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SANTRAUKA

Darbas skirtas laktozés antrintuose pieno produktuose (striniy iSrtigy ir laktozés melasos)
biokonversijai ] laisvagsias riebaly rugstis ir susidariusiy metabolity antimikrobinio aktyvumo
jvertinimui. Fermentacijai naudotos pieno rugsties bakterijos: L. plantarium LUHS135, L. brevis
LUHS140, P. pentosaceus LUHS22, L. paracasei LUHS244, L. plantarium LUHS18.

Pradiniame etape tirti 3-galaktozidazinio aktyvumo pokyciai striniy iSragy ir laktozés
melasos fermentacijos su jvairiomis pieno riigsties bakterijomis metu. Dujinés chromatografijos
metodu jvertinta fermentacijoje metu susidaranciy laisvyjy riebaly rigs¢iy kokybiné ir kiekybiné
sudétis: fermentuojant siirines iSrtigas identifikuota miristino, palmitino, stearino, oleino ir linolo
riebaly rtgstis, bendras ragsciy kiekis kito nuo 75,8 mg/l iki 122,19 mg/l; apdorojant laktozés
melasg miristino neaptikta ir naujai susidaré¢ linoleino riebaly rugstis, o bendras rtigsciy kiekis
kito nuo 73,2 mg/l iki 100,75 mg/l. Fermentacijos metu laisvyjy riebaly riig8éiy susidarymas
priklausé pieno rigsties bakterijos padermés: didziausiu riagsSciy susidarymo  pajégumu
pasizyméjo P. pentosaceus LUHS22 ir L. paracasei LUHS244, salygojancios didZiausig oleino,
linolo, linoleino rigs¢iy susidarymg. Nustatyta, kad mazéjant pH (stiriniy iSriigy fermentacijos
metu iki 4,45, o laktozés melasos — 5,34) ir didéjant acto (nuo 0,48 iki 2,32 mM — stiriniy iSragy,
nuo 1,08 iki 2,2 mM — laktozés melasos) ir pieno (atitinkamai nuo 7,188 iki 35,433 ¢/l ir nuo
6,136 g/l iki 30,251 g/l) rugsties koncentracijoms, stebima didesné laisvyjy riebaly rigsciy
susidarymo tendencija. Fermentuota laktozés melasa pasizyméjo antigrybiniu aktyvumu prie$
Fusarium spp. ir jis buvo didesnis nei fermentuoty striniy iSriigy; abu fermentuoti substratai
nepasizyméjo antigrybiniu aktyvumu pries Aspergilus ir Penicillium spp. Regresinés analizés
metodu vertinti rysiai tarp laisvyjy riebaly rugsciy sudéties (kokybinés ir kiekybinés) ir jy
antigrybinio aktyvumo: stiprus teigiamas rySys aptiktas tarp laisvyjy riebaly riigsciy

koncentracijos ir antigrybinio aktyvumo, o taip pat tarp jy sudéties. DidZiausiau antigrybiniu



aktyvumu pasizyméjo linoleino, oleino, stearino, linolino, ir (atitinkamai buvo 0,995; 0,994;
0,953 ir 0,934). Tuo tarpu miristinas antigrybinio aktyvumo neturéjo R? buvo 0,294.

Jonuska, Lukas.. Master's thesis / supervisor assoc. prof. habil. dr. Grazina Juodeikiené.

The Faculty of Chemistry technologies, Kaunas University of Technology.
Study field and area: technologies science, biotechnology.

Key words: free fatty acids, lactose molasses, whey, fermentation, lactic acid bacteries,
fermentation, bioconversion, galactosidase activity, lactose
Kaunas, 2018. 95 p.

SUMMARY

The research is based on bioconversion of lactose in dairy by-products (cheese whey and
lactose molasses) to free fatty acids and obtained metabolite antimicrobial activities estimation.
Lactic acid bacterial strains used for fermentations: L. plantarium LUHS135, L. brevis
LUHS140, P. pentosaceus LUHS22, L. paracasei LUHS244, L. plantarium LUHS18.

At first, R-galactosidase enzymatic activity changes using different bacterial strains in
fermentations (whey, lactose molasses) were studied. Qualitative and quantitative analysis of
free fatty acids were estimated using gas chromatography method. Myristic, palmitic, stearic,
oleic and linolic fatty acids were identificated in fermented cheese whey. The total concentration
of fatty acids raised from 75,8 mg/l to 122,19 mg/l. In fermented lactose mollases myristic fatty
acid was missed but identificated another — linolenic acid. The total concentration of fatty acids
raised from 73,2 mg/l to 100,75 mg/l. Free fatty acids production volume was related to lactic
acid bacterial strains. P. pentosaceus LUHS22 and L. paracasei LUHS244 demonstrated the best
free fatty acids (oleic, linolic, linolenic) production capacity. Lower pH (in cheese whey
fermentation to 4,45, lactose molasses — 5,34), higher acetate (from 0,48 to 2,32 mM — in whey,
from 1,08 to 2,2 mM — in lakcose molasses) and lactic (from 7,188 to 35,433 g/l and from 6,136
g/l to 30,251 g/l respectively) acids concentrations have positive influence for free fatty acid
production capacity.

After fermentation antifungal activities were studied. Fermented lactose molasses has
antifungal activities against Fusarium spp. and it demonstrated better antifungal activities results
than using fermented cheese whey. Both of fermented substrates have not antifungal activities
against Aspergilus spp. and Penicillium spp. Relations between free fatty acids compositions
(quantitative and qualitative) and their antifungal activities were estimated using regresion

analysis method. Regresion analysis results demonstrated that antifungal activity is related to



linolenic (R? = 0,995) oleic (R? = 0,994), stearic (R? = 0,953) and linolic (R? =,934) fatty acids
while palmitic fatty acid has no antifungal activity (R? = 0,294)



SANTRUMPOS

COD - cheminis deguonies suvartojimas (angl. chemical oxygen damand).
DNS — dinitro saliciliné ragstis.

LRR — lakiosios riebaly riigstys.

MFC — mikrobinis kuro elementas (angl. microbic fuel cell).

PDA — bulviy dekstrozés agaras (angl. potato dextrose agar).

PHA — poliohidroksialkanoatai.

PR — pieno riigstis.

PRB — pieno riigsties bakterijos.



JZANGA

Tiriamojo projekto problema. Staigus zmoniy populiacijos ir pasaulio ekonomikos
augimas kelia globalig problema, susijusig su zemés iikyje ir maisto pramonéje didéjanciais
atlieky kiekiais. Tinkamas atlieky tvarkymas itin svarbus, norint minimaliai sumazinti tolesng
aplinkos tarsg ir CO2 emisijg j aplinka, taip pat formuoti teisingg pasaulio visuomenés poziiirj j
gamtos tausojima ir skatinti zmones prisidéti prie ekologinio tikininkavimo. Pagrindinis maisto
pramonés antriniy ir / ar susidaranciy atlieky tvarkymo biidas — bioekonominiais sprendimais
pagrjstas biopriemoniy taikymas racionaliam jy panaudojimui, laikantis aplinkosaugos
reikalavimy. Vadovaujantis $iuo principu, antriniai maisto pramonés produktai gali buti perdirbti
] pridétinés vertés produktus ar komponentus, pavyzdziui, bioplastikus, biodujas ir Kkt.

Pieno pramonéje, striy gamyboje susidaro dideli antriniy produkty kiekiai (pvz., siiriniy
iSrigy, permiato, laktozés melasos), kurie panaudojami neracionaliai ir kelia pavojy aplinkai, nes
gali patekti | nutekamuosius vandenis, pavyzdziui, iSrigy cheminis deguonies suvartojimas — 50
kg Ox/t. Tai jvertinant, aktualu uztikrinti racionaly pieno pramonés antriniy produkty perdirbima,
pasitelkiant biotechnologinius sprendimus. Vienas jy — pagrindinio komponento, esancio
antriniuvose pieno produktuose, laktozés biokonversija ] pridétinés vertés komponentus,
pavyzdziui, laisvasias riebaly ragstis.

Pagal literatiiros $altinius, laisvasias riebaly ragstis galima panaudoti daugelyje sri¢iy,
pavyzdziui, bioplastiky gamyboje, bioenergetikoje. Pastebima, kad jos pasizymi
antimikrobinémis savybémis, todél gali bati pritaikytos pla¢iau, jskaitant ir maisto produkty
gamyba, ir biologiniy nuoteky valyma.

Tyrimy aktualumas ir naujumas. Siuo metu laisvosios riebaly rigstys dazniausiai
gaminamos cheminiu biidu, todél aktualu ieskoti pigesniy biidy laisvosioms riebaly rugstims
gauti. Biotechnologiniai sprendimai ir jy inovatyvumas priklauso nuo mikroorganizmy ir jy
suderinamumo su fermentacijos terpe bei kity faktoriy, salygojanciy laktozés biokonversijos 1
laisvasias riebaly rugstis, veiksmingumo. Fermentacija, kai naudojamos atrinktos pieno rtigsties
bakterijos, gali padéti isspresti pertekliniy atlieky problema, taip pat atpiginti gamyba ir maisto
pramonéje organizuoti beatliekinius gamybos procesus.

Darbe ieSkoma biotechnologiniy sprendimy, kaip antrines siirio gamybos atlickas (laktozés
melasg ir stirines iSrigas), kuriose daug laktozés, perdirbti j laisvasias riebaly rtgstis.

Tiriamojo projekto tikslas — jvertinti laktozés antriniuose pieno produktuose
biokonversijos i laisvasias riebaly rtigstis galimybes, jy susidaryma salygojancéius faktorius ir
antimikrobinj aktyvuma. Siam tikslui pasiekti keliami tokie uZdaviniai:

1. Ivertinti pieno rugsties bakterijy betagalaktozidazinj aktyvuma jvairiuose substratuose.
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Ivertinti substraty (striniy iSriigy ir laktozés melasos) jtakg laisvyjy riebaly rigsciy
susidarymui.

. Nustatyti laktoze konvertuojanciy pieno rugsties bakterijy savybe gaminti laisvasias
riebaly ragstis.

Nustatyti faktorius, turinCius jtakos laisvyjy riebaly rugsciy susidarymui, jskaitant
pirminius fermentacijos metabolizmo produktus — pieno ir acto ragstis.

. Ivertinti pieno rugsties bakterijy fermentacijos metu susidaran¢iy metabolizmo produkty
antigrybinj aktyvumga prie§ indikatorinius mikroskopinius grybus.

Vadovaujantis regresinés analizés principais, nustatyti rySius tarp laisvyjy riebaly rigsciy

ir jy antigrybinio aktyvumo.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Maisto pramonés antriniy produkty ir / ar atlieky apibidinimas lakiujy riebaly

rugsciy gamybai

Dumbliai, maisto atlickos ir organinés kietosios komunalinés atlickos — trys labiausiai
istirtos kietosios atlickos, i§ kuriy gaminamos laisvosios riebaly rigstys (LRR). Zemés iikio
nuotekos, pienas, celiuliozé ir popierius yra skystosios atlickos, kurios taip pat daznai
naudojamos LRR gamybai. Be to, sickiant padidinti LRR gamyba, jvairiy rasiy atliecky miSiniai
taip pat istirti ir naudojami [1].

Pirminiai dumbliai ir aktyviyjy dumbliy atlickos i$ komunaliniy nuoteky valymo jrenginiy
dazniausiai tiriami, nes gali bati naudojami LRR gaminti [2]. Tiek pirminiuose dumbliuose, tiek
aktyviyjy dumbliy nuotekose yra labai daug organiniy medziagy, kuriy bendras cheminis
deguonies sunaudojimas svyruoja nuo 14,800 mg/l iki 23,000 mg/l [3, 4]. Bitent tod¢l Sios
atliekos tinkamos LRR gamybai. Visgi pabréztina, kad tirpaus dumblo cheminis deguonies
sunaudojimas yra nuo 10 iki 100 karty maZesnis nei jo bendras cheminis deguonies
sunaudojimas, o tai sulétina LRR gamybos procesg [4]. Atsizvelgiant ] tai, reikéty gerinti
hidroliz¢, pavyzdziui, taikyti iSankstinj apdorojima.

Siekiant pagerinti ir pagreitinti LRR gamyba, vietoj vieno tipo dumbliy pasitilyta naudoti
dumbliy miSinio kofermentacijg. Pavyzdziui, didziausia LRR gamyba, naudojant tik pirminj
dumblg, siekia 85 mg COD/g VSS, bet, naudojant ir aktyviojo dumblo atlieckas, gamyba iSauga
40 proc., t. y. iki 118 mg COD/g VSS, kai VSS santykis 1:1 [4]. Manytina, kad LRR gamyba
padidéja déel geresnés dumbliy misinio hidrolizés [4].

Maisto atliekos dél galimybés naudoti jas LRR gamyboje tiriamos dé¢l dviejy priezasCiy.
Pirma, maisto atlieckos yra dominuojancios didziulés komunaliniy skystyjy ir kietyjy atlieky
sudedamosios dalys (22-54 proc.) [8]. Antra, maisto atliekos turi didelj COD kiekj, kuris yra
91,900-166,180 mg /I [11]. Nepaisant to, labai svarbu veiksmingai atskirti maisto atliekas nuo
kietyjy daleliy, nes jos gali sumazinti LRR gamyba. Siai problemai spresti galima jrengti
medziagy atsinaujinimo centrg, skirtg atskirti kietgsias organiniy junginiy, stiklo, plastiko ir
juodyjy metaly daleles. Kitas galimas LRR gamybos Saltinis — organinés kietosios komunalinés
atliekos, kuriy bendras COD yra 600-347 000 mg/kg [12—-14]. Kaip ir dumbliy panaudojimas
LRR gamybai, taip ir organiniy kietyjy komunaliniy atlieky hidrolizé gali padidinti laiko
sanaudas, todél reikéty taikyti iSankstinio apdorojimo metodus.

Norint LRR gaminti i$ skystyjy atlieky, dazniausiai naudojamos zemés tikio [15], pieno

[10, 18], celiuliozés ir popieriaus pramonéje [10, 20] susidaran¢ios nuotekos. Pavyzdziui, palmiy
12



aliejaus nuoteky valymo jrenginiai yra Zemés iikio nuotekos, kuriy COD — 88 000 mg/1, dél to
gali susidaryti LRR, kuriy koncentracija yra 15,300 mg/l [15]. Sirio iSrligy permeatas ir
popieriaus gamyklos nuotekos taip pat yra tinkamos, nes jy organinés medziagos labai lengvai
fermentuojasi [10]. Kalbant apie naftos pramonés nuotekas, pabréziama, kad nepaisant to, jog
turi didele COD verte (11,500 mg/l) [21], jos netinkamos LRR gamybai, nes yra toksisSkos ir
kenksmingos mikroorganizmams. Palyginus su pramoninémis nuotekomis, buitinése nuotekose
yra mazai organiniy medziagy, kuriy tipinis COD yra 175-600 mg/1 [22], todél jis netinkamas
LRR gamybai.

Apskritai vis dar neaiSku, kokios riiSies atliekos yra tinkamesnés LRR gamybai, nes
skiriasi darbo salygos ir LRR gamybos naSumo vertinimo kriterijai. Taciau dazniausiai LRR
gamybai naudojamos atliekos, kuriose gausu organiniy medziagy, t. y., kai COD yra didesnis nei
4000 mg/l. Tai galéty biiti pirminis atlieky parinkimo vadovas. Pabréztina, kad, norint iSvengti
LRR gamybos slopinimo, amonio Kkiekis atliekose turi bati mazesnis nei 5000 mg/l [19],
nepaisant to, kad tai pagrindinis mikroorganizmy augimo azoto Saltinis. Norint uztikrinti stabily
ir nuolatinj atlieky tiekima LRR gamybai, reikia atsizvelgti ne tik j atlieky charakteristikas, bet ir
1jy kiekj [23].

