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SIMBOLIAI IR SANTRUMPOS

AV aktyvumo vienetai

BDA bulviy dekstrozés agaras

biovar. biovaras

BPM 1 bakteriocinus panasios medziagos

BTR bendras titruojamasis rtigstingumas

dNTP deoksiribonukleotidy trifosfatas

EMP Embden-Meyerhof-Parnas

IF inozitolio fosfatas

KSV kolonijas sudarantys vienetai

MHS Mueller-Hinton sultinys

MMT+FIT minimalaus maistingumo terp¢, papildyta fito riigsties dikalio druska

MMT-P minimalaus maistingumo terpé, kurios sudétyje néra fosforo

MMT+P minimalaus maistingumo terpé papildyta KH,PO,

MP metabolizmo produktai

MPGA mieliy ekstrakto, peptono ir gliukozés agaras

MS mitybinis sultinys

MSS 600 nm bangos ilgio monochromatinio spindulio sugertis tiriamaja
suspensija

NMP neutralizuoti metabolizmo produktai

MRS de Man, Rogosa ir Sharpe mitybiné terpé

MMRS modifikuota de Man, Rogosa ir Sharpe mitybiné terpe

PRB pieno riigsties bakterijos

PGR polimerazés grandininé reakcija (angl. polymerase chain reaction,
PCR)

ps-PGR pasikartojancio sekvenavimo polimerazés grandininé reakcija (angl.
repetitive sequence based polymerase chain reaction, rep-PCR)

pv. patovaras

RNR ribonukleoriigstis

SDA Sabouraud dekstrozés agaras

SSI smegeny Sirdies infuzinis sultinys

s.m. sausosios medziagos

ssp. portisis (angl. subspecies)

TAE tris-acetato-etilendiaminotetraacto ragstis

TCA trichloracto ruigstis

Xaa bet kuri aminortgstis



Mikroorganizmy genciy sarasas

A. — Aspergillus

Alt. — Alternaria

Aure. — Aureobasidium
B. — Bacillus

C. - Candida

Coch. — Cochliobolus
D. — Debaryomyces

E. — Escherichia

Ent. — Enterococcus

F. — Fusarium
G. — Geotrichum
Y. —Yersinia

K. — Kluyveromyces
L. — Lactobacillus
Lact. — Lactococcus

Leuc. — Leuconostoc
List. — Listeria

P. — Pediococcus

Penic. — Penicillium

Pi. — Pichia

Ps. — Pseudomonas

R. — Rhodotorula

Rh. — Rhizopus

S. — Salmonella

Sc. — Saccharomyces
Sach. — Saccharomycopsis
St. — Staphylococcus
Strep. — Streptococcus
Z. — Zygosaccharomyces



IVADAS

Temos aktualumas

Griidy produktai, jskaitant kasdien vartojamus duonos kepinius, yra mitybinés
piramidés pagrindas ir pagrindinis skaiduliniy ir mineraliniy medziagy, pvz.,
gelezies, kalcio, magnio, seleno, cinko, taip pat ir folio riigsties, jodo, B grupés
vitaminy $altinis. Taciau mineraliniy medziagy pasisavinamumas zZmoniy ir gyviny
organizme i§ grady produkty skaiduliniy medziagy yra ribotas. Jy sudétyje esanti
fito rugstis linkusi su skaiduliniy medziagy mineralinémis medziagomis sudaryti
organizmo nejsisavinamus fitaty kompleksus. Si problema ypa¢ aktuali viso griido
daliy kvietiniy kepiniy gamyboje, kur naudojami pagreitinti te§los gamybos biidai ir
fermentacijos metu mineralinés medZiagos néra iSlaisvinamos i§ fitaty kompleksy.
Dél mineraliniy elementy trikumo kasdieninéje mityboje ir nepakankamo jy
jsisavinimo i§ griidy produkty Zmogaus organizme atsiranda specifiniai medziagy
apykaitos sutrikimai, sukeliantys jvairius negalavimus ir netgi susirgimus.

Jvertinant Sias mitybos problemas, aktuali naujy biotechnologiniy priemoniy,
leidzianciy padidinti mineraliniy medziagy pasisavinamumg i§ grudy produkty,
paieska. Viena i§ natiiraliy ir dazniausiai galimy naudoti kvietiniy kepiniy kokybei
pagerinti priemoniy galéty bti fitaziniu aktyvumu pasiZzymintys mikroorganizmai.
Pastaruoju metu daugelyje Saliy mokslininky susidoméjimo sulauké tiek mielés, tiek
pieno ragsties bakterijos (PRB), pasizymincios fitaziniu aktyvumu. Literatiiroje
sutinkamos priestaringos nuomonés dél PRB fitazinio aktyvumo. Siuo metu néra
iSskirtos PRB, pasizymin¢ios dideliu fitaziniu aktyvumu, kurias biity galima
panaudoti duonos gamyboje. Todél jy paieska ir i$skyrimas i§ fermentuoty produkty
bei tolesnis pritaikymas vystant naujus bioproduktus yra aktualus, sprendziant
mineraliniy medziagy pasisavinamumo problema. Vis pla¢iau nagrinéjamos
galimybés Siam tikslui panaudoti antimikrobinémis savybémis pasizymincias PRB,
kuriy sintetinami  bakteriocinai gali slopinti duonos ligas sukelianciy
mikroorganizmy, pvz., Bacillus subtilis, ir mikroskopiniy gryby augima.

