

I3 kur buvo iSskirta:

Substratas TM4
Genotipas:
Pradmuo 16S rDNR geno sekos Padermés Nr. NCBI banke
V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGG NR_075047.1
V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1

Mikroorganizmo rusis pagal

Bakterijy banko pateikti parametrai

Identifikuotas mikroorganizmas

16S geno regionus Max Query Evalue | Maxident,
score cover, % %
V1: Lb. helveticus 73.8 100 2e-13 100
V2: Lb. acidophilus 81.8 100 8e-16 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

Auginimo terpés
Auginimo temperatiira
Auginimo trukmé
Specifiniai poreikiai
Saugojimo salygos
Morfologinés ypatybés

Pienas, MRS ir kt.
37-45°C
18—-24h

Fakultatyvinis anaerobas
4 — 6 °C, minus 70 — 75 °C

Lazdelés, paprastai taisyklingos formos, kartais ilgos,

Fiziologinés ypatybés ir fizikinés cheminés savybés:

DaZzymas Gramo budu

Augimo temperatiira, °C
Optimali
Ribiné

gramteigiamos lazdelés

37-45°C

Augimas piene temperatiiroje, °C

kartais panasios ] kokus.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3R52DJU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3R8R4CF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3RB22C701R

15 neauga

45 auga
Augimas MRS sultinyje, turin¢iame NaCl, %
2 auga
3 auga
4 neauga*
6,5 neauga

* po i8skyrimo augo, neaugo po iSlaikymo 1 m 3 mén minus 70 — 75 °C temperatiiroje.

CO2 susidarymas i$ gliukozes

nesudaro

Angliavandeniy skaidymas (savybés nustatytos bioMerieux API 50 CH testais):
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Juslinis jvertinimas:
skonis ir aromatas
konsistencija

Taikomoji paskirtis

Tvirta

Kietyjy siiriy gamybai

Grynas, pienarigstis, rigStus
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Grupé Bacillus
Gentis Lactobacillus
Rusis Lactobacillus helveticus

PADERMES PASAS Nr. TM4/4

I3 kur buvo iSskirta:

Substratas TM4
Genotipas:
Pradmuo 16S rDNR geno sekos Padermés Nr. NCBI banke
V1 CGCGTCCCCAGCGTCATTACCGAAGTAAATCTGCTGG NR_075047.1
V2 GTGACTTTCTGGTTGATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTAC KC166236.1
V3 GTCTTAGCGTCCCCGAAGGGAACTCCTAATCTCTTAGGA NR_075047.1

Mikroorganizmo rusis pagal

Bakterijy banko pateikti parametrai

Identifikuotas mikroorganizmas

16S geno regionus Max Query Evalue | Maxident,
score cover, % %
V1: Lb. helveticus 73.8 100 2e-13 100
V2: L. acidophilus 81.8 100 8e-16 100 Lactobacillus helveticus
V3: Lb. helveticus 77.8 100 le-14 100

Auginimo terpés
Auginimo temperatiira
Auginimo trukmeé
Specifiniai poreikiai
Saugojimo salygos
Morfologinés ypatybés

Pienas, MRS ir kt.
37-45°C
18—-24h

Fakultatyvinis anaerobas
4 — 6 °C, minus 70 — 75 °C

Lazdelés, paprastai taisyklingos formos, kartais ilgos,

Fiziologinés ypatybés ir fizikinés cheminés savybés:

DaZzymas Gramo budu

Augimo temperatiira, °C
Optimali
Ribiné

gramteigiamos lazdelés

37-45°C

Augimas piene temperatiiroje, °C

kartais panasios ] kokus.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M3R52DJU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449331979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=M3R8R4CF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M3RB22C701R

15 neauga

45 auga
Augimas MRS sultinyje, turin¢iame NaCl, %
2 auga
3 auga
4 neauga*
6,5 neauga

* po i8skyrimo augo, neaugo po iSlaikymo 1 m 3 mén minus 70 — 75 °C temperatiiroje.

CO2 susidarymas i$ gliukozes

nesudaro

Angliavandeniy skaidymas (savybés nustatytos bioMerieux API 50 CH testais):
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Juslinis jvertinimas:
skonis ir aromatas
konsistencija

Taikomoji paskirtis

Tvirta

Kietyjy siiriy gamybai

Grynas, pienarigstis, rigStus
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