1.2. Substraty paruoSimas laisvyjy riebaly riigs¢iy gamybai

LRR gamybai naudojant kietgsias atliekas, hidrolize smarkiai apriboja sudétinga kietyjy
atliecky strukttra ir sandara [24]. Pavyzdziui, lgsteliy sienclés ir ekstralastelinés polimerinés
dumbliy medziagos neigiamai veikia medziagy hidrolize Igsteléje [25]. Kalbant apie
lignoceliuliozés medziagas, riebalus ir baltymus maisto atliekose, jie mazina organiniy medziagy
biologinio skilimo lygj [26]. Taigi, mokslininkai, siekdami tobulinti kietyjy atlieky
solubilizavima, iStyré jvairius iSankstinio apdorojimo metodus. Minétina, kad iSankstinis
cheminis apdorojimas yra veiksmingas, kai norima pagerinti hidroliz¢ Kietosiose atliekose.
Reagentai, dazniausiai naudojami iSankstiniam cheminiam apdorojimui, yra ragstis [10], Sarmai
[10, 26], ozonas [29] ir vandenilio peroksidas [31, 32]. Ragsties ir Sarmo panaudojimas
iSankstiniam apdorojimui naudingas dél dviejy priezasCiy: sustiprina solubilizacijg i$ polimeriniy
medziagy dumbliy [27] ir suardo lasteliy sieneles, dél to iS lastelés iSsiskiria organinés
medziagos [28]. Be dumblo, Sie du iSankstiniai suardymo metodai taip pat skatina ir maisto
atlieky solubilizacijg [10]. Vienintelis trikumas susijes su ekstremaliomis pH reikSmémis —
brangios ir korozijai atsparios jrangos poreikis [10, 27]. Antra vertus, dar vienas sprendimas
Sioje situacijoje — ozonas, kuris yra stiprus oksidatorius, galintis skaldyti hidroksilo radikalus

[30], pradéti solubilizacija. Nepaisant to, ozonas Siam tikslui naudojamas retai, nes jo iSgavimo
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kaina yra didelé [29]. Pabréztina, kad vandenilio peroksidas — puiki alternatyva, nes yra pigesnis,
taCiau jo oksidacinis potencialas (1,8 V) yra mazesnis nei ozono (2,1 V) [31].

Biologiniai veiksniai, pavyzdziui, hidrolitiniai fermentai [11] (Cellulomonas uda, C.
Biazotea) [34], nattralus kompostas ir aktyvieji dumbliai i§ komunaliniy nuoteky valymo
jrenginiy [24] taip pat naudojami kietyjy atlieky solubilizacijai pagerinti. Atliekant isankstinj
fermentinj apdorojimg ir dozuojant skirtingy fermenty misinj, poveikis hidrolizei yra daug
geresnis nei apdorojant tik vienos rusies fermentu [11, 33]. Manytina, kad taip yra todél, nes
skirtingi fermentai hidrolizuoja skirtingus atlieky komponentus. Nepaisant to, iSankstinis
apdorojimas, naudojant fermentus bei gryngsias kultiras, gali bati brangus. Bitent todél
teigiama, kad nebrangios medziagos, pavyzdziui, brandus kompostas arba aktyvieji dumbliai turi
biti naudojami dazniau. Palyginus su Kitais cheminiais-fizikiniais metodais, kitas ne maziau
reik§mingas veiksnys — ilgesné pirminio apdorojimo proceso trukmé [1].

Pirminis apdorojimas mikrobangomis [27, 32] skatina kietyjy atlieky hidroliz¢ per terminj
ir aterinj poveikj. Siluminis poveikis priskiriamas §ilumos generavimui, kurj sukelia
elektromagnetiniame lauke besisukancéios dipolinés molekulés (pvz., vandens) [25]. Aterinis
poveikis susij¢s su makromolekuliy (pvz., baltymy) poliarizuoty Soniniy grandiniy derinimu, Su
elektromagnetinio lauko poliais. Taip pat suardo vandenilinius rySius ir destabilizuoja molekulés
struktiirg [57]. Pirminis apdorojimas mikrobangomis yra labai intensyvus ir gali suformuoti
ugniai atsparius junginius, pavyzdziui, melanoidiny ir humino ragstis, kurios mazina apdoroty
atlicky biologinj skaidomumg. Vietoj pirminio apdorojimo mikrobangomis, gali biiti taikomas
terminis apdorojimas 60-180 °C laipsniy diapazone [10]. Esant aukStesnéms temperatiiroms,
apdorojimo poveikis biuna panasus j pirminio apdorojimo mikrobangomis poveikj, taip pat gali
daryti jtakg tirpiy organiniy medziagy susidarymui [35]. Esant zemesnei nei 70 laipsniy
temperatiirai, termofilinés hidrolitinés bakterijos pagerina kietyjy atlieky solubilizacija.

Ultragarso taikymas kietyjy atlieky solubilizacijai istirtas daugelio mokslininky [10].
Pirminis apdorojimas ultragarsu suformuoja kavitacijos burbulus, o jy sprogimas generuoja
hidromechanines §lyties jégas, kurios yra gana stiprios, kad suskaidyty atlicky makromolekules
[36]. Be to, siems burbulams sprogus, pakyla ir temperattra, ir slégis, dél kurio susidaro
reaktyvis hidroksilo radikalai ir kietyjy atliecky terminé destrukcija. I pirminj apdorojimag
mikrobangomis apdorojimas ultragarsu yra panaSus, nes abu apdorojimai energetiSkai labai
intensyvus [28].

Literatiiroje raSoma apie kelis skirtingus pirminio kietyjy atlieky apdorojimo procesus,
kuriuos galima derinti tarpusavyje ir taip skatinti sinergeting hidrolize [10, 24]. Atliekant
apdorojimg ultragarsu ir kartu naudojant Sarma, pageréja nuoteky skaidymas [28]. Pirminis

apdorojimas su Sarmu silpnina Igsteliy sienele, kuri tampa pazeidziamesné ultragarso poveikiui.
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Kitu atveju gali buti naudojamas ozono ir ultragarso derinys [30], kai, naudojant ultragarsa,
pageréja ozono skilimas ] hidroksilo radikalus ir ozono mikroburbulai skatina akustiniy
kavitacijy susidaryma. Yra ir daugiau kombinuoto pirminio apdorojimo galimybiy, tadiau jos
neistirtos.

Renkantis bet kurj i§ anks¢iau paminéty pirminiy apdorojimy derinimg tarpusavyje, svarbu
atsizvelgti j kietyjy atlieky kiekj, nes su juo susij¢s kapitalas ir energijos sgnaudos. Todél, norint
nustatyti, kuris metodas yra geriausias, iSankstinis apdorojimas jvertinamas techniskai ir
ekonomiskai. Literatiiroje yra keletas maZai aptarty techno-ekonominiy vertinimy pavyzdziy
[37]. Pavyzdziui, Dharas ir kt. [37] atliko technoekonominj ultragarsinio, terminio bei jy

kompleksinio apdorojimo vertinima.

1.3. Lakiyjy riebaly rigs¢iy gamybai jtakos turintys faktoriai

Substrato pH. LRR gamybai pH reik§mé svarbi, nes daugelis riigs¢iy negali iSgyventi
labai rtigstingje (pH 3) arba Sarminéje (pH 12) aplinkoje [42]. Optimaliausias pH rodiklis, norint
gaminti LRR, yra 5,25-11, taciau tikslus rodiklis priklauso nuo naudojamy atlicky rasies.
Pavyzdziui, kai naudojami dumbliai, optimali pH reik§mé yra 8-11. Minétina, kad, esant
Sarminéms salygoms, yra daugiau tirpiy substraty, reikalingy LRR gamybai [5, 6]. Sarmas
sukelia stipry atostimj tarp ekstralgsteliniy polimeriniy medziagy, dél kuriy j aplinka iSsiskiria
angliavandeniai ir baltymai [43]. Tai reiskia, kad yra daugiau tirpiy substraty, norint pagaminti
LRR Sarminémis salygomis [5, 6]. Be to, Sarminé aplinka nepalanki metanogenezei, o tai reiskia,
kad i§ pagaminty LRR neiSsiskirs metanas [6]. Kita vertus, pH 7 laikyta optimaliausia maisto
atliecky hidrolizei ir ragstingumui nustatyti, nes Sis rodiklis sudaro didZiausig angliavandeniy,
baltymy ir lipidy solubilizacijos procenta ir didziausig LRR koncentracijg palyginus su pH 5,9 ir
11 [9]. LRR gamyba i$ nuoteky daZniausiai vykdoma riigstinéje aplinkoje, kur pH svyruoja nuo
5,25 iki 6. Remiantis $ia informacija, galima teigti, kad Sarminé aplinka palankiausia, kai LRR
gaminamos 1§ dumbliy, o neutrali ir riig§ti aplinkos skatina LRR gamybg i§ maisto atlieky ir
nuoteky. Be to, pH taip pat gali turéti jtakos LRR rii§ims, kurios gaunamos riigStiniame
fermentacijos procese, ypa¢ actui, propionui ir aviaro ragstims [10, 44].

Temperatira. Mokslininkai LRR gamybg i§ atliecky vykdé skirtingomis temperatiiros
sglygomis: psichrofilinémis (4-20 °C) [7], mezofilinémis (20-50 °C) [7, 45], termofilinémis
(50-60 °C) [2, 45, 48] ir hipertermofilinémis (60-80 °C) [49]. Padidéjusi temperatiira
psichrofilingje ir mezofilin¢je temperatiiry diapazone naudinga, nes didina LRR gamybos ir
iSeigos koncentracija [7, 46, 81]. Pavyzdziui, padidinus temperatiira nuo 10 °C iki 35 °C
laipsniy, LRR, pagaminty i§ aktyviyjy dumbliy, koncentracija padidéja net 300 proc. [47].

15



Padid¢jimas atsiranda dél didesnio tirpiy angliavandeniy ir baltymy kiekio, kuris yra aukstesnéje
temperatiiroje pagerintos dumblo hidrolizés rezultatas. LRR gamyba i§ pirminio dumblo
fermentacijos metu gali padidéti Sesis kartus, jeigu temperatiira pakyla nuo 8 iki 25 °C laipsniy
[7].

S. Jiangas ir kt. teigia, kad termofilinémis temperatiiros saglygomis (60 °C) galima sukelti
greitesng biologine aklimatizacijg ir didesnj rugsciy iSsiskyrima, palyginus su mezofilinémis
temperattros saglygomis (35 °C), todél padidéja LRR iseiga [2]. Taip pat LRR gamyba, esant
hipertemofilinéms temperatiiros sglygoms (70-80 °C), yra didesné negu termofilinémis
sglygomis (55-60 °C) [50]. Nepaisant to, Yu ir kt. pabrézia, kad 45-70 °C laipsniy temperatiira
neturi jtakos LRR gamybai [49]. Zhuo ir kt. nustaté prieSingai, t. y., kad rigstingumg skatinanciy
fermenty aktyvumas termofilinéje temperatiroje (55 °C) buvo mazesnis negu mezofilinéje
temperatiiroje (37 °C) [48]. D¢l Sios priezasties bendra LRR koncentracija, pasiekta 55 °C
laipsniy temperatiiroje, buvo 40 proc. mazesné negu 37 °C laipsniy temperatiiroje [48].
Manytina, kad iSvady prieStaringumas atsirado, nes tyrimuose naudotos skirtingos
mikroorganizmy rasys.

Skirtingai nuo pH, temperattros poveikis gaminamam LRR tipui yra nedidelis. Yuanas ir
kt. aptaré aktyviyjy dumbly atlieky fermentacijg, kuri vykdyta esant 4 °C, 14 °C ir 24,6 °C
laipsniy temperatiiroms. Pastebéta, kad temperattra padidéjo nuo 4 °C iki 14 °C laipsniy, acetato
procentas sumaze€jo nuo 55 iki 43 proc., bet propionato ir sviesto rugsties procentin¢ dalis
padidéjo atitinkamai nuo 20 iki 29 proc. ir nuo 11 iki 16 proc. Taciau tolesnis temperatiiros

padidéjimas iki 24,6 °C laipsniy nepakeité LRR sudéties [46].

1.4. Lakiyjy riebaly riig§¢iy panaudojimo sritys

LRR, gautos rigstinés fermentacijos metu, yra puikus substratas jvairioms reikméms,
pavyzdziui, biologiskai skaidziy plastiky gamybai. Atlickant fermentacija, ne tik utilizuojamos
atliekos, bet ir i§ jy cheminés sudéties iSgaunamos LRR. Kai kuriais atvejais fermentuotos
atliekos turi biiti apdorojamos toliau, kad jy veikimas biity veiksmingesnis. Norint pateikti
rekomendacijas ir optimizuoti rigsting fermentacija, kurios metu gaminamos LRR, pagrindinis

démesys skiriamas konkreciai LRR ir jos pritaikymui anks¢iau minétose srityse.

1.4.1. Bionuoteky valymas

LRR yra puikus anglies substratas, kuris uztikrina biologinio azoto ir fosforo pasalinimg i§

nuoteky. Yra zZinoma, kad azoto paSalinimas yra atliekamas aerobinémis salygomis (nitrifikacijos
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biidu), po anaerobinés denitrifikacijos [1]. Kalbant apie fosfora, ji galima pasalinti sustiprinto
biologinio fosforo Salinimo proceso metu alternatyviomis aerobinémis ir anaerobinémis
saglygomis. Azoto ir fosforo Salinimas tuo pafiu metu yra jmanomas, jeigu uztikrinamos
alternatyvios aerobinés ir anaerobinés salygos. Daugeliu atvejy LRR naudojamos kaip
papildomas anglies Saltinis biologinéms nuotekoms valyti, nes anglies kaip substrato pagrindo
koncentracija nuotekose yra nepakankama. Norint pasalinti 1 mg azoto, reikia, kad anglies
cheminio deguonies suvartojimo lygis biity 5-10 mg [81], o norint pasalinti 1 mg fosforo reikia,
kad cheminis deguonies suvartojimas bty 7,5-10,7 mg [40]. Naudoti susintetintas LRR gali
biiti brangu, tod¢l ekonomiSkai naudingesnis sprendimas yra naudoti i§ atlieky susidarancias
LRR.

Remiantis keliy tyrimy duomenimis, naudojant LRR, biologiniy maistiniy atlieky $alinimo
naSumas didesnis nei naudojant sintetinj acetata. Manytina, kad taip yra dél sinergetinio kity
komponenty poveikio [5, 82]. Minétina, kad, Salinant fosforg, didesnis veiksmingumas
pasiekiamas naudojant LRR, gautas i$ aktyviyjy dumblo atlieky (98,7 proc.) palyginus su acetatu
(71,1 proc.) [82]. Didesnis veiksmingumas susijes su mazesne glikogeno sinteze ir didesniu
jsisavinto fosforo kiekiu kiekvienam poliohidroksialkanoatui. Zhengas ir kt. palygino azoto ir
fosforo Salinimo veiksmingumg, naudodamas LRR, gautas i§ aktyviyjy dumbliy atlieky ir
sintetinj  acetatag  alternatyviomis  anaerobinémis-aerobinémis-anoksinémis-aerobinémis-
anoksinémis-aerobinémis sglygomis [5]. Pastebéta, kad azoto ir fosforo Salinimo veiksmingumas
padidéja atitinkamai 82 ir 95 proc. Tyréjai teigia, kad, esant propionatui, fosforas Salinamas
veiksmingiau. Azotas pasalinamas veiksmingiau iSoriniu denitrifikacijos biidu. Didelis azoto ir
fosforo Salinimo veiksmingumas patvirtina, kad LRR yra puikus ir veiksmingas anglies Saltinis
biologinéms maisto medziagoms Salinti.