Duonos gamybos technologijoje, ypa¢ vasaros laikotarpiu, aktuali iSlieka
kepiniy mikrobiologinio gedimo, kurj sukelia Siltuoju mety laikotarpiu kepyklose
plintantys Bacillus subtilis ir mikroskopiniai grybai, problema. Pastaruoju metu
didelio mokslininky susidoméjimo sulauké ir j bakteriocinus panasias medziagas
(BPM) gaminancios PRB, kuriy antimikrobinis poveikis pasireiskia prie§ jvairias
bakterijas ir net maisto patogenus, pvz., Listeria, Salmonella, Escherichia gentims
priklausancias bakterijas. Nataralis priedai — PRB fermentuoti bioproduktai,
pasiZzymintys tiek antimikrobiniu, tiek ir fitaziniu aktyvumu — galéty biiti vienas i$
btudy sulétinti kvietinés duonos mikrobiologinj gedimg ir tuo paciu padidinti
kvietiniy kepiniy, praturtinty skaidulinémis medziagomis, maisting vertg.

KTU Maisto mokslo ir technologijos katedroje jau anks¢iau buvo jvertinta
lietuvisky pramoniniy duonos raugy bei spontaniniy ruginiy raugy mikroflora ir
i§skirtos i$ jy penkios bakteriocinus gaminancios PRB: Lactobacillus sakei KTUO5-
6, Pediococcus acidilactici KTUO05-7, P. pentosaceus KTUO05-8, KTUO05-9 ir
KTUO5-10 padermés. Pirminiai $iy mikroorganizmy antimikrobiniy savybiy tyrimo
rezultatai parod¢ vykdomy darby perspektyvumg ir tikslingumag plésti
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antimikrobiniy preparaty taikymag ne tik duonos pramonéje, bet ir kitose srityse,
ypac ekologinéje zemdirbystéje mazinti gridy séklos biologine tarsa. Todél aktuali
naujy terpiy, skirty PRB kultivuoti, paieska, atkreipiant démes;j j Salutinius maisto
pramonés produktus, galin¢ius atpiginti bioprodukty gamyba.

Tiriant PRB panaudojimo galimybes fermentacijos procesuose ir naujiems
bioproduktams kurti, batina istirti fermentacijos inhibitorius bakteriofagus, kurie,
pateke | fermentacijos terpg, gali suardyti jiems jautrias PRB lasteles ir
fermentacijos procesa pakreipti nepageidaujama linkme, todé¢l biity gaunamas
nekokybiskas produktas. Nors zinoma, kad bakteriofagai yra atsakingi uz
fermentacijos proceso nesé¢kmes, taciau mazai duomeny yra apie duonos raugy PRB
atakuojancius bakteriofagus. Iki Siol néra duomeny ir apie bakteriofagy jtaka PRB
populiacijai ilgalaikés duonos raugy gamybos metu.

Disertacinio darbo tikslas

Nustatyti pieno riigsties bakterijy, i$skirty i§ duonos raugy, antimikrobinj ir
fitazinj aktyvuma, bei jvertinti bakteriocinus gaminanciy pieno riigSties bakterijy
panaudojimo galimybes ekologinéje Zemdirbystéje vasariniy kvieciy grudy séklos
biologinés tar§os mazinimui ir viso griido daliy kvietiniy kepiniy maistinés vertés ir
saugos didinimui.

Darbo tikslui pasiekti suformuluoti Sie uzZdaviniai:

1 Nustatyti bakteriocinus gaminanciy pieno riig§ties bakterijy ir jy metabolizmo
produkty antimikrobinj aktyvuma prie§ grady sékly ir maisto produkty gedimag
sukelian¢ius mikroorganizmus;

2 lvertinti terpés komponenty ir fermentacijos salygy itaka antimikrobinémis
savybémis pasizyminéiy j bakteriocinus panasiy medziagy aktyvumui;

3 I8skirti i§ pramoniniy duonos raugy, atrinkti ir genetiSkai identifikuoti fitaziniu
aktyvumu pasizymincias PRB ir jvertinti jy fitazinj aktyvuma (intralastelinj ir
ekstralastelinj), 0 taip pat nustatyti bakteriocinus gaminanéiy PRB fitazinj
aktyvuma;

4 lvertinti, imituojant virSkinamojo trakto terpés pH vertes, atrinkty fitaziniu
aktyvumu pasizymin¢iy PRB bioprodukty, panaudojimo galimybes, viso griido
daliy kvietiniy kepiniy biologiSkai pasisavinamy mineraliniy medziagy
padidinimui ir mikrobiologinio gedimo létinimui;

5 I8skirti ir charakterizuoti bakteriofagus i§ duonos raugy ir jvertinti jy poveikj
PRB populiacijai bioprodukty fermentacijos metu;

6 Nustatyti temperattros jtakg PRB riisiy populiacijos poky¢iams duonos rauguose;

7 Istirti PRB bioprodukty jtaka vasariniy kvieciy griidy séklos biologinés tarSos
mazinimui ir sveikumo didinimui.

Mokslinis darbo naujumas

Pirmg kartg jvertintas i$ lietuvisky ruginiy duonos raugy isskirty bakteriocinus
gaminanéiy PRB (Lactobacillus sakei KTUOQ5-6, Pediococcus acidilactici KTUO5-7,
P. pentosaceus KTUO05-8, KTUO05-9 ir KTUO05-10) metabolizmo produkty,
antimikrobinis aktyvumas prie§ jvairias bakterijas priklausancias Bacillus,
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Pseudomonas, Escherichia, Enterococcus,  Salmonella,  Staphylococcus,
Micrococcus, Listeria, Yersinia gentims ir mikroskopinius grybus priklausancius
Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium, Candida, Pichia, Rhodotorula ir kt.
gentims bei Sio poveikio ypatumai.