Skirtinga LRR turi skirtingg biologinio maisto medziagy Salinimo veiksmingumg. Azoto
Salinimo procesuose denitrifikuojancios bakterijos pirmenybe teikia mazesnés molekulinés
masés LRR. Pirmiausia, bakterija kaip substratag sunaudoja acetata, tada propionata ir butirata,
galiausiai valerata. LRR sunaudojimo tvarka gali biti susijusi su paprastesniais metaboliniais
keliais, kuriuos renkasi denitrifikuojancios bakterijos [83]. Be to, vidutinis denitrifikacijos
greitis, naudojant acetata, yra du kartus didesnis nei naudojant propionatg [83]. Tyrimai rodo, jog

LRR pritaikant denitrifikacijos procese reikéty padidinti acetato koncentracija.

1.4.2. Polihidroksialkanoatai

Polihidroksialkanoatai (PHA) — tai biologiskai skaidlis polimerai, kuriuos sintezuoja

mikroorganizmai, naudojantys atsinaujinancius isteklius, pavyzdziui, LRR [1]. PHA naudojami
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daugelyje pramonés $aky, nes yra ekologiski. Visgi pabréztina, kad dél dideliy gamybos sgnaudy
Jju pakaitalas i§ naftos chemijos pagaminto plastiko naudojamas ribotai [58]. Tai susij¢ su
brangaus ir gerai apibrézto anglies substrato naudojimu, kuris sudaro apie 31 proc. visy veiklos
sgnaudy [59]. Atsizvelgiant | tai, pigios medziagos, pavyzdziui, LRR, gautos i§ atlicky, yra puiki
alternatyva PHA gaminti.

Prie§ fermentuojant atliekas, kuriose yra daug LRR, svarbu sureguliuoti amonio ir fosforo
kieki, nes, kai yra pernelyg daug maistiniy medziagy, atsiranda daugiau mikroorganizmy, mazéja
LRR pasikeitimas j PHA [60]. Be to, istirta, kad, esant ribotam azoto ir fosforo kiekiui, gali
padideti PHA kiekis ir iSeiga [35]. Fermentuotuose atlieckose esantj per didel; azoto ir fosforo
kiekj galima pasSalinti kartu su nuosédomis. Irodyta, kad, siekiant greitai pasalinti amonj ir
fosforg 1§ fermentuoty aktyviojo dumblo atlieky, Sis metodas yra veiksmingas, o LRR nuostoliai
yra nereikSmingi [2]. Pabréztina, kad tiesioginis fermentuoty atlieky su dideliu dumblo kiekiu
tiekimas j PHA gamybos reaktoriy nerekomenduojamas, nes tai gali sutrikdyti PHA gamyba
[61]. Apskritai, fermentuotos atliekos prie§ naudojimg turéty buti filtruojamos [57, 60]. Galima
pagalvoti apie kompleksin;j filtravimg ir garinimo sistema, jeigu, gaminant PHA, pageidautina
naudoti grynasias LRR [62]. Nepaisant to, grynosios LRR naudojamos retai, t. y. tada, kai PHA
gaminti naudojami grynieji mikroorganizmai [15].

PHA, gauty 1§ grynyjy mikroorganizmy, kiekis didesnis, taciau turi buti sterilios sglygos.
Minétina, kad tai prieStarauty pagrindiniam PHA gamybos sgnaudy mazinimo tikslui, nes reikéty
papildomos energijos ir jrangos. PHA gamyboje, naudojant misrias mikroorganizmy kulturas,
nereikia sterilios aplinkos, todé¢l Sis biidas ekonomiskesnis su LRR, gautomis i§ atlieky. PHA
kiekis, gaunamas i§ misrios kultiiros, gali biiti padidintas, jeigu optimizuojamos PHA kaupianciy
organizmy auginimo sglygos [20, 63]. Tai padaryti galima naudojant tinkamg LRR tipg [64] ir
(arba) koreguojant PHA gamybos salygas [66]. Naudojant Sias strategijas, PHA kiekis 40-77
proc. diapazone yra pasiekiamas su miSriomis mikroorganizmy kultiromis, kurios maitinasi
fermentuotomis maisto [66], aktyviojo dumblo [65], cukranendriy melasos [63], popieriaus
gamykly nuoteky atliekomis [20].

LRR molekuliy grandings ilgis daro didele jtaka sudéciai, mechaninéms savybéms, taip pat
gautiems PHA. Gaminant PHA, kai naudojamos miSrios mikroorganizmy kultdiros, acto ir
sviesto riigstis skatina 3-hidroksibutirato (3HB) gamyba, o propiono ir valeriky riigstys skatina
3-hidroksivalerato (3HV) sintez¢ [60, 64]. 3-polihidroksibutiratas (P (3HB)) yra trapus ir
standus, todél jo pritaikymas ribotas [67]. Be to, palyginus su komerciniu polietilenu ir
polipropilenu, jis maziau pralaidus deguoniui, todél tai tinkama maisto pakavimo medziaga [23].
Bitent tod¢l, norint palengvinti PHA gamyba, labai svarbu reguliuoti LRR sudétj acidogeninés

fermentacijos metu.

18



1.4.3. Bioenergetika

Naftos kainy augimas ir jos atsargy iSeikvojimas — tai auganti energetiné krizé, kuri tapo
dideliu i8stkiu XXI amziuje. Atsizvelgiant j tai, svarbu sukurti alternatyvy energijos gamybos
biida, t. y. surasti alternatyvy energijos Saltinj dabartinéje rinkoje. IS atliecky gautos LRR yra
nebrangus energijos $altinis, kuris gali biiti naudojamas skirtingiems energijos Saltiniams iSgauti,
taip pat generuojant jvairias energijos formas. Naudojant mikrobinj kuro elementg, galima
tiesioginé elektros energijos gamyba i§ LRR, Be to, LRR gali buti naudojamos jvairiems

vertingiems degalams, pavyzdziui, biodujoms, vandeniliui ir biodyzelinui gaminti [1].

1.4.4. Mikrobiniai kuro elementai

Mikrobinis kuro elementas (MFC) — tai bioelektrocheminé sistema, kai mikroorganizmai
panaudoja cheming energijg, gaunamg i§ organinio substrato, kaip elektros $altinj. Mikrobinis
kuro elementas susideda i§ anaerobinés anodo kameros ir aerobinés katodo kameros, kurios
atskirtos membrana (pro membrang vyksta protony mainai) [68]. Anode susiformuoja biofiltras
ant kurio mikroorganizmai oksiduoja LRR, o tai skatina elektrony, protony ir anglies dioksido
gamyba. Protonai kryptingai juda pro protony mainy membrang ir patenka j katodo kamera, tuo
metu elektronai juda iSorine grandine katodo link. Ant katodo elektronai jungiasi su protonais ir
deguonimi, todél gaminasi vandens molekules. Tuo uzbaigiama elektros grandiné ir atsiranda
elektros srové. Anodiné ir katodiné reakcijos yra pateiktos 1.1. ir 1.2. formulése (acetatas

naudojamas kaip organinis substratas).

1.1. formulé. CH3COO™ + 2H,0 — 2CO; + 7TH* + 8¢

1.2. formulé. O, + 4e" + 4H" — 2H,0.

Skirtinga LRR rusis turi skirtingg pajéguma elektros energijos gamyboje. Sroves kiekis,
pagamintas MFC naudojant acetata, yra du kartus didesnis nei bet kuri kita, didesnés
molekulinés masés LRR. Tai leidzia pasiekti ir didZiausig kulonominj veiksmingumg [69]. Taip
pat MFC naudojant acetatg, buvo pasiekta ir didesné srovés galia [ 70]. Didesné galia pasiekiama,
kai MFC naudoja acetato, propionato ir butirato LRR miS$inj, kuriame daugiausia yra acetato.
Keletas tyrimy parode, kad anodiniai organizmai pirmenybg¢ teikia mazesnés molekulinés masés
LRR [4, 69]. Acetato ir propionato MFC sunaudojimas su fermentuotomis maisto atliekomis

buvo greitesnis nei bet kurios kitos didesnés molekulinés masés LRR [4]. Taip pat acetato ir
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propionato sunaudojimas MFC su LRR misiniu buvo didesnis, taciau valeratas buvo beveik
pasalintas po 20 sav. [69]. Tai reiSkia, kad, norint didesnés elektros gamybos, reikia padidinti

acetato koncentracijg 1§ atliecky gautame LRR miSinyje.

1.4.5. Biodujos

Biodujos daznai naudojamos Silumos ir elektros energijai gaminti, nes jose yra daug
metano (65-70 proc.) [38]. Biodujos gaminamos anaerobinémis sglygomis, naudojant pirmojo
etapo LRR. Biodujas galima gaminti 1§ atlieky naudojant anaerobinj reaktoriy, kuriame LRR yra
tarpinis produktas. Sis procesas vadinamas vienfaziu anaerobiniu skaidymu. Ta¢iau optimalios
mikroorganizmy, atsakingy uz riigStingumg ir metanogeneze, augimo ir funkcionavimo salygos
yra labai skirtingos. Sunku sukurti optimalias salygas abiem mikroorganizmy grupéms viename
reaktoriuje, todél nepakanka vienfazio anaerobinio skaidymo [71]. Sig problema galima i§spresti
taikant dvifazj anaerobinj skaidyma, kurio metu dvi mikroorganizmy grupés patenka j atskirus
reaktorius. Pirmasis reaktorius veikia riigS§tin¢je pH ir esant trumpai kietyjy daleliy sulaikymo
trukmei, kad galéty sparc¢iau auginti acidogenus, o antrasis reaktorius veikia neutralioje pH, kai
kietyjy daleliy sulaikymo trukmé ilgesné. Sios salygos praturtina létai auganéius metanogenus
[40]. Dvifazis anaerobinis skaidymas, palyginus su vienfaziu anaerobiniu skaidymu, gali veikti
esant didesnei organinés jkrovos normai ir taip padidinti biodujy gamyba [72]. Dar viena
patraukli dvifazio anaerobinio skaidymo ypatybé — tuo paciu metu pirmajame reaktoriuje
i§gaunamas vandenilis, o antrajame — metanas [73]. Si savybé uztikrina didesnj energijos
naSuma, t. y. net 25 proc. didesnj nei taikant vienfazj anaerobinj skaidyma [74]. Tiek vienfazio,
tiek dvifazio anaerobinio skaidymy pranasumas yra tai, kad pagamintoms LRR nereikia tolesnio
apdorojimo, todél procesas yra labai ekonomiskas.

Tarp visy LRR, propiono riigstis labiausiai slopina metano genetines bakterijas [75, 76].
Visiskas propionato slopinimas prasideda esant 5000 mg/l koncentracijai, o tai yra net penkis
kartus mazesné¢ koncentracija nei acetato arba butirato [75]. Be to, metanogeniniy bakterijy
koncentracija sumazéja nuo 6 107 1/ml iki 1 107 1 ml, kai propiono riigsties koncentracija
pasiekia 900 mg/1 [76]. Pabréztina, kad mokslininkai nepastebéjo intensyvesnio slopinimo esant
didesnei acetato (2400 mg/l) arba butirato (1800 mg/l) koncentracijai. Pabréztina, kad, norint
iSvengti metanogenezés slopinimo, labai svarbu iSlaikyti maza propionato koncentracija i$

atlieky gautame LRR miSinyje.
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1.4.6. Biodyzelinas

Biodyzelinas — tai ilgalaikiy grandziy riebaly riigsiy metilo esteris, kuris gali buti
pagamintas i§ lipidy per transesterifikavimo procesg [1]. Biodyzelinas yra atsinaujinantis
energijos Saltinis, taciau dél dideliy gamybos iSlaidy juo neprekiaujama, nes gamybos zaliavos
yra labai brangios ir sudaro netgi 70—75 proc. visy ilaidy [77]. Siuo metu biodyzelino gamybai
dazniausiai naudojami i§ zemes tkio produkty gauti maistiniai lipidai, pavyzdziui, rapsy, palmiy
ir sojos pupeliy aliejai [78]. Gaminant biodyzeling taip pat kyla susirGipinimas dél maisto
vartojimo degalams gaminti, tod¢l ieSkoma nevalgomy ir nebrangiy lipidy. Mikroorganizmy
lipidai, sintetinami i§ LRR, kurios gautos i$ atlicky — pagrjsta alternatyva [79]. Be to, kai kurie i$
LRR sintezuoty mikroorganizmy lipidai panasiis j sojos pupeliy ir jatrofos aliejus, todél tinka
biodyzelino gamybai [80].

Iki Siol atlikta nedaug moksliniy tyrimy, kuriy metu tikrinta mikroorganizmy lipidy
gamyba i§ LRR, gauty 1§ atlieky [79], daugelyje tyrimy naudotos sintetinés LRR [80]. Lipidy
koncentracija, gauta maisto atliekas fermentuojant su Cryptococcus curvatus, buvo labai maza —
13,8 proc. (kaip substratas naudotos LRR). Mazesnis lipidy kiekis daZnai susijes su mazu anglies
ir azoto santykiu (3,2:1) fermentuotose maisto atlickose, kuris ir sumazina lipidy gamybg [79].
Todél, norint gauti daugiau lipidy, rekomenduojama pasalinti azoto junginius i§ fermentuoty
atliecky. Dar viena lipidy kiekio padidinimo alternatyva — manipuliavimas skirtingomis LRR

kompozicijomis [80].
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

2.1. Tyrimo objektai

2.1.1. Fermentacijoms naudojami substratai ir ju paruosSimas

Fermentacijoms bus naudojami du substratai: siirinés iSriigos ir laktozés melasa. Substratai
gauti i§ jmonés AB ,,Rokiskio stris“. AB ,,RokiSkio siiris* — didziausia jmoniy grupé Baltijos
Salyse, pagal pieno perdirbimo kiekj. Strinés iSriigos ir laktozés melasa — labiausiai rigstimis
uzterstos nuotekos, taciau savo sudétyje turi daug potencialaus anglies $altinio — pieno cukraus,
kuris biokonversijos metu gali buti ver¢iamas j LRR.

IS jmonés gavus substratus, jie buvo uzSaldyti. Pabréztina, kad tik prie§ eksperimentg
atsiSildomas reikalingas $iy substraty Kiekis. Substratus bitina uzsaldyti, nes Silumoje natiiraliai
prasideda anaerobiné fermentacija, o tai lemty rezultaty netikslumus.

Tiek strinése iSrugose, tiek laktozés melasoje vyrauja dvi medziagos fazés: nuosédos ir
skystis. Eksperimentams naudojama skystoji fazé, nes joje yra iStirpes fermentacijai reikalingas

pieno cukrus. 2.1. lenteléje pateikiamos laktozés melasos charakteristikos.

2.1. lentelé. Laktozés melasos charakteristikos. AB ,,Rokiskio stris® duomenys

Laktozés melasa

Spalva Nuo Sviesiai geltonos iki Sviesiai rudos
Skonis, kvapas Budingas iSrigoms

Konsistencija Vienalytis skystis, gali buti laktozés kristaly
Sausos medziagos, proc. 29

Laktozés koncentracija, proc. >17

Riebumas, proc. 0

Baltymai, proc. >1,8

pH >4,2

Pelenai, proc. 3-9

Naudojamas 0,1 N NaOH tirpalas, kuriuo abiejy substraty terpés pH kei¢iamas, kol
pasiekiamos optimalios salygos. Fermentacijas su PRB geriausiai pradéti tada, kai terpés pH 7.
Po terpés pH stabilizavimo, naudojant karstj, i§ striniy iSragy bei laktozés melasos pasalinami
baltymai. Substratai kaitinami iki uzvirimo, o atvésus filtruojami ir centrifuguojami atskiriant
nuosédas. Tuomet paruosti substratai pilami j ,,Erlenmeyer< kolbas, kurios uzdengiamos
aliuminio folija ir autoklavuojamos 121 °C laipsniy temperatiiroje, 15 min. Po atliktos

sterilizacijos, substratai atvésinami iki 3540 °C laipsniy ir tinkami PRB fermentacijai pradéti.
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2.1.2. Pieno riigsties bakterijos ir ju dauginimas mitybinéje terpéje

Tyrimui naudojamos penkios skirtingos pieno ragsties bakterijos (PRB), gebancios
fermentuoti laktozg. 2.2. lenteléje pateikiama svarbiausia informacija apie naudojamas pieno

rugsties bakterijas ir jy iSskyrima.

2.2. lentelé. Informacija apie fermentacijoje naudojamas pieno riigsties bakterijas

PRB pavadinimai,
I$skirta i$ Pirminis pavadinimas naudojami publikacijose
ir pan.

Avizos Lactobacillus plantarum JCM 1149 L. plantarum LUHS135
Mieziai Lactobacillus plantarum WCFS1 L. plantarum LUHS18
Ryziai Lactobacillus brevis ATCC 367 L. brevis LUHS140
Prieskrandis Lactobacillus paracasei NBRC 15889 L. paracasei LUHS244

RyZiai Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 P. pentosaceus LUHS22

Siame tyrime PRB pagausinimui naudota MRS BROTH WITH TWEEN 80 mitybiné terpé
(zr. 2.1. pav.). Terpei pasigaminti imta 55,2 g terpés milteliy, kurie iStirpinti 1000 ml vandens.
Paruosta terpé (iSpilstyta ] buteliukus) sterilizuota autoklave (,,Vapor matic 770°) 121 °C
temperatiroje, trukmé - 15 min. Kartu su terpe buvo sterilizuotos ir automatinés pipetés
antgaliai, kurie bus naudojami tolesniame eksperimento etape. Po autoklavavimo paruosta terpé

atausSinta iki 3540 °C temperatiiros.

2.1. paveikslas. Pieno riigsties bakterijy dauginimui naudota mitybiné terpé

Pieno rigsties bakterijos (PRB) laikomos ,,Ependorf mégintuvélivose (zr. 2.2. pav.)

uzsaldytos Zemoje (< —10°C) temperatiiroje, Mégintuvéliai zymimi skaiCiais, kiekvienas skai¢ius
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zymi tam tikra PRB paderme. Bakterijos iSimamos i§ Saldiklio ir atSildomos. Toliau bakterijos
yra dauginamos.

Bakterijy dauginimas vykdytas aseptinémis salygomis naudojant laminarg. Prie§ pradedant
dirbti su laminaru, jis buvo dezinfekuojamas (15 min. jjungiama UV spinduliuoté). Po laminaro
sterilinimo UV, galima pradéti tyrimus.

Eksperimentui paimamas ,,Ependorf mégintuvélis su atSildyta bakterija, i§ jo automatine
pipete paimama 20 pl PRB ir nedelsiant supilama j buteliukg su maitinamaja terpe, o buteliukas
uzsukamas. Analogiski veiksmai kartojami kiekvienai PRB padauginti. Svarbu dirbti greitai ir
atsargiai, kiekvienam veiksmui keisti pipetés antgalius, kad j maitinamajg terpe nepatekty kity
pasaliniy mikroorganizmy.

Po darbo laminare, ,,Ependorf mégintuvéliai su bakterijy kultiiromis pakartotinai buvo
uzSaldomi, o buteliukai su terpe ir joje esanCiomis pasétomis PRB sudedami j termostaty
(,,Cernusco s/n (MI)“, Italija), kuriame palaikoma pastovi 35 °C temperatira. Po 48 val.

pagausintos PRB padermés naudotos fermentacijai.

2.2. paveikslas. Uzsaldyti pieno riigsties bakterijy méginiai

2.2. Galaktozidazés aktyvimy tyrimas

Laktozés koncentracijai nustatyti naudojamas DNS (3,5-dinitrosalicilinés riigsties)
metodas. Laktozé yra redukuojantis disacharidas, kurio Kiekis nustatomas kolorimetriniu metodu
pagal spalvoto tirpalo, kuris susidaro redukuojantiems sacharidamas reaguojant su 3,5-
dinitrosalicilinés riigities reagentu, optinj tankj. Siuo atveju, laktozés disacharidas sudarytas i
gliukozés ir galaktozés. Vieno monosacharido glikozidinis hidroksilas reaguoja su Kito
monosacharido alkoholiniu hidroksilu. Vienas i§ dviejy monosacharidy, sudaran¢iy disacharido

molekule, turi laisva glikoziding hidroksigrupe, kuri gali sudaryti tautomering pusiausvyra su
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oksogrupe. Todé¢l laktozé, kaip ir kiti redukuojantys sacharidai, pasizymi aldoziy savybémis:
redukuoja varj ir sidabrg i§ jy kompleksiniy junginiy.

Paruosti substratai fermentuojami, naudojant skirtingas PRB. Darbas vyksta laminare
aseptinémis sglygomis, naudojant pipetes su autoklavuotais antgaliais. Imama po 50 ml
kiekvieno paruosto substrato (laktozés melasos, siriniy isrtgy) j ,.Erlenmeyer kolbg ir
pridedama 2 proc. bakterijy (1 ml) méginio tirio. Méginiai dedami ] termostatg stabilig
temperatiirg 37 °C Fermentacija vyksta 48 val. Méginiai analizei paimami po 12, 24 ir 48 val.
nuo fermentacijos pradzios.

Laktozes koncentracijos pokyCiy fermentacijos metu nustatymui } stiklinius mégintuvélius
paimta po 1 ml kiekvieno méginio ir sumaiSyta su 1 ml DNS reagento. Mégintuvéliy miSinys
kaitinamas vandens vonel¢je, 15 min. (80 °C laipsniy temperattroje). Po kaitinimo tirpalai
atvésinami iki kambario temperatiiros, ] juos jpilama po 8 ml distiliuoto vandens. Gautas tirpaly
optinis tankis matuojamas su spektrofotometru (bangos ilgis 540 nm). Palyginamajam tirpalui
naudojami 9 ml distiliuoto vandens ir 1 ml DNS ragento. Jei matuojant absorbcijas vertés virsija
0,999, atlickami deSimtkartiniai méginiy skiedimai su distiliuotu vandeniu.

Laktozés kiekiui nustatyti sudaryta kalibraciné¢ kreivé. Jai sudaryti naudotas 1 proc.
laktozés tirpalas. ParuoSiama 10 mégintuvéliy, j kuriuos pilama 1 ml skirtingos koncentracijos
laktozés tirpalo (nuo 0 iki 0,2 proc.) ir 1 ml DNS reagento. Mégintuvéliy turinys kaitinamas
vandens vonioje, 15 min. (80 °C temperatiiroje). Gauti tirpalai $alto vandens srove atvésinami iki
kambario temperatiiros, véliau j juos jpilama po 8 ml distiliuoto vandens. Gauty skirtingy spalvy
tirpaly optinis tankis matuojamas spektrofotometru (ODs40). IS gauty duomeny, sudaroma
kalibraciné kreivé, kurios X aSyje pazyméta absorbcija atitikty Y aSyje pazymeétg laktozés
koncentracija. IS gautos kalibracinés kreivés uzraSoma lygtis ir nustatomas kreivés koreliacijos
koeficientas — R, pagal kurj bus sprendziama, ar kalibraciné kreivé gali buti naudojama, sickiant
jvertinti laktozés koncentracijg. PabréZtina, kad kalibraciné kreive tiksliausia, kai R verté buna

arciausiai vieneto.

2.3. Acto riigsties nustatymas

Medziagos. IS koncentruotos 96 proc. sieros riigsties pagaminamas 5 proc. sieros riigsties
tirpalas. IS natrio hidroksido druskos pagaminamas 0,1 N NaOH tirpalas. Distiliavimui naudotas
,,Behr S4% jrenginys (Behr Labor Technik GmbH, Vokietija) ir stiklinés biuretés.

Eksperimenty eiga. Acto riigSties nustatymui fermentuoti laktozés melasos, stiriniy i$rigy
méginiai (po 100 ml kiekvieno méginio) jpilama i, Erlenmeyer* kolba, pridedant 2 proc. PRB

(2 ml) nuo meéginio tiirio. Po to méginiai dedami ] termostata, kuriame palaikoma 37 °C
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temperatiira. Acto ragsties nustatymui, po 24 ir 48 val. fermentacijos, analizei paimta po 25 ml
tiriamy méginiy. Méginiy paruosimas distiliavimui atliktas taip:

1) idistiliavimo kolbg jpilama 25 ml méginio;

2) tada jpilama 50 ml distiliuoto vandens;

3) wvéliau pridedama 3 ml 5 proc. sieros ragsties (H2SOa).

Kolba su turiniu dedama j distiliavimo jrenginj ir pradedama distiliavimo procedira,
pasirinkus tinkama distiliavimo programg (80 proc. galia, trukmé — 540 sek.). Véliau distiliatas
titruojamas 0,1 N natrio hidroksidu (NaOH), naudojant kaip indikatoriy 1 proc. fenolftaleing (3-4
lasus). Svarbu, kad tirpalas pasidaryty rozinis ir spalva neiSnykty distiliuojant bent 1 min.

ApskaiCiuojant acto riigSties koncentracijg, buvo naudojamos Zemiau pateiktos formulés
(Zr. 2.1., 2.2. formules).

a-K-100-0,06

2.1. formulé. X = g AcOH/100 ml

a— 0,1 N NaOH kiekis, sunaudotas distiliato titravimui, ml;
K — titracijos koeficientas;

m — naudotas méginio taris, ml.
2.2. formule. Y =+ - 1000,mM

M — AcOh, molekuliné masé, g/mol.

2.4. Pieno ragsties L(+) ir D(-) izomery tyrimas

Pieno ragsties (PR) L(+) izomero ir D(-) izomero koncentracijos nustatomos pagal
fermentinj testa (Megazyme International Ireland, Bray Business Park, Bray, Co, Wicklow,
IRELAND 2012). PR izomery nustatymas atlickamas nuo 0,5 iki 30 pg L(+) arba D(-) PR
diapazone. Méginio taris — 1,50 ml, tai atitinka PR L(+) ir D(-) izomery koncentracijas (0,107—
0,214 mg/l). Aptikimo riba — 0,214 mg/l, ji gaunama i§ absorbcijos 0,010 ir didZiausio méginio
tiirio 1,50 ml skirtumo. Sio tyrimo metu paruosti tuiéias ir tiriami méginiai.

Analizés atlikimo tvarka ir parametrai: bangos ilgis — 340 nm; kiuvetés — 1 cm $viesos
kelias (i$ stiklo arba plastmasés); temperatiira apie 25 °C; galutinis taris — 2,26 ml L(+) pieno
ragsciai ir 2,24 ml D(-) pieno rugsciai; tirpalo méginys — 0,5-30 pg bendrai PR kiuvetéje (0,1—
1,5 ml méginio tiryje).

Tyrimui méginys paruoSiamas Sia tvarka (zr. 2.3. lent.):
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1. ] kiuvete jpilama 1,5 ml distiliuoto vandens, 0,1 ml tiriamojo méginio ir Megazyme
testo reagentai: 1 tirpalas (buferis) — 0,5 ml, 2 tirpalas (NAD") — 0,1 ml, 3
suspensija (D-GPT) — 0,02 ml). Turinys, esantis kiuvetéje, sumaiSomas ir laikomas
3 min.

2. Tada matuojama absorbcija (A1).

3. Toliau j tg pacig kiuvete jpilama 5 suspensija (D-LDH) — 0,02 ml, vél sumaiSoma ir
laikoma dar 5 min.

4. V¢l matuojama absorbcija (A2)

5. ISmatavus antrg absorbcijg, | kiuvete jpilama paskutiné 4 suspensija (L-LGH) Po
antros absorbcijos matavimo j kiuvete jpilamas paskutinis reagentas — 4suspensija
(L-LGH) - 0,02 ml. Kiuveté dar kartg gerai sumaiSoma ir laikoma 10—15 min.

6. Trecig karta matuojama absorbcija (As).

7. ParuoSiamas tuscias meéginys, taciau vietoj tiriamojo méginio jpilama 0,1 ml

distiliuoto vandens.

2.3. lentelé. Tiriamojo ir tus¢io méginiy paruo$imo tvarka

I kiuvete pilama Tusc¢ias méginys Tiriamas méginys

Distiliuotas vanduo (~ 25 °C) 1,60 ml 1,50 ml
Tiriamas méginys - 0,10 ml
Tirpalas 1 (buferis) 0,50 ml 0,50 ml
Tirpalas 2 (NAD") 0,10 ml 0,10 mi
Suspensija 3 (D-GPT) 0,02 ml 0,02 ml

SumaiSoma, praéjus 3 min. matuojama absorbcija (A1). Eksperimentas tesiamas:
Suspensija 5 (D-LDH) 0,02 ml 0,02 ml

SumaiSoma, praéjus 5 min. matuojama absorbcija (A2). Eksperimentas tesiamas:
Suspensija 4 (L-LGH) 0,02 ml 0,02 ml

SumaiSoma, pra¢jus 10-15 min. matuojama absorbcija (As)

Apskaifiuojamas absorbcijy skirtumas (A>—Ar) tarp tiriamojo méginio (striniy iSragy,
laktozés melasos) ir tus€iojo meginio. IS absorbcijy skirtumo, atémus tus¢io méginio absorbcija,
gaunama AAp-pieno rigstis.

ApskaiCiuojamas absorbcijy skirtumas (Asz—A2) tarp tiriamojo méginio (striniy iSrigy,
laktozés melasos) ir tus¢io meéginio. IS absorbcijy skirtumo atémus tuS¢io meéginio absorbcija,
gaunama AA-pieno rigstis.

D (-) ir L (+) pieno rugsties stereoizomery koncentracijos yra apskai¢iuojamos pagal

zemiau pateikta formule (zr. 2.3. formulg):

V-MW
edwv

2.3. formulé. ¢ = * AAp_pieno ragstis 9/
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V — galutinis tiiris, ml

MW — pieno rtigsties molekuliné¢ masé¢, g/mol
€ — ekstinkcijos koeficientas NADH 340 nm
d — $viesos kelias, cm

V — tiriamo méginio tiiris, ml

D(-) pieno rugsciai nustatyti naudota tokia formulé:

2,24-90,1

2.4. formulé. c = ———
6300°1,0°0,1

*x =0,3204- AAD—pieno ragstis g/l

L(+) pieno rugsc¢iai nustatyti naudota tokia formulé

2,26:90,1

m X = 0,3232 X AAL-piCHO I'ﬁg§tiS [g/l]

2.5. formulé.

Jei eksperimento metu buvo atlikti skiedimai, rezultatas dauginamas i§ skiedimo
koeficiento (10, 100, 1000 ir t.t.).

2.5. Lakiyjy riebaly riugsciy nustatymas dujy chromatografiniu metodu

LRR nustatymui fermentacijos metu, jpilama 100 ml kiekvieno tiriamo substrato
(fermentuotos laktozés melasos ar fermentuoty sirinty iSragy) i ,.Erlenmeyer® kolbg ir
pridedama 2 proc. bakterijy (2 ml) nuo méginio tiirio. Po to méginiai dedami ] termostata,
kuriame palaikoma 37 °C temperatiira. Po 48 val. fermentacijos, paimama analizei po 40 ml visy
fermentuoty méginiy. Méginiy paruosSimas LRR nustatymui chromatografijos metodu atlickamas
tokiu nuoseklumu:

1. T kiekvieng mégintuvel] su fermentuotais meginiais jpilama po 5 ml heksano, nes
jis yra geras lipidy tirpiklis. MiSiniai intensyviai plakami 2 minutes

2. Suplakti méginiai centrifuguojami 5 min. x 6000 rpm.

3. Jei po centrifugavimo neatsiskiria skaidrus heksano tirpalas, nusiurbus 7 ml skysc¢io
nuo pavir§inio méginio sluoksnio, centrifuguojama dar karta 5 min. X 14000.

4. Paimami uZsukami plastikiniai mégintuvéliai, i§matuojama jy mase¢ be kamsteliy
(m), jie taip pat zenklinami.

5. Po centrifugavimo su pipete nuo méginiy nusiurbiami skaidriis vandeninio heksano
sluoksniai su istirpusiais lipidais ir supilami j plastikinius mégintuvélius.