Kvietiniy kepiniy su padidintu skaiduliniy medziagy kiekiu maistinés vertés
didinimui atrinktos didziausiu fitaziniu aktyvumu pasiZzymincios bakteriocinus
gaminan¢ios PRB ir in vitro salygomis jrodytos jy panaudojimo galimybés
mineraliniy medziagy pasisavinamumo didinimui.

Istirtos L-pieno ragsties gamybos galimybés i§ maisto gamybos Salutiniy
produkty (sé¢leny, melasos, salyklojy ir zlaugty).

Pirmg kartg vasariniy kvieciy grudy sékly biologinés tarSos — Fusarium,
Alternaria genciy ir Cochliobolus sativus riisies mikroskopiniy gryby mazinimui bei
grudy sveikumo didinimui isbandyti PRB bioproduktai ir nustatytas jy teigiamas
poveikis.

Praktiné darbo verteé

Sukurtas naujas PRB bioproduktas, leidziantis gridy sékly pavirSiuje
sumazinti Fusarium, Alternaria, Cochliobolus sativus infekcijas, Sakny ligotuma bei
sékly pazeidimg Fusarium genties ir Cochliobolus sativus mikroskopiniais grybais.
Irodyta, kad maisto gamybos Salutiniai produktai — kvieciy sélenos, salyklojai,
melasa, Zlaugtai, taip pat galéty bati (ne tik bulviy sultys) tinkama terpé PRB
dauginimui ir antimikrobinémis savybémis pasizymincios pieno riigsties (jskaitant
L+ izomerg) susidarymui.

Sukurti antimikrobiniu ir fitaziniu aktyvumu pasizymintys bioproduktai,
kvietiniy viso grido daliy kepiniy maistinés vertés didinimui ir mikrobiologinio
gedimo 1étinimui, panaudojant atrinktas PRB, 0 jy dauginimui — viso griido daliy
kvietiniy milty terpe.

Nustatyta, kad PRB sudétis duonos rauguose laikui bégant keiciasi, dél fagy
infekcijos ir temperatiiros pokyciy kepyklose, todél tikslinga dazniau ruosti naujg
gamybin] rauga.

Ginamieji disertacijos teiginiai
e Antimikrobiniu ir fitaziniu aktyvumu pasizyminciy PRB panaudojimas viso
gruido daliy kvietiniy kepiniy gamyboje didina mineraliniy medZiagy
pasisavinamumg ir létina kepiniy mikrobiologinj gedima.
o PRB bioproduktai mazina mikroskopiniy gryby infekcija vasariniy kvieciy

gridy sékly pavirSiuje, daigy paSaknio ligotumg bei sékly pazeidimg
Fusarium ir Cochliobolus sativus mikroskopiniais grybais.



1. LITERATUROS APZVALGA

11. PIENO RUGSTIES BAKTERIJU DUONOS RAUGUOSE
CHARAKTERISTIKA IR JU PANAUDOJIMO  GALIMYBES
BIOPRODUKTU GAMYBAI

Raugas yra milty ir vandens misinys, kuriame vyksta pieno riig§ties bakterijy
(PRB) ir mieliy sukeltas fermentacijos procesas. Raugai naudojami tiek ruginés, tiek
kvietinés duonos gamyboje kepiniy tekstiiros, aromato bei skonio pagerinimui, taip
pat duonos realizacijos trukmés prailginimui, sulétinant mikrobiologinj gedimg ir
ziedéjimg. Pastaruoju metu atkreiptas démesys ] ruoSiamy su raugu kepiniy
maistinés vertés didinimo galimybes [1, 2, 3] ir vartojimo trukmés prailginima [4].

Literatiroje duonos raugai skirstomi j savaiminius, pradinius ir pramoninius
[6]. Pirmuoju atveju savaiminiai raugai ruoSiami i§ milty ir vandens bei
fermentuojami vienag—dvi dienas kambario temperatiiroje. Tokiuose rauguose
dominuoja nattraliai miltuose esantys mikroorganizmai (pieno ragsties bakterijos),
ir teSla rugstéja dél susidariusios pieno riigSties. Duonos gamybiniame cikle
placiausiai naudojamas pramoninis raugas, tada dalis raugo sunaudojama duonai
gaminti, o kita dalis atnaujinama, pridedant milty ir vandens, ir taip islaikant PRB
aktyvumg ilgg laikg. Pramoniniam raugui gaminti naudojamas pradinis raugas, kuris
ruosiamas pradiniame gamybos etape i§ gryny PRB ir / arba mieliy. PRB kiekis
rauguose sudaro 10%-10° KSV/g, o mieliy — 10°-10" KSV/g [6], PRB ir mieliy
santykis duonos rauguose yra 100:1. Literatiroje minimi Sie rauguose vykstancios
fermentacijos tipai: homofermentiné ir heterofermentiné pienartigsté fermentacija ir
alkoholin¢ fermentacija. Fermentacijos metu skylantys piruvatai sglygoja
susidaryma minoriniy tarpiniy junginiy ir galutiniy produkty, kurie turi jtakos
skoniui ir aromatui [7]. Pagrindiniai heterofermentiniai metabolizmo produktai —
pieno ir acto ragstys — salygoja pH veréiy sumazéjimg rauguose. Optimaliai
fermentuotuose rauguose pH vertés yra 3,5-3,8 [8, 9, 10]. Raugy bendro
titruojamojo riigstingumo (BTR) wvertés, kurios priklauso nuo fermentacijos
temperattiros, milty tipo ir vandens santykio, kvietiniuose rauguose yra nuo 8 iki 11
smulkaus malimo miltams [8, 11] ir nuo 16 iki 22 viso grudo daliy miltams, o
ruo$iant raugus i$ ruginiy milty Sio rodiklio vertés yra 15-26 [6, 9]. Pieno ir acto
rigsciy kiekis bei jy santykis rauguose yra labai svarbus duonos aromatui ir skoniui,
kepiniy mikrobiologinio saugumo padidinimui bei §viezumo prailginimui [5].