6. Heksanas iSgarinamas, naudojant skystg azota. Tirpiklis pasalinamas, o lipidai lieka

ant mégintuvélio dugno (kaip nuosédos).
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7. Dar kartg nustatoma mégintuvéliy masé (mp) ir apskai¢iuojama lipidy, tiriamuose
méginiuose, koncentracija.

8. Ant nuosédy uzpilama 0,5 ml metanolinio NaOH (2g/1). Véliau méginiai purtomi ir
dedami j 60 °C laipsniy termostatata. Po 15 min. méginiai papildomai purtomi ir
dedami j termostatg dar 15 min.

9. | mégintuvélius jpilama po 4 ml sotaus NaCl ir 1 ml heksano. Centrifuguojama 5
min. x 14000. Po centrifugavimo nusiurbiamas 1 ml skysCio nuo méginiy
pavirSiaus ir atlickama analizé maisto mokslo ir technologijos katedroje esanciu
dujy chromatografu (,,HRGC 5300 mega series®, Italija).

Dujuy chromatografijos eiga. Pries atlickant analiz¢ dujy chromatografu, svarbu turéti
tinkamai paruosta kolonéle, kurioje nebiity priemaisy. Norint uztikrinti kolonélés steriluma, ja
reikia 2—3 kartus praplauti grynu heksanu ir tik tada jdétj méginj. Praplovus kolonélg, galima
atlikti paruosty méginiy chromatografing analize.

Tam tikslui su chromatografijai skirtu Svirk$tu paimama 1 pl méginio. Svarbu méginj
paimti taip, kad nepatekty oro burbuliuky, nes jie gali iSkraipyti rezultatus. Meéginys

suleidziamas j chromatografa ir paleidziama i§ anksto nustatyta analizés programa (zr. 2.3. pav.).

2.3. paveikslas. Programa, kuri taikyta LRR chromatografinei analizei

ey .

vertinant smailiy i8¢jimy laikus ir koncentracijas. Gautos skirtingy chromatogramy smailés gali
skirtis, esant skirtingoms tiriamuose meéginiuose lipidy koncentracijoms, tod¢l svarbu jvertinti
tiriamuose méginiuose lipidy mases pries ir po fermentacijos. Analizuojamose chromatogramose
smailés pateikia procenting junginio méginyje iSraiSka. Tiriamy méginiy turis — 40 ml, todél,

norint apskaiciuoti junginiy koncentracijas mg/l, svarbu gautg rezultata padauginti 25 kartus.
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2.6.  Antigrybinio aktyvumo nustatymas

Pradiniame antigrybinio aktyvumo vertinimui etape, atliktas indikatoriniy mikroskopiniy

gryby pagausinimas salygose, pateiktose (zr.2.4. lent.).

2.4. lentelé. Indikatoriniai mikroskopiniai grybai, naudojami antigrybinio aktyvumo nustatymui ir jy

dauginimuisi optimalios temperatiiros bei terpés

Pelésinis grybas Optimali temperatiira Augimo terpé
Fusarium graminearum C 25 °C PDA
Fusarium graminearum D 25 °C PDA
Fusarium graminearum E 25 °C PDA
Fusarium graminearum F 25 °C PDA
Fusarium culmorum 25 °C PDA
Fusarium avenaceum 20-25 °C PDA
Fusarium nivale 22 °C PDA
Mucor mucedo 25 °C PDA
Rhizopus oryzae 28-30 °C SDA
Penicillium viridicatum 25 °C SDA
Penicillium spinulosum 25 °C SDA
Penicillium palitans 25 °C SDA
Alternaria alternate 25 °C SDA
Cladosporium herbarum 18-28 °C SDA
Aspergillus terreus 35-40 °C SDA
Aspergilus versicolor 22-26 °C SDA
Aspergilus funigatus 25 °C SDA

2.6.1. Indikatoriniy mikroskopiniy gryby dauginimas

Indikatoriniy mikroskopiniy gryby dauginimas vykdytas aseptinése salygose, taCiau ne
laminare (vengiant uzkrétimo), o naudojant spiritg ir liepsnelg. Dezinfekavus metaline lopetéle,
nedidelis mikroskopinio grybo kiekis perkeltas ant naujos Petri lekSteles su PDA terpe, lekstele
buvo greitai uzdengiama. Kiekviena kultiira dauginta tokiu paciu principu ir po to dedama |

termostatg (,,Sheldon Manufacturing*, Inc.), kuriame buvo kultyvuojami septynias paras.

2.6.2. Antigrybinio aktyvumo nustatymo eiga

Pagausinti indikatoriniai mikroskopiniai grybai ruosti eksperimentui. Tam tikslui buvo
naudojamas peptono tirpalas (200 ml vandens iStirpinti 2 g peptono ir 1 g NaCl). Tirpalas
iSpilstytas j mégintuvélius (po 10 ml), kurie buvo autoklavuojami 121 °C temperatiiroje 15 min.

Aptartas tyrimas vykdytas aseptinémis salygomis, sterilizuojant jrankius prie§ kiekvieng

tolesnj veiksma. Peptono tirpalas (esantis viename mégintuvélyje) supilamas i vieng Petri
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lekstele su pagausintu indikatoriniu mikroskopiniu grybu. Labai atsargiai, naudojant vienkarting
kilpele, grybas atskiriamas nuo terpés, o gautas tirpalas supilamas atgal | mégintuvéli. Ant naujy
Petri 1éksteliy su PDA terpe, sé¢jami nauji indikatoriniai mikroskopiniai grybai, esantys peptono
tirpale. IS mégintuvéliy paimama po 100 pl tirpalo ir pilama j Petri léksteles. Su stikliniu
sklaidytuvu turinys paskirstomas po visa terpés pavir§iy. Tada metaliniu vamzdeliu padaroma po
4 sulinélius kiekvienoje terpéje (mazdaug 5 mm skersmens). | Sulinélius pipete jpilama po 100 pl
tirlamojo méginio (fermentuotos laktozés melasos ar siiriniy iSriigy), tada lékstelés dedamos |
termostatg, kuriame palaikoma 25 °C temperatiira.

Per 24 val. dalis méginio iSgaruoja, tod¢l 1 Sulin¢lius jpilama papildomai 100 pl tiriamojo
meéginio, kuris iSkart vél dedamas ] termostata. Po 48 val. inkubacijos lekstelés iSimamos 1§
termostato ir apverciamos. Su liniuote matuojama esanti aplink Sulinélj inhibicijos zona. Kuo

didesné¢ inhibicijos zona, tuo tiriamas meginys pasizymi didesniu antigrybiniu aktyvumu.
2.7. Duomeny apdorojimas tyrimy patikimumui jvertinti

Duomenys apdoroti statistiSkai, naudojant ,,Microsoft Excel 2010*“ programg. Vidutiniy
ver¢iy patikimumas jvertintas naudojant TTEST funkcija. Skirtumas patikimas, kai p < 0,5. Taip
pat jvertinta Pearson koreliacija tarp nustatyty rodikliy. Koreliacijos koeficientas — r. Jei r > 0,
koreliacija teigiama, nes didéjant vienoms reikSméms didéja ir kitos reikSmés, jei r <0,
koreliacija neigiama, nes, maz¢éjant vieniems atsitiktiniams dydziams, kiti taip pat mazéja. Jeir =

0, tiesinio rysio néra.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Galaktozidaziniy aktyvumuy poky¢iai laktozés melasos ir iSriigy PRB fermentacijos

metu

Laktozés koncentracijos siiriniy iSrigy ir laktozés melasos PRB fermentacijos metu
(naudojant jvairias PRB) analizuotos tiriamuose méginiuose, periodiskai imtuose kas 12, 24 ir
48 valandas), ir vertintos pagal formule, gauta i§ sudarytos laktozés kalibracinés kreivés: y =
101,19x-0,5929 (x — absorbcija, y — laktozés koncentracija) (zr. 1 prieds).

Eksperimento metu analizuotas skirtingy PRB gebéjimas skaidyti laktozg 1
monosacharidus, kurie fermentacijos metu naudojami jvairiy metabolizmo produkty, iskaitant
LRR, susidarymui.

Pradiniame etape analizuota laktozés koncentracija substratuose prie§ fermentacija.
Nustatyta, kad laktozés melasoje esti didesni laktozes kiekiai nei siirinése iSriigose ir jie sudaro
atitinkamai 184,79 mg/ml ir 158,84 mg/ml (zr. 3 prieda).

Gauti laktozés koncentracijos pokyciy siiriniy iSrigy fermentacijos metu tyrimy rezultatai
pateikti 3.1. pav. IS gauty rezultaty, matoma, kad sparciausiai laktozés koncentracija mazéjo P.
pentosaceus LUHS22 fermentuojamuose méginiuose (nuo 158,84 mg/ml iki 22,22 mg/ml). Be
to, geru galaktozidaziniu aktyvumu, sprendziant pagal laktozés koncentracijos sumaz¢jima,
pasizyméjo L. plantarium LUHS135. Fermentuojant siirines iSriigas su $ia bakterija, laktozés
koncentracija sumazéjo iki 29,47 mg/ml. Vidutiniu gebéjimu skaidyti laktoze ] monosacharidus
pasizyméjo L. plantarium LUHS18 ir L. brevis LUHS140. Fermentuojant su Siomis bakterijomis,
laktozés koncentracija sumazéjo atitinkamai iki 37,78 mg/ml ir 47,68 mg/ml. Léciausiai laktoze |
monosacharidus skaido L. paracasei LUHS244. Naudojant $ig PRB, laktozés koncentracija

fermentacijai sumazéjo nuo 158,84 mg/ml iki 52,14 mg/ml.
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3.1. paveikslas. Laktozés koncentracijos poky¢iai siiriniy i$rtigy PRB fermentacijos metu

Laktozés melasos PRB fermentacijos metu analogiskai buvo tiriami laktozés
koncentracijos pokyciai.

Gauti laktozés koncentracijos pokyCiy laktozés melasos PRB fermentacijos metu,
naudojant jvairias PRB padermes, tyrimy rezultatai pateikti 3.2. pav. Rezultatai rodo, kad
didziausiu galaktozidaziniu aktyvumu pasizyméjo P. pentosaceus LUHS22 (laktozes
koncentracija sumazéja nuo 184,79 mg/ml iki 40,32 mg/ml), o blogiausiai laktoze skaido — L.
paracasei LUHS244 (laktozés koncentracija sumazéja iki 92,16 mg/ml). Statistiskai reik§mingy
skirtumy nenustatyta, naudojant fermentacijai L. plantarium LUHS135, L. plantarium LUHS18,
ir L. brevis LUHS140 padermes.
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3.2. paveikslas. Laktozés koncentracijos kitimas, fermentuojant laktozés melasa skirtingomis pieno

rugsties bakterijomis
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Lyginant tyrimy rezultatus, gautus naudojant skirtingus substratus stebima tendencija, kad,
esant didesnei disacharidy substrate koncentracijai, visoms PRB juos sunkiau skaidyti.
Fermentacijos metu susidaro maziau monosacharidy, mazesn¢ jy dalis manoma, kad gali biiti

panaudojama biokonversijai j kitus produktus fermentacijos proceso metu.

3.2. Substraty jtaka laisvyjy riebaly ragsciy susidarymui, ju kokybinei ir kiekybinei

sudéciai

Siame skyriuje aptariami chromatografiniai laisvyjy riebaly rigs¢iy (LRR) tyrimy
rezultatai, siekiant iSsiaiSkinti substraty jtakg Siy komponenty susidarymui, naudojant
fermentacijai skiritingas PRB padermes. Atlikus nefermentuoty substraty (striniy iSrigy ir
nefermentuotos laktozés melasos) LRR analize, gautos chromatogramos pateiktos 4, 5 prieduose.
Palyginus gautus Siy meéginiy analizés metu smailiy iSéjimo laikus su standartinés
chromatogramos smailiy i§¢jimo laikais (zr. 6 priedg), identifikuotos LRR ir apskai¢iuotos jy
koncentracijos tiriamuose méginiuose (Zr 7 prieda). PRB fermentacijos efektyvumo (pagal LRR
susidarymg) vertinimui atrinktos didziausig koncentracijg tirtuose meéginiuose turin¢ios LRR (zr.
3.1. lentelg). Isrtigose daugiausiai nustatyta miristino, palmitino, stearino, oleino ir linolo, o
laktozés melasoje - palmitino, stearino, oleino, linolo ir linoleino. Kity riebaly rag$ciy neaptikta
arba rasti tik jy pédsakai, todél iSsamiau Sios riebaly rhgstys tolesnio eksperimento metu

nepriimtos démesiui.

3.1. lentelé. Laisvyjy riebaly rugs¢iy koncentracijos pries PRB fermentacija

Substratas Laisvyjy riebaly ruigsc¢iy koncentracijos, mg/l

Miristinas Palmitinas Stearinas Oleinas Linolas Linoleinas
S 4,05 19,275 7725 27875 16,875 -
1SIugos
Loz . 11,725 3,773 29,7 25,6 2.4
melasa

LRR analizuotos chromatografiskai tiriamy substraty PRB fermentacijos metu (po 48 val.),
naudojant jvairias PRB padermes. Gautos chromatogramose junginiy smailés bei jy i$¢jimo
laikai pateikti 8 priede. Pagal junginiy smailiy plotj ir jy kiekj tiriamajame méginyje,
apskai¢iuotos LRR koncentracijos tirtuose méginiuose po PRB fermentacijos (zr. 3.2., 3.3.

lenteles).

34



3.2. lentelé. Pagrindiniy laisvyjy riebaly riig§ciy, esanciy PRB fermentuotoje laktozés melasoje (po 48
val.), koncentracijos

Kultiira Laisvosios riebaly riigSties koncentracija mg/l
Palmitinas  Stearinas Oleinas Linolas Linoleinas
140 10,7 2,36 28,825 27,5 6,425
18 10,375 2,59 35,325 25,9 4,3
135 8,6 2,575 19,8 20,7 11,495
22 10,1 2,025 36,8 32,95 4,73
244 15,1 2 34,525 46,15 2,975

3.3. lentelé. Pagrindiniy laisvyjy riebaly riigsciy, esan¢iy PRB fermentuotose s8rindse i6r8gose (po 48

val.), koncentracijos

Kultiira Laisvosios riebaly rugsties koncentracija, mg/l
Miristinas  Palmitinas  Stearinas Oleinas Linolas
140 2,725 12,425 14,725 29,325 40,9
18 5,7 8,975 6,175 28,075 25,875
135 2,55 8,5 3,575 32,375 19,275
22 2,55 21,575 10,275 49,65 11,55
244 0,64 14,8 9,4 41,35 56

IS rezultaty matyti, kad skirtingi substratai sglygoja skirtingg laisvyjy riebaly rigsciy
kokybing ir kiekybing sudétj. Chromatografiniai tyrimy rezultatai rodo, kad siirinése iSriigose
aptinkama daugiau miristino, palmitino ir stearino, o laktozés melasoje — linolo ir linoleino.
Pazymétina, kad oleino koncentracija abiejuose substratuose yra panasi (strinése iSriigose
27,875 mg/l, o laktozés melasoje 29 mg/l). Kitame etape iSsamiau bus vertinama PRB padermiy

jtaka LRR susidarymui.

3.3. Laktoze konvertuojanciy pieno rigsties bakterijy savybés gaminti laisvasias riebaly

rugstis

3.3.1. Lactobacilus brevis LUHS140 fermentacijos jtaka laisvyjy riebaly ragsciy

susidarymui

L. brevis LUHS140 striniy i$rigy fermentacijos metu gautos chromatogramos pavyzdys
pateiktas 9 priede. ISanalizavus chromatogramas, gautos LRR koncentracijos palygintos su
koncentracijomis pries§ fermentacija (Zr. 3.3. pav.).