Dazniausiai i§ raugy isskiriamos PRB priklauso Lactobacillaceae $eimai. Siai
Seimai priklausanios bakterijos yra gramteigiamos, katalazei neigiamos,
nesudaranéios spory, aerotolerantiSkos arba mikroaerofilinés bei tolerantiskos
druskai, be to, yra reiklios angliavandeniy, aminortigsciy, peptidy, mineraliniy
medziagy, nukleoriigiéiy ir vitaminy, atzvilgiu. Siy bakterijy energijos 3altinis yra
angliavandeniai, o pagrindinis jy metabolizmo produktas — pieno riigstis.
Svarbiausios yra Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus ir
Streptococcus genciai priklausanéios PRB [5, 12]. Pagal angliavandeniy
fermentacijos biida PRB skirstomos | tris grupes: grieZtos (obligatinés)
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homofermentinés, fakultatyvinés heterofermentinés ir grieztos (obligatinés)
heterofermentinés PRB [13]. Grieztos homofermentinés PRB beveik pilnai
fermentuoja heksozes iki pieno ragsties (>85 %) pagal Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP) schema. Sios PRB taip pat fermentuoja fruktoze, ta¢iau nei gliukonaty, nei
pentoziy nefermentuoja. Fakultatyvinés heterofermentinés PRB beveik pilnai
fermentuoja heksozes iki pieno riigSties pagal EMP schema. Pentozés yra Siy PRB
fermentuojamos iki pieno ir acto ragsties. Grieztos heterofermentinés PRB
fermentuoja heksozes iki pieno ir acto rhigsties, etanolio ir CO,. Pentozés
fermentuojamos iki pieno ir acto rtgsties. Tarpiniai PRB homofermentinés ir
heterofermentinés fermentacijos junginiai yra piruvatai, kuriy skilimas fermentacijos
metu sglygoja tarpiniy junginiy ir galutiniy fermentacijos produkty susidaryma,
kurie turi jtakos maisto produkty skoniui ir aromatui bei pasizymi antimikrobinémis
savybémis [14]. Antimikrobinémis savybémis pagrinde pasizymi tokie PRB
metabolizmo produktai kaip pieno, acto riigStys, diacetilas, vandenilio peroksidas,
fenoliniai junginiai, benzenkarboksirigstis [15, 16, 17], o pastaruoju metu didelio
susidoméjimo sulauké ir baltyminés prigimties junginiai — bakteriocinai ir j
bakteriocinus panasios medziagos (BPM) [18, 19, 20, 21].

PRB yra atsakingos uz fermentacijos procesg, kadangi gamina natiiraliems
biokonservantams priskiriamus antimikrobiniu aktyvumu pasiZymincius junginius,
uztikrinancius produkto kokybe ir sauga. PRB yra pripazintos saugiomis, o jy
gaminami bakteriocinai laikomi nattiraliais inhibitoriais ir turi GRAS statusa (angl.
Generally Recognized as Safe) — Pasaulinés Sveikatos Organizacijos pripazinima.
Pastaruoju metu didelio mokslininky susidoméjimo sulauké savitomis savybémis
pasizyminc¢iy bioprodukty gamyba, naudojant jy fermentacijai atrinktas pradines
PRB kultiiras. PRB parenkamos pagal pageidaujamg gauti poveikj technologiniam
procesui ir gatavo kepinio kokybei. Parinkus atitinkamas pradines kulttras, galima
pagerinti gridy produkty su PRB raugais aromatg [22, 23, 24], reologines ir juslines
savybes [25, 26], taip pat i§vengti mikrobiologinio gedimo [27].