Nustatyta, kad fermentacijos metu stebima miristino bei palmitino riig§¢iy koncentracijos
maze¢jimo tendencija. Tuo tarpu stearino koncentracija po fermentacijos padidéjo dvigubai, t. y.

nuo 7,725 mg/l iki 14,725 mg/l. DidZiausias po fermentacijos fiksuotas linolo rigsties
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koncentracijos padidéjimas (nuo 16,875 mg/l iki 40,9 mg/l). Oleino riigSties gamybai

fermentacija jtakos neturéjo.
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3.3. paveikslas. Laisvyjy riebaly ruigs¢iy koncentracijy strinése iSriigose prie$ fermentacija ir po

fermentacijos L. brevis LUHS140 palyginimas

L. brevis LUHS140 fermentuotuose laktozés melasos méginiuose gauti chromatografiniai
LRR tyrimy duomenys pateikti 10 priede. IS gauty rezultaty (p > 0,05) iSrySkéjo LRR
koncentracijy fermentuotoje laktozés melasoje, lyginant su stirinémis iSrigomis, skirtumai (Zr.
3.4. pav.). Pazymétina, kad laktozés melasos fermentacijos metu stebima palmitino ir oleino
rugsciy koncentracijy mazéjimo tendencija, o linolo riigsties koncentracijos did¢jimas. Taciau
$iy trijy riebaly riigSciy koncentracijy skirtumai statistiSkai yra nereikSmingi. ReikSmingus
koncentracijy skirtumus fermentacijos metu galima konstatuoti tik vertinant stearino ir linoleino
rugstis. Stearino koncentracija fermentacijos metu sumazé¢ja iki 2,36 mg/l, o linoleino - padidéja
iki 6,425 mg/I.
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3.4. paveikslas. Laisvyjy riebaly riigs¢iy koncentracijy laktozés melasoje prie§ fermentacija ir po
fermentacijos L. brevis LUHS140 palyginimas

3.3.2. Lactobacilus plantarium LUHS18 fermentacijos jtaka laisvyjy riebaly riig§ciy
susidarymui

L. plantarium LUHS18 fermentuotose sarinése iSrigose gautas LRR tyrimy
chromatogramos pavyzdys pateiktas 11 priede. Gauti LRR tyrimy rezultatai (p > 0,05) rodo, kad
(zr. 3.5. pav.) PRB fermentuojant stirines iSriigas, miristino, stearino ir oleino koncentracijos po
fermentacijos kinta neZymiai. Miristino riebaly riigSties koncentracija nezymiai padidéja, o
stearino — sumazéja. Po fermentacijos daugiausiai sumazéja palmitino Koncentracija.
Pazymétina, kad prie§ fermentacija Sios rugsties koncentracija buvo 19,275 mg/l, o po

fermentacijos — 8,975 mg/l. Oleino koncentracijos pokyciai fermentacijos metu nustatyti

statistiSkai nereikSmingi.
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3.5. paveikslas. Laisvyjy riebaly riigs¢iy koncentracijy strinése iSriigose prie$ fermentacija ir po

fermentacijos L. plantarium LUHS18 palyginimas

ISanalizavus kito substrato — laktozés melasos po fermentacijos LRR tyrimy rezultatus (p <
0,05) (zr. 3.6. pav. ir chromatogramg 12 priede), matoma, kad L. plantarium LUHS18
fermentacija LRR susidarymui labai panaSi j siirinése iSrugose fiksuotus Siy komponenty
pokyCius. Po fermentacijos palmitino ir stearino LRR koncentracijos nezZymiai sumaz¢jo, o

oleino ir linoleino riebaly riigsc¢iy koncentracijos padidéjo, o linolo nepakito.
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3.6. paveikslas. Laisvyjy riebaly riigs¢iy koncentracijy laktozés melasoje pries$ fermentacija ir po
fermentacijos L. plantarium LUHS18 palyginimas
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3.3.3. Lactobacilus plantarium LUHS135 fermentacijos jtaka laisvyju riebaly ragsciy
susidarymui

Isanalizavus chromatogramg (Zr. 13 prieda), gauta po siriniy iSrigy L. plantarium
LUHSI135 fermentacijos, pastebéta, kad laike fermentacijos stebima tik oleino ir linolo riebaly
rugsciy koncentracijos didéjimo tendencija (zr. 3.7. pav.). Pazymétina, kad po fermentacijos
aptiktas miristino, palmitino ir stearino riebaly riigs¢iy koncentracijos sumazéjimas. Labiausiai
sumazgjo palmitino koncentracija (nuo 19,725 mg/1 iki 8,5 mg/I). Oleino rugsties koncentracija

padidéjo nuo 27,875 mg/1 iki 32,375 mg/l, o linolo — nuo 16,875 mg/l iki 19,275 mg/I
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3.7. paveikslas. Laisvyjy riebaly ruigs¢iy koncentracijy poky¢iai laktozés melasos L. plantarium

LUHS135 fermentacijos metu (pries ir po fermentacijos)

I§ L. plantarium LUHS135 fermentuotos laktozés melasos chromatogramos duomeny (Zr.
14 prieda), pastebéta, kad fermentacijos metu intensyviai gaminama linoleniné riebaly rugstis
(zr. 3.8. pav.). Jos koncentracija padidéjo nuo 2,4 mg/l iki 11,495 mg/l. Tuo tarpu visy kity

riebaly riig§¢iy koncentracijos fermentacijos metu mazéjo.
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3.8. paveikslas. Laisvyjy riebaly riigs¢iy koncentracijy laktozés melasoje prie§ fermentacija ir po

fermentacijos L. plantarium LUHS135 palyginimas

3.3.4. Pediococcus pentosaceus LUHS22 fermentacijos jtaka laisvyjy riebaly rigscéiy
susidarymui

ISanalizavus P. pentosaceus LUHS22 fermentuoty striniy iSrigy LRR tyrimy
chromatogramg (zr. 15 priedg), matyti, kad tai vienintel¢ (i§ tiriamy) PRB, kuri fermentacijos
metu gamina palmitino riebaly riigstj (zr. 3.9. pav.) . Pastebéta, kad $i padermé taip pat gamina ir
stearino riebaly rtgstj. Po fermentacijos, labiausiai padidéja oleino koncentracija, t. y. nuo
27,875 mg/l iki 49,65 mg/l. Visgi rezultatai rodo, kad miristino ir linolo riebaly rigsciy
koncentracijos fermentacijos metu sumaz¢ja. Palyginus LRR tyrimy rezultatus, gautus su kitomis
PRB padermémis, galima konstatuoti, kad P. pentosaceus LUHS22 yra vienintel¢ padermé, kuria

naudojant linolo koncentracija fermentacijos metu sumazéjo nuo 16,875 iki 11,55 mg/1.
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3.9. paveikslas. Laisvyjy riebaly riigs¢iy koncentracijy strinése iSriigose prie$ fermentacija ir po

fermentacijos P. pentosaceus LUHS22 palyginimas

ISanalizuota P. pentosaceus LUHS22 fermentuotos laktozés melasos chromatogramos (Zr.
16 priedg), rezultatai parodé, kad fermentacijos metu sumazéja palmitino ir stearino riebaly
rugsciy koncentracijos (zr. 3.10. pav.). Kitoms trims tiriamoms LRR fermentacija padaré
teigiamg poveikj. Oleino riebaly riigsties koncentracija padidéjo nuo 29,7 mg/l iki 36,8 mg/I,
linolo riebaly rugsties koncentracija — nuo 25,6 mg/l iki 32,95 mg/Il, o linoleino — nuo 2,4 mg/I

iki 4,73 mg/l. Rezultatai statistiSkai skiriasi patikimai (p < 0,05).
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3.10. paveikslas. Laisvyjy riebaly rigsc¢iy koncentracijy laktozés melasoje prie$ fermentacijg ir po
fermentacijos P. pentosaceus LUHS22 palyginimas

3.3.5. Lactobacilus paracasei LUHS244 fermentacijos jtaka laisvyju riebaly ragsciy

susidarymui

Fermentuojant surines iSrtigas su L. paracasei LUHS244, gauta chromatograma (zr. 17
prieda). Isanalizavus duomenis, pastebéta, kad tai viena geriausiai LRR produkuojanéiy bakterijy
(zr. 3.11. pav.). Miristino bei palmitino riebaly riigiciy koncentracijos po fermentacijos
sumazgjo, tadiau padidéjo stearino, oleino ir linolo koncentracijos. Stearino koncentracija
padidéjo palyginti nedaug, t. y. nuo 7,725 mg/I iki 9,4 mg/l. Oleino koncentracija padidéjo nuo
27,875 mg/l iki 41,35 mg/l, o linolo koncentracija padidéjo labiausiai. Prie§ fermentacijg Sios

riebaly riigsties koncentracija buvo 16,875 mg/l, 0 po fermentacijos — 56 mg/l. Atsizvelgiant j

bakterija (i§ visy tirty). Rezultatai statistiSkai skiriasi, nes p < 0,05.
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3.11. paveikslas. Laisvyjy riebaly rigsc¢iy koncentracijy siirinése isrtigose prie§ fermentacija ir po

fermentacijos L. paracasei LUHS244 palyginimas

Laktozés melasos fermentacijai naudojant L. paracasei LUHS244, gauta chromatograma
(zr. 18 priedg), kuri parodé¢, kad rezultatai, palyginus su kity tirty PRB rezultatais, yra geresni
LRR susidarymo poziiiriu. Pastebéta, kad fermentacijos metu daugiausia pasigamino linolo
riebaly riigsties. Jos koncentracija padidéjo beveik dvigubai, t. y. nuo 25,6 iki 41,35 mg/l (Zr.
3.12. pav.). Kity riebaly riigs¢iy, iSskyrus stearino riebaly riigstj, koncentracijos po fermentacijos

taip pat did¢jo. Rezultatai skiriasi statistiSkai patikimai (p < 0,05).
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3.12. paveikslas. Laisvyjy riebaly rigs¢iy koncentracijy laktozés melasoje prie§ fermentacija ir po
fermentacijos L. paracasei LUHS244 palyginimas
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Apzvelgus visy chromatogramy rezultatus, galima teigti, kad naudotos PRB skirtingai
fermentuoja substratus ir turi skirtingg jtaka LRR susidarymui. Dauguma rezultaty yra
statistiSkai patikimi (p < 0,05).

Pastebéta, kad PRB fermentacijy laike dazniausiai nebuvo fiksuojama reik§mingy
palmitino ragsties koncentracijos pakitimy. Dvi PRB — Lactobacilus paracasei LUHS244 ir P.
pentosaceus LUHS22 — pasizyméjo didziausiu LRR susidarymo pajégumu (rezultatai skiriasi
statistiSkai ty. p < 0,05). Pazymétina, kad, nors prie§ fermentacijg stearino riigsties
koncentracijos substratuose yra nedidelés, ta¢iau PRB fermentacijos metu visos padermeés Sios
riebaly rugsties koncentracijag dar labiau maZino. Rezultatai parodé, kad visos tirtos PRB
didziausig jtakg tur¢jo linolo riebaly rugsties koncentracijos didé¢jimui siirinése iSrligose ir
linoleninés rugsties — laktozés melasoje. Daugiausiai linolo riebaly rigsties susidaré L. paracasei

LUHS244 fermentacijos metu.

3.4. Pirminiai pieno ragsties bakterijy fermentacijos metabolizmo produktai ir jy jtaka

laisvyjuy riebaly ragsciy susidarymui
3.4.1. Pieno rigsties bakteriju padermés jtaka organiniy riigs¢iy susidarymui

Sio eksperimento metu buvo tirta, kaip fermentacijos metu skirtingos PRB kei¢ia substraty
terpés pH. Pagal pH pokyCius galime sglyginai prognozuoti, koks pirminiy fermentacijos
produkty (acto ir pieno riigsties) bei antriniy (LRR) kiekis biokonversijos biidu buvo pagamintas.

Gautuose, statistiSkai reikSminguose rezultatuose, kurie pateikiami diagramose (zr. 3.13.
pav.), palyginama, kaip ta pati PRB kei¢ia skirtingy substraty pH. Siuo atveju buvo palyginta,
kaip turimos PRB P. pentosaceus LUHS22, L. paracasei LUHS244, L. plantarium LUHS135, L.
plantarium LUHS18 ir L. brevis LUHS140 kei¢ia striniy iSrugy ir laktozés melasos pH
fermentacijos eigoje. Zitrint j diagramas aiskiai matoma, kad visos bakterijos terpe riigitina
labiau, kai substratui naudojamos siirinés iSriigos. Labiausiai terpés pH sumazéja, kai
fermentacijai naudojama P. pentosaceus LUHS22. Fermentuojant laktozés melasg, Kkai
naudojama $i PRB, melasos pH sumazéja nuo 7 iki 5,34, o fermentuojant siirines iSriigas —
sumaz¢ja iki 4,45. Maziausiai pH fermentacijos metu kinta, kai fermentacijai naudojama
bakterija L. paracasei LUHS244. Naudojant minéta bakterijg, laktozés melasos pH sumazéja nuo
pH 7 iki pH 6,53, o striniy isrtigy — nuo pH 7 iki pH 5,18. Pastebétina, kad kei¢iantis terpés pH
kinta ir fermentacijos greitis. Kaip teigia mokslininkai, LRR gamyba i§ nuoteky dazniausiai

vykdoma rtigstinéje aplinkoje, kur pH svyruoja nuo 5,25 iki 6 [10, 44]. Be to, pH taip pat gali
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turéti jtakos LRR ragstims, kurios gaunamos

propiono ir aviaro ragstims [10, 74-77].

rugStiniame fermentacijos procese, ypa¢ acto,
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3.13. paveikslas. pH kitimo palyginimas fermentacijos eigoje, naudojant skirtingus substratus.
A — L. plantarium LUHS135; B - L. plantarium LUHS18; C — L. brevis LUHS140; D — L. paracasei
LUHS244; E - P. pentosaceus LUHS22

3.4.2. Acto ragsties susidarymas PRB fermentacijos metu

Fermentacijose naudojant PRB, vienas i§ fermentacijos produkty yra acto ragstis. Acto
rugstis — silpna rtgstis, tadiau taip pat gali turéti jtakos substrato pH poky¢iams fermentacijos
eigoje. Apskaiciavus rezultatus pagal titravimui sunaudotg 0,1 N NaOH tarj (zr. 19, 20 priedus),
paaiskéjo, kad abu substratai, netgi pries fermentacija, nattraliai savo sudétyje turi acto rugsties.