Vienas i§ svarbiausiy duonos gedimy yra mikroskopiniy gryby sukeliamas
kepiniy peléjimas. Duonos peléjimg dazniausiai sukelia Aspergillus, Fusarium,
Rhizopus, Penicillium ir Monilia gentims priklausantys mikroskopiniai grybai [27].
Mikroskopiniy gryby fermentams hidrolizavus krakmolg, baltymus ir riebalus,
susidare hidrolizés produktai suteikia kepiniui nemalony skonj ir kvapa, o kai kurie
mikroskopiniai grybai gamina toksinus ir gali sukelti mikotoksikozes. Siekiant
iSvengti mikroskopiniy gryby sukeliamo peléjimo, naudojami natrio ir kalcio
propionatai, sorbatai. Kaip alternatyva konservantams gali biiti naudojamas
antimikrobiniu poveikiu pasizymin¢iy PRB raugas. Antigrybiniu aktyvumu
daugiausiai pasizymi PRB gaminamos pieno ir acto riig§tys, vandenilio peroksidas ir
kiti jy metabolizmo produktai. Kai kuriy PRB padermiy gaminami bakteriocinai gali
buti aktyviis prie§ mikroskopinius grybus. Juodeikiené su bendraautoriais [25]
nustaté bakteriocinus gaminanciy ir antimikrobinémis savybémis pasizyminciy P.
acidilactici fermentuoty raugy jtaka kvietiniy kepiniy peléjimui. Autoriai nustaté,
kad duonos kepiniai su P. acidilactici raugo priedu lé¢iau pelijo. Be to, raugai,
fermentuoti su P. acidilactici, slopino vieny i§ dazniausiai duonos peléjima
sukelianc¢iy mikroskopiniy gryby Penic. commune augima.
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Kitas svarbus kepiniy mikrobinis gedimas yra bulviné liga, kuri pasitaiko
vasara, esant palankioms salygoms jos pagrindinio sukéléjo B. subtilis bakterijy
augimui. Taip pat bulving ligg sukelti gali ir kitos Bacillus genties bakterijos, tokios
kaip B. licheniformis, B. megaterium ir B. cereus. Pagrindiniai bulvinés ligos
pozymiai — nemalonus specifinis vaisiy kvapas, panasus j sugedusiy meliony, lipnus
minkstimas, tjstantis sitlais. Bacillus bakterijos j duong patenka i§ zaliavy arba
nesilaikant proceso higienos reikalavimy. Bacillus sporos yra atsparios kar$¢iui ir
iSliecka duonos kepimo metu, kai maksimali temperatiira centriniuose kepalo
sluoksniuose kelias minutes btina 97-101 °C [28, 29]. Literatiros duomenimis,
bulvinés ligos galima iSvengti naudojant 10 % PRB fermentuoto produkto kvietinés
duonos receptiiroje, tadiau tik tada, kai miltuose yra maziau nei 10° Bacillus spory/g
[30]. Corsetti su bendraautoriais [31] nustaté, kad L. sanfranciscensis, L. brevis, L.
fructivorans, L. fermentum, L. plantarum, L. farciminis, L. acidophilus, L.
alimentarius ir L. hilgardii slopino B. subtilis augima. Todorov su bendraautoriais
[32] i§ ruginiy raugy iSskyré L. plantarum ST31 sintetinamg bakteriocing —
plantaricing ST31, kuris slopino Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Bacillus ir kai kuriy patogeniniy mikroorganizmy (St. aureus)
augimg. Plantaricinas buvo stabilus placiose pH verciy ribose nuo 3 iki 8 bei
atsparus amilolitiniams fermentams. Pepe su bendraautoriais [29] paskelbé, kad L.
plantarum E5, L. sanfranciscensis M207, L. sakei T56, Leuc. mesenteroides A27,
Weissella paramesenteroides A51 ir Ent. faecium A86 slopino duonos bulvinés ligos
sukéléjy vystymasi iki 7 dieny (priklausomai nuo duonos méginiy laikymo
temperatiros). Digaitiené [33] tyré PRB, iSskirtas i§ savaiminiy duonos raugy. Ji
nustat¢, kad 67 % savaiminiy ruginiy duonos raugy bakterijy pasizymi
antibakterinémis savybémis, i§ kuriy L. sakei MI806, P. acidilactici MI807, P.
pentosaceus MI808, MI809 ir MI810 (pastaruoju metu pervadintos j L. sakei
KTUO05-6, P. acidilactici KTUO5-7, P. pentosaceus KTUO05-8, KTUO05-9 ir KTU05-
10) sintetina skirtingus bakteriocinus. Digaitiené nustaté kad, Sios bakteriocinus
gaminancios PRB slopino B. subtilis ir jvairias raugy PRB, pvz. L. bulgaricus 140.3-
148.3-3, L. acidophilus 336, Strep. thermophilus 3070, Leuc. cremoris ir kt., o taip
pat mikroskopinius grybus Eurotium repens IBT 18000 ir Penicillium commune IBT
18708. Mokslininké pritaiké naujg netradicing kleisterizuoty grudy terpe Siy PRB
vystymui ir kvietinés duonos kokybés pagerinimui.

Narbutaité [34] pritaiké Sias PRB ekstruduotos griidinés Zaliavos fermentacijai.
Tyré PRB fermentinius aktyvumus gradinés zaliavos terpése ir fermentiniy
preparaty poveikj PRB gaminamy bakteriociny aktyvumui. Nustaté sakacino 806 ir
pediocino 810 antimikrobinj poveikj pries B. subtilis EC1524 smegeny Sirdies
infuziniame (SSI) sultinyje. Pritaiké bakteriocinus gaminanéias PRB pusruginei
duonai gaminti. Nustaté, kad PRB fermentuoti produktai pasizyméjo teigiama jtaka
kepiniy savitajam thriui, minkStimo akytumui bei struktiiros tolygumui.
Makaravicius [35] tyré bakteriocinus gaminanc¢iy PRB L. sakei KTUOQ05-6 ir P.
pentosaceus KTUO5-10 bakterijy panaudojimo galimybes nealkoholinio gérimo
gamyboje. Mokslininkas jrodé, kad arabinoksilo- ir ksilooligosacharidai misoje
iSlieka nesuskaldyti PRB fermentacijos metu. Nustaté, kad pakeitus mieles
antimikrobiskai aktyviomis pieno riig§ties bakterijomis, galima pagaminti priimtino
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kvapo ir skonio nealkoholinj gérima ir sulétinti jame paSaliniy mikroorganizmy
dauginimasi. Juodeikiené su bendraautoriais [36] panaudojo $ias antimikrobiskai
aktyvias PRB vaistiniy prieskoniniy augaly Silybum marianum L. fermentacijai, o
fermentuotus produktus sékmingai pritaiké kvietiniy kepiniy gamyboje. Fermentuoti
Silybum marianum L. produktai sulétino kepiniy mikrobiologinj gedimg ir suteiké
produktams malony skonj ir aromata, bei buvo priimtinesni vartotojams lyginant su
kepiniais be fermentuoty PRB priedy.