21 priede pateikti rezultaty duomenys rodo, kad iSrligos pries fermentacija savo sudétyje turi

45



0,48 mM acto rugsties, o laktozés melasa Siek tiek daugiau — 1,08 mM (zr. 22 prieda). Atlikus
eksperimentg pastebéta, kad, fermentacijai naudojant tas pacias PRB, tiek laktozés melasos, tiek
striniy iSriigy fermentacijoms, abejuose substratuose susidaro panasus kiekis acto riigsties.
Fermentacijose kaip substrata naudojant laktozés melasa, acto riigsties koncentracija
fermentacijos eigoje svyravo nuo 1,08 mM iki 2,2 mM. Eksperimento rezultatuose (p > 0,05)
pastebima (Zr. 3.14. pav.), kad po 24 val. didziausia acto rugsties koncentracija — 1,76 mM —
gauta naudojant L. plantarium LUHS18. Taciau pastebéta, kad tolesnéje fermentacijoje,
naudojant $ig bakterija, acto rugSties gamyba sulétéja. Manytina, kad tam jtakos gali turéti
substrato pH sumazéjimas, Kuris yra nepalankus $iai bakterijy kultorai ir sulétina acto rtgsties
gamybos procesa. Visos fermentacijos metu, naudojant bakterijg L. paracasei LUHS244, acto
rugsties produkceijos kiekis beveik nekito. Su minéta PRB po 24 val. acto rtgsties koncentracija
buvo 1,64 mM, o po 48 val. — 2,2 mM. Palyginus penkiy iStirty PRB fermentacijas laktozés
melasoje, nustatyta, kad L. paracasei LUHS244 acto rtgsties pagamino daugiausiai — net 1,12
mM. Maziausiai acto rigsties pagamino L. plantarium LUHS135, t. y. per 48 val. tik 0,64 mM.
L. brevis LUHS140 ir P. pentosaceus LUHS22 pasizyméjo vidutiniu acto ragsties produktyvumu

ir fermentacijy metu atitinkamai pagamino 0,72 mM ir 0,84 mM acto rtgsties.
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3.14. paveikslas. Acto rugsties koncentracijos kitimas laktozés melasos fermentacijos eigoje, naudojant

skirtingas pieno ragsties bakterijas

Substratui naudojant strines iSriigas, acto rugsties koncentracija fermentacijos metu
svyravo nuo 0,48 mM iki 2,32 mM. Eksperimento rezultatuose (zr. 3.14. pav.) matyti, kad visos
fermentacijos metu daugiausia acto rtgsties pagaminta, kai fermentacijai naudota L. paracasei
LUHS244 bakterija. Rezultatai skiriasi statistiSkai patikimai (p < 0,05). Praéjus 24 val. po
fermentacijos, naudojant Sig PRB, acto rugsties koncentracija strinése iSriigose buvo 2,08 mM, o

po 48 val. — 2,32 mM. Visos fermentacijos siirinése iSrigose papildomai pasigamino 1,84 mM
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acto riigsties. Maziausiai acto rigsties — 1,32 mM — per 48 val. pagamino siirines iSriigas
fermentavusi L. plantarium LUHS135. L. plantarium LUHS18 ir P. pentosaceus LUHS22
bakterijy pagamintas acto riigsties kiekis stirinése iSrigose buvo beveik vienodas, t. y. apie 1,44
mM per 48 val. Suriniy iSrogy fermentacijai naudojant L. brevis LUHS140, acto rugsties
koncentracija buvo 1,72 mM. Pastebéta, kad, fermentacijai kaip substratg naudojant siirines
iSrtigas, acto gamyba su visomis PRB po 24 val. artéja prie stacionarios fazés. Auksciau apraSyto
eksperimento metu aptartas skirtingas substraty pH kitimas fermentacijy eigoje. Pastebéta, kad
zymial mazZesnis pH gaunamas fermentuojant strines iSriigas, 0 ne laktozés melasg. Kai pH
rodiklis mazas, mikroorganizmams salygos yra nepalankios, todél acto ragsties gamybos

procesas labai sulétéja.
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3.14. paveikslas. Acto rugsties koncentracijos kitimas siirinése isrtigose fermentacijos eigoje, naudojant

skirtingas pieno ragsties bakterijas

3.4.3. Pieno ragsties L(+) ir D(-) izomery Kitimo dinamika PRB fermentacijos metu

Kaip minéta anks¢iau, PR turi Siuos du izomerus: D(-) ir L(+). Jie yra vienas Kito
veidrodiniai atspindziai — enantiomerai. Atlikus eksperimenta, apskai¢iuotos D(-) ir L(+) PR
izomery koncentracijos (zr. 3.4., 3.5. lent.). Remiantis duomenimis, galima teigti, kad PR
vyrauja L(+) izomeras. Substratg fermentuojant su bet kuria PRB, L(+) PR pagamina daugiau nei
D(-) PR (p<0,05). Pastebéta, kad L(+) PR izomeras vyravo jau fermentacijos pradzioje.
Pabréztina, kad gyvuose organizmuose biocheminiy reakcijy metu gaminamas tik L(+) PR
izomeras, taciau, remiantis Sio tyrimo rezultatais, PRB turi vienodas galimybes gaminti tiek
L(+), tiek D(-) PR izomerus. Rezultatuose palyginama, kaip PRB gamina L(+) ir D(-) PR
izomerus, fermentacijai naudojant skirtingus substratus. Galima pastebéti, kad visos PRB pieno
rugsties pagamina daugiau, kai substratui naudojamos isriigos (p < 0,05). Atlikus eksperimenta,
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taip pat paaiskéjo, kad jau prie§ fermentacijg abu substratai savo sudétyje turi ir D(-), ir L(+) PR
izomery. Daugiausia PR pagamina bakterija P. pentosaceus LUHS22. Po 48 val. fermentacijos

D(-) PR koncentracija iSriigy strinése iSrigose buvo 17,366 g/l, o laktozés melasoje — 14,082

g/l, L(+) PR koncentracija stirinése isriigose — 18,067 g/l, o laktozés melasoje — 15,449 g/l.

3.4. lentelé. D(-) ir L(+) pieno riigsties izomery koncentracijos laktozés melasoje

Fermentacijos laikas, val.
Kultaira 0 12 24 48
D(-)pieno rugsties izomero koncentracija g/l
135 3,521 5,703 6,985 12,079
18 3,521 5,927 8,330 13,136
22 3,521 7,049 10,381 17,366
244 3,521 6,857 9,163 12,976
140 3,521 6,600 8,138 14,450
Kultara L(+) pieno rigsties izomero koncentracija g/l
135 3,667 5,882 7,240 11,603
18 3,667 6,270 8,759 13,477
22 3,667 7,337 10,827 18,067
244 3,667 7,078 9,664 13,316
140 3,667 6,884 8,597 14,932
3.5. lentelé. D(-) ir L(+) pieno riigsties izomery koncentracijos stirinése iSriigose
Fermentacijos laikas, val.
Kultiira 0 12 24 48
D(-) pieno ragsties izomero koncentracija g/l
135 2,989 4,945 6,820 10,698
18 2,989 5,591 8,015 10,569
22 2,989 7,207 9,696 15,449
244 2,989 6,884 8,371 11,441
140 2,989 6,658 8,048 11,377
Kultira L(+)pieno rugsties izomero koncentracija g/l
135 3,147 5,158 6,504 10,349
18 3,147 5,671 7,122 10,285
22 3,147 7,017 9,516 14,802
244 3,147 7,081 8,523 11,855
140 3,147 6,440 7,786 10,733

3.5. Pieno rigsties bakteriju fermentacijos metu susidaran¢iy metabolizmo produkty

antigrybinai aktyvumai

Fermentacijy rezultatai parodé, kad, fermentuojant substratus (strines iSrugas, laktozés
melasg), daugiausia metabolity pagaminama, kai naudojamos P. pentosaceus LUHS22 ir L.
paracasei LUHS244 PRB. P. pentosaceus LUHS22 pasizymi geresne PR gamyba,palyginus su

kitomis tirtomis bakterijomis, o L. paracasei LUHS244 — geresne acto rigsSties gamyba.
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Atkreiptinas démesys, kad abi bakterijos daugiau pagamina LRR. Atsizvelgiant j tai, nuspresta
iStirti minéty bakterijy antigrybinj aktyvuma pries turimus jvairius indikatorinius mikroskopinius
grybus. Atliktas antigrybinis P. pentosaceus LUHS22 ir L. paracasei LUHS244 PRB
susidariusiy metabolity tyrimas, kuris aktyvumga pries skirtingus indikatorinius mikroskopinius
grybus.

Gauti rezultatai parodé, kad abi bakterijos turi panasy antigrybinj aktyvuma (zr. 3.4. lent.).
ISmatavus inhibicijos zonas, jvertintas metabolity antigrybinis aktyvumas ((-) —nepastebima
antigrybinio aktyvumo, (+) — pastebimas vidutinis antigrybinis aktyvumas, (++) — pastebimas

geras antigrybinis aktyvumas).

3.4. lentelé. P. pentosaceus LUHS22 ir L. paracasei LUHS244 antigrybinio aktyvumo jvertinimas prie$

indikatorinius mikroskopinius grybus

P. pentosaceus LUHS2?2 L. paracasei LUHS244
Mikroskopinis grybas |  Inhibicijos  ““THmIKIODINIO |y phikigijos  Antimikrobinio
aktyvumo aktyvumo
zona, mm R zona, mm R
jvertinimas jvertinimas

Alternaria alternate - -
Rhizopus oryzae 9,7+05 + 9,3+0,5 +
Mucor mucedo - - - -
Cladosporium

7,3+0,5 + 71+0,5 +
herbarum
Fusarium avenaceum 10,1 +0,5 + 10,3+0,5 +
Eusarlum graminearum 123405 t 108405 +
Fusarium culmorum 96+0,5 + 9,4+0,5 +
CF:usarlum graminearum 103405 N 101405 +
Eusarlum graminearum 113405 . 114405 r
Eusarlum graminearum 101405 N 103405 N
Fusarium nivale 11,3+ 0,5 ++ 98+0,5 +

Penicillium viridicatum - — - -
Penicillium palitans - - - -
Penicillium spinulosum - - - -
Aspergilus versicolor - - - -
Aspergilus terreus - - - -
Aspergilus funigatus — — - -

Prie$ tris indikatorinius mikroskopinius grybus — Fusarium nivale, Fusarium gram E ir
Rhizopus oryzae — po fermentacijos, naudojant P. pentosaceus LUHS22, gauti metabolitai rodé
Siek tiek geresnes antigrybines savybes palyginus su L. pracasei LUHS244 (zr. 3.15. pav).
Geriausias antigrybinis aktyvumas (i tirty pelésiniy gryby) uzfiksuotas naudojant P.
pentosaceus LUHS22 bakterijg prie$ Siuos grybus: Fusarium Graminearum E (inhibicijos zona —
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12,3 mm), Fusarium Graminearum D (inhibicijos zona — 11,3) mm) ir Fusarium Nivale

(inhibicijos zona — 11,3 mm).

3.15. paveikslas. P. pentosaceus LUHS22 pagaminty metabolity antigrybinis aktyvumas prie$
indikatorinius mikroskopinius grybus. A — Rhizopus oryzae; B — Fusarium avenaceum; C — Fusarium
graminearum E; D — Fusarium culmorum; E — Fusarium graminearum C; F — Fusarium graminearum D;

G — Fusarium graminearum F; H — Fusarium nivale

Labai pana$iu antigrybiniu aktyvumu prie§ tuos pacius indikatorinius mikroskopinius
grybus pasizyméjo ir L. pracasei LUHS244 pagaminti metabolitai. Pastebéta, kad inhibicijos
zonos Siek tiek mazesnés nei P. pentosaceus LUHS22 (Zzr. 3.16. pav). Su Rhizopus oryzae,
Cladosporum Herbarium ir visais Fusarium genties grybais, i$skyrus Fusarium graminearum D,
bakterijos L. pracasei LUHS244 pagaminti metabolitai pasizyméjo vidutiniu antigrybiniu
aktyvumu. Pazymétina, kad su grybu Fusarium graminearum D taip pat pastebétas geras

antigrybinis aktyvumas (inhibicijos zona — 11,4 mm).
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3.16. paveikslas. L. paracasei LUHS244 pagaminty metabolity antigrybinis aktyvumas prie$
indikatorinius mikroskopinius grybus. A — Rhizopus oryzae; B — Fusarium avenaceum; C — Fusarium
graminearum E; D — Fusarium culmorum; E — Fusarium graminearum C; F — Fusarium graminearum D;
G — Fusarium graminearum F; H — Fusarium nivale

Abiejy PRB pagaminty metabolity antigrybinis aktyvumas nenustatytas prieS Alternaria
alternate ir Mucor mucedo indikatorinius mikroskopinius grybus. Su Aspergilus ir Penicillium
grybais. Pavyzdziui, tiriant P. pentosaceus LUHS22, galima pastebéti, kad po eksperimento
inhibicijos zona su i§vardytais indikatoriniais mikroskopiniais grybais yra lygi O (zr. 3.17. pav.)
Galima teigti, kad nei Pediococcus pentosaceus LUHS22, nei L. paracasei LUHS244 pagaminti

metabolitai nedare jtakos $iy indikatoriniy mikroskopiniy gryby augimui.

3.17. paveikslas. P. pentosaceus LUHS22 pagaminty metabolity antigrybinis aktyvumas prie$
indikatorinius mikroskopinius grybus. A — Alternaria alternate; B — Mucor mucedo; C — Aspergilus

terreus; D — Penicillium spinulosum
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3.6. Laisvyju riebaly rugsciu rySys su antigrybiniais aktyvumais

IStyrus laisvyjy riebaly riigsciy antigrybinj aktyvuma, naudota ,,Microsoft Exel” duomeny
apdorojimo programa, kuria atlikta regresiné analizé. Siekta iSsiaiSkinti, ar yra rySys tarp
metabolity komplekse esancios laisvosios riebaly rtgsties ir antigrybinio aktyvumo. Duomenis
apdorojus regresinés analizés metodu, gautos koreliacijos (zr. 3.5. lent.). Koreliacijos
koeficientas r gali kisti ribose nuo —1 iki +1. Tai parodo, koks stiprus rySys tarp dviejy
kintamyjy. Kai r = 0 — néra jokio rySio tarp kintamyjy, kuo vertés arciau 0, tuo rySys silpnesnis.
Jeigu koreliacija neigiama, tai didéjant vienai kintamojo vertei, kita mazéja, jeigu teigiama — tai

didéjant didéja.

3.5. lentelé. Koreliacijos tarp laisvyjy riebaly riig§¢iy ir antigrybinio aktyvumo

Laisvojiriebaly | g itinas  Stearinas  Oleinas  Linolas  Linoleinas
riigstis
Antigrybinis 0,294 0,953 0,994 0,934 0,995
aktyvumas

Rezultatai parodé, kad tarp laisvyjy riebaly ragsciy ir antigrybinio aktyvumo yra teigiama
koreliacija. Ji nurodo, kad tarp jy yra rySys, kai, didéjant laisvosios rigsties koncentracijai,
geréja antigrybinis aktyvumas. Stipriausia teigiama koreliacija nustatyta su linoleino (0,995) ir
oleino (0,994) laisvosiomis riebaly rugStimis. Labai stiprig teigiamg koreliacijg taip pat turi
linolo ir stearino laisvosios riebaly rugstys. Palmitino riebaly riigStis turi teigiamg koreliacija,
taCiau rySys yra labai silpnas, nes r reik§mé (0,294) arciau O.

Atlikus regresing analize ir apibendrinant tyrimo rezultatus, galima teigti, kad laisvosios
ricbaly ragstys ir antigrybinis aktyvumas yra susije. Didéjant laisvyjy riebaly ragsciy
koncentracijoms, antigrybinis aktyvumas taip pat didé¢ja. Teigtina, kad palmitino riebaly roigstis
nedaro didelés jtakos antigrybiniam aktyvumui, nes koreliacijos koeficientas, tarp Sios riebaly
rugsties ir antigrybinio aktyvumo, yra mazas.

Remiantis kity tyrimy duomenimis, antriniy pieno produkty fermentacijos metu susidaro
acto, propiono, sviesto ir valerato riebaly rtgstys [84]. Taip pat atlikti tyrimai anaerobinés
fermentacijos metu parodé¢, kad laisvosios riebaly riigStys susidaro dviejy fermentacijos etapy
metu. Pirmame etape vyksta laktozés biokonversija j pieno riigsti. Toliau vykstant fermentacijai,
pieno riigstis konvertuojama j jvairias laisvasias riebaly ragstis [85]. Tyrimais nustatyta, kad
esant Zzemesniam substrato pH, fermentacijos laikas sutrumpéja, todél laktozés biokonversijos

biidu laisvosios riebaly rigstys pagaminamos greiciau. [86]
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REKOMENDACIJOS

Atsizvelgiant | tyrimy metu gautus rezultatus, galima teigti, kad, norint biokonversijos
biidu antriniuose pieno produktuose esancig laktoze versti j laisvasias riebaly rugstis, reikéty
atlikti pieno riigsties bakterijy fermentacijas. Norint pasiekti didziausias riebaly ragsciy
koncentracijas, fermentacijoms reikéty naudoti Pediococcus pentosaceus ir Lactobacilus
paracasei bakterijy kultiiras.