Juodeikiené su bendraautoriais [37] tyré L. sakei KTUO5-6, P. acidilactici
KTUO5-7 ir P. pentosaceus KTUO05-10 bakterijomis fermentuoty griidy produkty
laikymo skirtingose temperatiirose (Saldytuvo ir patalpos) itaka duonos kokybei bei
jos pokycCiams laikymo metu. Nustaté, kad didziausiu stabilumu laikymo metu ir
teigiamu poveikiu kepinio kokybei i$siskyré P. pentosaceus fermentuoti ekstruduoty
produkty priedai (20 % nuo milty masés) ir Sis teigiamas efektas pasireiske, laikant
fermentuotus produktus tiek 4 °C, tiek 30 °C temperatiroje iki 16 dieny. L. sakei
fermentuoty produkty teigiamas efektas pasireiské, laikant juos 4 °C temperatiiroje
iki 16 dieny, o 30 °C temperatiiroje 6 dienas.

Pirminiai §iy mikroorganizmy antimikrobiniy savybiy tyrimo rezultatai parodé
vykdomy darby perspektyvumg ir suteiké pagrindg plésti $iy PRB pritaikyma.
Vertinant PRB platesnio pritaikymo galimybes svarbu nustatyti jy antimikrobinio
poveikio spektrg prie§ kitus mikroorganizmus, pvz., Pseudomonas, Escherichia,
Enterococcus, Salmonella, Staphylococcus, Micrococcus, Listeria, Yersinia gencéiy
bakterijas ir mikroskopinius grybus priklausan¢ius Rhizopus, Aspergillus,
Penicillium, Alternaria, Fusarium, Aureobasidium, Candida, Debaryomyces,
Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula ir kt gentims.

1.1.1. Pieno rugsties bakteriju metabolizmo produkty antimikrobinis
aktyvumas

PRB antimikrobinis poveikis pasireiskia daugiausia dél pagrindiniy jy
metabolizmo produkty — pieno ir acto riig8§iy — susidarymo ir sumazéjusiy terpés
pH verciy [38, 39, 40]. PRB taip pat gamina kitas jvairias organines rtigstis, tokias
kaip benzenkarboksiraigstis, heksano, propiono, sviesto, valerijono ragstys [41, 42],
ir kitus mazos molekulinés masés antimikrobinius junginius — vandenilio peroksida
[43], anglies dioksida, diacetilg [43], riebaly ragstis [44], ciklinius peptidus [45, 46,
47]. Pastaruoju metu didelio mokslininky susidoméjimo sulauké baltyminés
antimikrobiniu aktyvumu pasizymincios medziagos — bakteriocinai ar |
bakteriocinus panasios medziagos [48, 49, 50, 51, 52]. Antimikrobiniu aktyvumu
pasizymintys baltyminés prigimties junginiai su bakteriocinams badingomis
savybémis, kuriy aminoriig§¢iy seka ir sudétis néra identifikuota literattroje,
vadinami ] bakteriocinus panaSiomis medziagomis (BPM) [53]. Antigrybiniu
poveikiu pasizyméje PRB metabolizmo produktai pateikti 1.1 lenteléje. Visi Sie
junginiai gali dalyvauti slopinant kity mikroorganizmy veikla, apsaugant maisto
produktus nuo pavojingy ligy sukéléjy ar gedimo. Su laiku atrandama vis naujy, kol
kas neidentifikuoty junginiy, pasizyminc¢iy antimikrobinémis savybémis.
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1.1 lentelé. Antigrybiniu poveikiu pasizyméj¢ PRB metabolizmo produktai

Junginys Gamintojas Nuslopintas mikroorganizmas Literatura
Galimai baltyminés prigimties P. acidilactici Sc. cerevisiae [54]
Galimai baltyminés prigimties L. lactis ssp. lactis CHD A. flavus, A. parasiticus, Fusarium genties [55]
283
Heksano rugstis, propiono rugstis, sviesto riigstis, valerijono riigstis L. sanfranciscensis CB1 Fusarium, Penicillium, Aspergillus, [41]
Monilia genties
Benzenkarboksiriigstis, mevalono laktonas, 5-metil-2,4- L. plantarum VTT E78076 F. avenaceum [42]
imidazolidinodionas
3-Fenilpieno ir 4-hidroksi-fenilpieno riigstys L. plantarum 21B Eurotium repens IBT18000, Eurotium [56]
rubrum FTDC3228, Penicillium genties,
Endomyces fibuliger, A. niger FTDC3227
ir IDM1, A. flavus FTDC3226, Monilia
sitophila IDM/FS5 ir F. graminearum
IDM623
3-Fenilpieno rastis, (3S,9S)-heksahidro-3-(fenil,metil)- L. plantarum MiLAB 393 F. sporotrichioides, A. fumigatus, [57]
pirolo[1,2]pirazino-1,4-dionas [ciklo(L-Phe-OH-L-Pro)], K. marxianus
(3S,7R,9S)-heksahidro-7-hidroksi-3-(fenil,metil)-pirolo[1,2]pirazino-
1,4-dionas [ciklo(L-Phe-L-Pro)]
Hidroksiriebaly ragstys (3-hidroksidekano ragstis, 3- L. plantarum MiLAB14 Platus spektras [44]
hidroksidodekano riigstis, 3-hidroksitetradekano rtigstis ir 3-
hidroksi-5-cis-dodekano rogstis) , ciklo (L-Phe-OH-L-Pro), 3-
fenilpieno ragstis
Fenolinis junginys P. acidilactici LAB5 A. fumigatus, A. parasiticus, F. oxysporum, [58]
Penicillium genties
Galimai cikliniai peptidai P. pentosaceus Penic. expansum [45]
Diacetilas, vandenilio peroksidas L. fermentum, Leuc. Rhizopus oryzae, A. niger, A. flavus, [43]
mesenteroides Penicillium genties, F. oxysporum
Acto rgstis, 3-fenilpieno ragstis L. reuteri 1100 F. graminearum [27]
Ciklo (Leu—Leu) L. plantarum AF1 A. flavus ATCC 22546 [19]
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1.1 lentelé (tgsinys). Antigrybiniu poveikiu pasizyméje PRB metabolizmo produktai

Junginys Gamintojas Nuslopintas mikroorganizmas Literatura

Peptidai su mazesne nei 10 kDa molekuline mase, L. plantarum LB ir L. Penic. roqueforti DPPMAF1 [59]

organiniy rigs$éiy misinys rossiae LB5

Peptidy misinys L. plantarum 1A7 Platus spektras [60]

Galimai j baltymus pana$ios medziagos L. fermentum Te007, P.  A. niger, A. oryzae [61]
pentosaceus Te010, L.
pentosus G004 ir L.
paracasei D5

PRB metabolitai L. pentosus G004; A. niger, A. oryzae [62, 63]
L. fermentum Te007;
P. pentosaceus Te010

Devynios karboksirtigstys: D-gliukurono raigstis, 3- L. amylovorus DSM A. fumigatus J9, [47]

fenilpropano rugstis, p-kumarino ragstis, 3-fenilpieno 19280

riigstis, 3-(4-hidroksifenil)pieno ragstis

(E)-3-fenilpropil-2-metil-2-enoiné rugstis,

benzenkarboksirtigstis;

Riebaly ragstis: natrio dekanoatas;

Nukleozidai: citidinas, 2’-deoksicitidinas;

Cikliniai peptidai: ciklo (L-His-L-Pro), ciklo (L-Pro-L-

Pro), ciklo (L-Met-L-Pro), ciklo (L-Leu-L-Pro), ciklo

(L-Tyr-L-Pro)

PRB metabolitai L. amylovorus DSM A. niger FST 4.21, F. culmorum TMW 4.0754 Penic. [47]
19280 expansum FST 4.22 ir Penic. roqueforti FST 4.11

3-Dodekanolaktonas L. plantarum AF1 A. flavus, A. fumigatus, A. petrakii, A. ochraceus, A. [46]

6-Heptil-tetra-hidro-2H-pirano-2-onas nidulans, Penic. roqueforti, C. albicans

3-Fenilpieno rigstis, acto ragstis, 2-propenilo esteris L. plantarum Botrytis cinerea, Glomerella cingulata, Phytophthora [64]
IMAU10014 drechsleri, Penic. citrinum, Penic. digitatum ir F.

oxysporum
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Organinés rigstys. Pagrindinés PRB fermentacijos metu susidarancios
organinés riigStys yra pieno ir acto. Be $iy rigsciy, priklausomai nuo PRB padermés,
gali susidaryti ir kitos organinés rugstys, pvz., benzenkarboksiragstis, valerijono
ragstis, heksano rugstis, 3-fenilpieno raigstis, 4-hidroksipieno rtgstis, propiono
rigstis. Riigs8éiy antimikrobinis poveikis pasireiSkia, kai jos difundavusios per
mikroorganizmy lastelés membrang sumazina citoplazmos pH vertes ir tokiu budu
yra stabdomi mikroorganizmy metabolitiniai aktyvumai [39], be to, dél riigsciy
susidarymo sumazéj¢ terpés pH vertés tiesiogiai slopina mikroorganizmy augimag
[65]. Silpny ragsciy konservantai pasizymi bendru veikimo pobiidZiu, nepaisant jy
cheminés struktiiros skirtumy [66]. Jy antimikrobinio poveikio veiksmingumas
stipriau pasireiskia riigstinése terpése ir didéja maz¢jant pH vertéms. Vandeniniuose
tirpaluose silpnos riigstys egzistuoja nuo pH ver¢iy priklausancioje pusiausvyroje
tarp riigSties molekulés ir jos atitinkamy kravj turin¢iy jony, pvz., acto riigstis ir
acetatas. Nedisocijuotoje formoje rigsties didéja, mazéjant pH vertéms. pH verté,
prie kurios pasiekiama molekulinés riigsties ir disocijavusiy jos jony pusiausvyra,
vadinama disociacijos konstanta (pK,;). Nedisocijuotoms riig§tims paveikus
mikroorganizmus, jie retai yra nuzudomi, taciau augimas yra sustabdomas dél labai
uzsitesusios latentinés fazés [66]. Silpny ragsciy antimikrobinio poveikio
mechanizmas siejamas su rigsties molekulés difuzija per bakterijos membranos
plazma | citoplazma [67]. Riigsties molekulei patekus i citoplazma, kur terpés pH
verté neutrali, rigstis disocijuoja j jonus. Disocijave anijonai negali grjzti atgal
(anapus plazmos membranos) ir dél to anijonai koncentruojami Igstelés viduje (1.1
pav.). Lastelés citoplazmos pH verté dél tokio poveikio pakinta, kadangi kiekvienos
silpnos riigsties molekulés disociacija vis labiau rugstina lastele. Vandenilio jony
paSalinimui i§ lagstelés yra sunaudojama energija, taCiau, tokiu budu lasteléje
padidéjus pH vertei, naujos silpnos riigstys gali prasiskverbti ir riigStinti citoplazma
[66]. Citoplazmos rugstéjimas gali sustabdyti augimg slopindamas glikolize [68]
arba prazudyti lastele [66, 69].