Tyrimo metu pirminis Zaliavy apdorojimas fermentais taikytas nebuvo. Siekta iSsiaiskinti,
koks yra pieno riigsties bakterijy galaktozidazinis aktyvumas. Visgi, norint pagerinti LRR iSeiga
ir gaminti jas pramonei, reikty atlikti antriniy pieno produkty pirminj apdorojimg. Biokonversijai
reikalinga anglis yra skystyjy antriniy pieno produkty laktozés sudétyje, todél geriausia atlikti
iSankstinj apdorojimg fermentais, kad disacharidy molekulés buty suskaidytos iki
monosacharidy. Atlikti tyrimai parodé, kad, atlikus hidrolize fermentais laktozés biokonversijai,
proceso laikas sulétéja, laktozés fermentacijai sunaudojama daugiau ir pasiekiamas geresnis
produktyvumas (Hofvendahl & Hahn-H€ agerdal, 2000).

Remiantis rezultatais, teigtina, kad biotechnologinis biidas biokonversijos budu gaminti
lakigsias riebaly ragstis — puiki alternatyva cheminiam lakiyjy riebaly rigséiy iSgavimui. Sia
technologijag pritaikius pieno pramonés gamyklose, galima perdirbti didziulius kiekius antriniy
pieno produkty, o gautas laisvgsias riebaly riig§tis panaudoti energijos gamybai arba realizuoti
rinkoje. Technologinéje produkto gamybos schemoje (Zr. 1 schemg) matomi gamybos etapai nuo

organiniy nuoteky apdorojimo iki lakiyjy riebaly riigsciy produkty atsiradimo.

Laktozés melasa, Centrifugavimas Anaerobiné fermentacija su PRB
Surinés ifrigos T T, ) y X%
b = i Hidrolizé fermentais [~~~ LRR
N = N [N N
=> > —> =)
v V V
Kaitinimas Nuosédos

1 schema. Technologiné lakiyjy riebaly rigs¢iy gamybos schema
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ISVADOS

1. Istirti galaktozidazinio aktyvumo pokycCiai suriniy iSrigy ir laktozés melasos
fermentacijos, su jvairiomis pieno riigsties bakterijomis (L. plantarium LUHS135, L. plantarium
LUHS18, P. pentosaceus LUHS22, L. paracasei LUHS244 ir L. brevis LUHS140), metu.
Geriausiu R-galaktozidaziniu aktyvumu, sprendziant pagal laktozés koncentracijos mazéjima
fermentacijos metu, abiejuose substratuose (stirinése iSriigoase ir laktozés melasoje) pasizymeéjo
P. pentosaceus LUHS22 (laktozés koncentracijos sumazéjimas atitinkamai (86,01 proc. ir 78,18
proc.), kuris sudaré salygas susidariusiy monosacharidy — gliukozés ir galaktozés —
biokonversijai ] organines rugstis.

2. Dujinés chromatografijos metodu jvertinta fermentacijoS metu susidaranciy laisvyjy
riebaly riigS¢iy kokybiné ir kiekybiné sudétis bei jy savitumai, naudojant jvairius substratus.
Fermentuojant siirines iSriigas, identifikuotos miristino, palmitino, stearino, oleino ir linolo
ricbaly ragstys. Pastebéta, kad, bioapdorojant laktozés melasg, miristino neaptikta, naujai
susidaré¢ linoleino riebaly ruigstis. Fermentuojant stirines iSriigas, bendras lakiyjy riebaly riigsciy
kiekis didéjo vidutiniSkai nuo 75,8 mg/l iki 122,19 mg/l, o laktozés melasos fermentacijos metu
rugsciy pokyciai buvo vidutiniskai 18,84 mg/l mazesni nei striniy iSriigy perdirbimo metu.

3. Fermentacijos metu, laisvyjy riebaly ragsciy susidarymas priklausé nuo pieno ragsties
bakterijos padermés: didziausiu laisvyjy riebaly rigsciy susidarymu pasizyméjo P. pentosaceus
LUHS22 ir L. paracasei LUHS244, sglygojancios didziausig oleino, linolo, linoleino ragsciy
susidaryma.

4. Sprendziant i§ pH ir acto bei pieno rugsties fermentacijos metu tyrimy rezultaty, maz¢jant
pH (striniy i8rtgy fermentacijos metu iki 4,45, o laktozés melasos — 5,34) ir didéjant acto (nuo
0,48 iki 2,32 mM - siiriniy iSriigy, nuo 1,08 iki 2,2 mM — laktozés melasos) ir pieno (atitinkamai
nuo 7,188 iki 35,433 g/l ir nuo 6,136 g/l iki 30,251 g/l) riigsties koncentracijoms, Stebima
laisvyjy riebaly rugsciy susidarymo tendencija. Pediococcus pentosaceus pasizyméjo geriausiu
pieno riigsties gamybos pajégumu, 0 Lactobacilus paracasei daugiausia gamino acto raigstj.

5. Ivertintus pieno riigsties bakterijy fermentacijos metu susidaranciy metabolizmo produkty
antigrybinj aktyvuma, nustatyta, kad fermentuota laktozés melasa pasizymi antigrybiniu
aktyvumu prie$ Fusarium spp. ir jis buvo didesnis nei fermentuoty stiriniy i$rigy. Pastebéta, kad
abu fermentuoti substratai nepasizyméjo antigrybiniu aktyvumu prie§ Aspergilus ir Penicillium
spp.

6. Naudojant regresinés analizés metoda, nustatyti rySiai tarp laisvyjy riebaly riig§éiy sudéties
(kokybinés ir kiekybinés) ir jy antigrybinio aktyvumo: stiprus teigiamas rySys aptiktas tarp
laisvyjy riebaly rugsciy koncentracijos ir antigrybinio aktyvumo, taip pat tarp jy sudéties.
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Didziausiu antigrybiniu aktyvumu pasizyméjo linoleino, linolino, stearino ir oleino (atitinkamai
buvo 0,995; 0,994; 0,953 ir 0,934) riebaly rigstys, 0 palmitino riigstis neturé¢jo reikSmingo
poveikio (R?=0,294).
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PRIEDAI

1 PRIEDAS. Laktozés kalibraciné kreivé
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2 PRIEDAS. Laktozés koncentracijos kitimas, fermentuojant stirines iSriigas

Fermentacijos laikas, val
12 24 48

£ = ) £ ) e i

[ 'CE‘ c '(E‘ c .g c .g

—_ o v o 17 By o 17 By (e») |72 Bard
i 38 %85 Bg SEgl 2 SEg 2 §Eg
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= = %) T~ S O s S O = S O

D) - D) — D) — D) — =

(@) (@] (@) o o (@] (@)] (@]

> X > X > 4 > 4

(0] (V)] wn (V)]

135 0264 158,84 | 0176 1056 | 0839 5033 | 0491 29.47
18 0264 158,84 | 0174 104,49 %1110?)’ 67.91 | 0630 37.78
22 0264 158,84 | 0162 9716 | 0724 4341 | 0.370 22,22
244 0264 158,84 | 0202 121,24 8% 78.64 | 0869 52.14
140 0264 158,84 | 0169 101,32 %_11% 61,47 | 0795 47.68
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3 PRIEDAS. Laktozés koncentracijos kitimas fermentuojant laktozés melasa

Fermentacijos laikas, val.

12 24 48
g i S = S = S i
Kultira| ©°9§ $8=<| ©9 $&8=<| ©8 $&8=<| ©  G8<
& CE2| 2w+ ot Le QEZ Le goEZ
£ <£L£gE| E- £g€tE €= £L£aE e £L£gE
$E RS2d| §E RNE<| SE S2d4 SEd
g -"5°| g5 -“g°| ¢ -“g8° & -g
185 | 0308 18479 | 0216 12950 | 0141 8458 | 0887 5321
18 | 0308 18479 | 0222 13319 | 0,160 96,14 %_11%2) 61,27
22 | 0308 18479 | 0201 12059 | 0119 7113 | 0672 4032
244 | 0308 18479 | 0235 14099 | 0185 11127 %_1150‘; 92,16
140 | 0,308 18479 | 0211 12659 | 0142 8544 | 0881 52,88
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4 PRIEDAS. Nefermentuoty stiriniy iSriigy chromatograma ir smailiy i§¢jimo laikai
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5 PRIEDAS. Nefermentuotos laktozés melasos chromatograma ir smailiy i$€jimo laikai
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6 PRIEDAS. Standarto chromatograma ir smailiy i§éjimo laikai
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7 PRIEDAS. Identifikuotos riebaly riigtys ir jy koncentracijos méginyje, proc.

Standarto i$¢jimo

Bandinio i$¢jimo
laikas (strinés

Kiekis bandinyje

Riebaly rugsties

laikas, min. v . proc. metilo esteris
iSriigos), min.
26,41 26,35 0,714 Kapriko rugstis
29,12 28,98 0,54 Undekanoninés
rugstis
31,67 31,65 1,088 Lauro ragstis
36,31 36,31 4,053 Miristino ragstis
38,09 38,1 0,205 Miristoletitiné
rugstis
38,43 38,43 0,597 Pentadekanoniné
rugstis
41.85 41,85 0,893 Palmitoleitiné
rugstis
4419 44 17 7,714 Stearino ragstis
4501 451 0,358 Elaidiné ragstis
45,39 45,39 27,87 Oleino ruagstis
47,18 4721 16,973 Linoliné ragstis
47,71 47.79 0,696 Arachidino ragstis
48,55 48,55 0,64 y-linoleniné ragstis
49,25 49,32 3,003 Linoleniné ragstis
40,46 40,43 19,272 Palmitino ragstis
Standartas Laktozés melasa Kiekis, proc. TP ES TG
esteris
20,67 20,99 0,176 Kaprilinés rugstis
26,41 26,67 0,455 Kapriko rugstis
29,12 29,21 0,65 Undekanoning
rugstis
31,67 31,86 0,162 Lauro ragstis
34,06 34,57 0,151 Tridekanoniné
rugstis
36,31 36,45 0,865 Miristino ragstis
38,43 38,59 0,386 Pentadekanoniné
rugstis
40,46 40,54 13,778 Palmitino ragstis
41,85 41,94 0,413 Palmitoleitiné
rugstis
42,35 42,29 0,495 Heptadekanoniné
rugstis
44,19 44,26 4,439 Stearino rugstis
45,39 45,49 32,904 Oleino ragstis
47,18 47,29 30,129 Linoliné ragstis
47,71 47,81 0,339 Arachidino ragstis
48,53 48,62 0,918 y-linoleino ragstis
48,89 49,01 0,799 Cis-11-cikosenoiné
rugstis
49,25 49,35 2,827 Linoleniné ragstis
51,17 51,28 0,166 Behenino rigstis
54,85 54,97 0,1 Lignocerino riaigstis
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8 PRIEDAS. Pagrindinés laisvosios riebaly rtigstys laktozés melasoje ir stirinése isrtigose

Laisvosios riebaly riigSties metilo esteris
Palmitinas Stearinas Oleinas Linolas Linoleinas
%‘) = .g .g g =t
. . g : g : g : g g
20 8 g | & ) g ) g 4 | 8 %
=| g & = ST g £ £ £ g S
I=] = & S % & o &= 2} = ) =
= 3 5 o) 5 o) 5 o 5 o = o
& & E] = E| =& E| = E| =& E
g= = n 'S n 'S n 'S ©n = 7
= g 2 g = g = g = g 9
g g g £ g
n n N 1)) A
18 | 2,2| 7,895 40,33|1,979 44,01 | 26,88 45,18 | 19,826 46,96 | 3,269 49,04
135 | 1,8 | 5,353 40,3 1,6 43,97 | 12,337 45,14 | 12,897 45,87 | 7,153 49,27
22 |2,3| 8,03 40,33| 1,61 44 | 29,294 4516 | 26,217 46,93 | 3,79 49,29
244 | 2 | 10,558 40,43| 1,391 44,07 | 24,11 45,23 32,236 47,01| 2,081 49,11
140 | 3,3 | 12,22 40,26 | 2,694 4394 | 33,641 45,11 | 31,409 46,88 | 7,295 48,91
Laisvosios riebaly riigSties metilo esteris
Miristinas Palmitinas Stearinas Oleinas Linolas
%‘) g .g .g .g g
. . g : g ; g ; g . g
g8 4| & g & | & 4| & 4
s| §| & = & = g =2 g = & S
2 =y ) = ) & ) = Z) = Z) =
=B e o E o 5 o = o 5 o
“ 2| & g < El = E| = E| =& &
g 3 2 R 2 8 2 8 2 8 3
= = »n s »n s »n ‘s o) ‘= ;
= g 2 g =2 g = g = g 9
n = n = A = ) = ) =
g g g £ g
n n ) ) )
18 | 2,7 | 3,86 36,33 6,05 40,41 | 4,176 44,13 | 18,953 45,32 | 17,482 47,07
135 | 2,2 | 1,40 37,83 | 4674 40,31 | 1,985 44,02 | 17,818 45,21 | 10,162 46,97
22 | 26| 165 36,29 | 14,029 40,34 | 6,67 44,04 | 32,283 45,22 7,50 46,95
244 | 25| 0,39 36,34 | 9,241 40,39 | 1,44 44,09 | 25,861 4528 | 35,041 47,05
140 | 2,1 | 1,43 36,58 | 6,533 40,4 | 1,124 4407 | 15,401 45,24 | 21,509 47,02
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9 PRIEDAS. Siriniy i$ragy chromatograma po fermentacijos, naudojant L. brevis LUHS140
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10 PRIEDAS. Laktozés melasos chromatograma po fermentacijos, naudojant L. brevis LUHS140
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11 PRIEDAS. Siiriniy i§riigy chromatograma po fermentacijos, naudojant L. plantarium LUHS18
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12 PRIEDAS. Laktozés melasos chromatograma po fermentacijos, naudojant L. plantarium LUHS18
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13 PRIEDAS. Siiriniy i$riigy chromatograma po fermentacijos, naudojant L. plantarium LUHS135
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14 PRIEDAS. Laktozés melasos chromatograma po fermentacijos, naudojant L. plantarium LUHS135
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15 PRIEDAS. Siiriniy i$riigy chromatograma po fermentacijos, naudojant P. pentosaceus LUHS22
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16 PRIEDAS. Laktozés melasos chromatograma po fermentacijos, naudojant P. pentosaceus LUHS22
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17 PRIEDAS. Siiriniy iSriigy chromatograma po fermentacijos, naudojant L. paracasei LUHS244
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18 PRIEDAS. Laktozés melasos chromatograma po fermentacijos, naudojant L. paracasei LUHS244







19 PRIEDAS. Titravimui sunaudoti 0,1M NaOH tiiriai strinése i$riigose

Titravimui sunaudotas k;-(ellt‘ir?ic(el:lct)Zs

Kulttira 0,1M NaOH, ml K '
24 val. 48 val. 0,1
135 3,8 45 0,1
18 4,6 5,2 0,1
244 5,2 5,8 0,1
22 3,9 51 0,1
140 4.2 51 0,1

20 PRIEDAS. Titravimui sunaudoti 0,1M NaOH tiiriai laktozés melasoje

Titravimui sunaudotas k;gggfé#ﬁ;s

Kultura 0,1M NaOH, ml K '
24 val. 48 val. 0,1
135 3,9 45 0,1
18 3,7 5,2 0,1
244 4.4 55 0,1
22 4,1 4.8 0,1
140 3,9 45 0,1

21 PRIEDAS. Acto riigsties koncentracijos kitimas siirinése iSrtigose fermentacijos eigoje

ﬁxcto rugsties Acto riigsties Acto rugsties
_ oncentracija = °
Kultura f o koncentracija po 24  koncentracija po 48
ermentacijos
.. val., mM val., mM
pradzioje, mM
135 0,48 1,52 1,8
18 0,48 1,84 1,92
22 0,48 1,56 2,04
244 0,48 2,08 2,32
140 0,48 1,68 2,04

22 PRIEDAS. Acto rugsties koncentracijos kitimas laktozés melasos fermentacijos eigoje

ﬁxcto rugsties Acto rugsties Acto rugsties
_ oncentracija > °
Kultiira f o koncentracija po 24  koncentracija po 48
ermentacijos
i val., mM val., mM
pradzioje, mM
135 1,08 1,4 1,72
18 1,08 1,76 2,08
22 1,08 1,48 1,92
244 1,08 1,64 2,2
140 1,08 1,56 1,8
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