T pHin
H o+ A= A HAS 3
pH=4,7 pPH=6,5

Mikroorganizmo
membrana

H-ATP H'

1.1 pav. Numanoma silpny riig§¢iy ir jy jony pusiausvyra tarp terpés ir citoplazmos. Tik
nedisocijavusios silpnos riigsties molekulés gali laisvai prasiskverbti pro plazmos membrana.
Kriivj turintys protonai (H") ir anijonai (A") yra uzlaikomi Igsteléje; citoplazmos protonai yra

pasalinami per membrang panaudojant lastelés energija [66]
Ragsciy antimikrobinis poveikis taip pat pasireiskia ir dél zemy pH verciy [70].
Daugumos maisto produkty gedima bei apsinuodijimus maistu sukelian¢iy
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mikroorganizmy augimas prie pH verc¢iy mazesniy nei 4,2 yra ribojamas ir gali bati
kontroliuojamas, o ragstims atsparios PRB, tarp jy ir B. coagulans, gali augti esant
pH vertei 3,7. Be to, terpéje, kurios pH vertés mazesnés nei 3, gali augti mielés ir
pelésiai (1.2 pav.).

pH 6 55 5 4,5 4 3,5 3 2,5 2

| Clostridium botulinum |

Clostridium perfringens |

Staphylococcus aureus |

Listeria monocytogenes |

Dauguma Baciilus genties bakteriju |

Escherichia coli |

Bacillus coagulans |

Pieno riigities bakterijos |

I
I
I
I
| Salmonella genties |
I
I
I
I

Dauguma mieliy ir mikromicety |

1.2 pav. pH ver¢iy ribos mikroorganizmy augimui

Benthin ir Villadsen [71] nustaté, kad L-pieno riigsties izomeras pasizymi
didesniu antimikrobiniu poveikiu, nei D-izomeras. Acto ir propiono riigtys yra
antimikrobiskai aktyvesnés lyginant su pieno ragstimi dél jy didesniy pKa veréiy
(pieno rugsties — 3,08; acto ir propiono riig§éiy — atitinkamai 4,75 ir 4,87). Be to,
acto riigstis pasiZymi stipresniu antimikrobiniu poveikiu, nei pieno ar citriny rigstys,
mikroorganizmy List. monocytogenes augimui [72, 73], taip pat B. cereus [74]
augimui ir spory susidarymui [75].

Anglies dioksidas ir vandenilio peroksidas. Anglies dioksidas daugiausia
susidaro PRB heterofermentacijos metu. Eklund [76] manymu, anglies dioksidas
vaidina svarby vaidmenj anaerobinés aplinkos sudaryme ir tai salygoja fermenting
dekarboksilizacijg ir CO, akumuliacija membranos lipiduose, kas sukelia
membranos pralaidumo sutrikimus. Devlieghere ir Debevere [77] nustaté, kad
gramneigiamos bakterijos pasizyméjo didesniu jautrumu anglies dioksidui, nei
gramteigiamos. Vandenilio peroksido antimikrobinis aktyvumas aiskinamas lastelés
membranos baltymy tam tikry aktyviy grupiy oksidacija, kuri salygoja fermenty
inaktyvacija bei membranos lipidy peroksidacija, dél ko padidéja membranos
pralaidumas [78].

Diacetilas ir acetaldehidas. Diacetilas (2,3-butanodionas) yra sintetinamas kai
kuriy  Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus ir Pediococcus gentims
priklausanéiy PRB padermiy, tiek homofermentinés, tiek heterofermentinés
fermentacijos metu fermentuojant sacharidus ar citratus. Diacetilo antimikrobinis
poveikis aiSkinamas rySiy su argining pernesanciais baltymais sudarymu, tokiu badu
lastelése atsiranda arginino triikumas, nes nebéra kam jo pernesti, ir lastelés nebegali
vystytis [79]. Jay [80] nustaté, kad diacetilas antimikrobiSkai buvo aktyvus prie
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mazesnés pH vertés nei 7, be to, PRB buvo atspariausios diacetilo poveikiui. 300
pg/g diacetilo koncentracija visiskai nuslopino 90 % testuoty bakterijy,
nepriklausanéiy PRB. Jautriausios diacetilo poveikiui buvo Pseudomonas genties
bakterijos. Kai kurios Pseudomonas genties bakterijos buvo nuslopintos prie 86 pg/g
diacetilo koncentracijos, esant pH vertei 6. Be to, §is junginys buvo efektyvesnis
prie§ gramneigiamas bakterijas, mieles ir pelésius, lyginant su gramteigiamomis
bakterijomis. 344 pg/ml diacetilo slopino Listeria, Salmonella, Yersinia, E. coli ir
Aeromonas genties bakterijas. Taciau PRB fermentacijos metu susidaro gerokai
mazesné diacetilo koncentracija. Cogan [81] nustaté, kad Lact. lactis ssp.
diacetylactis fermentacijos metu susidaro 4 pg/ml diacetilo. Dél susidariusio mazo
diacetilo kiekio fermentacijos metu praktinis diacetilo antimikrobinis poveikis
ribotas, taciau diacetilas gali veikti sinergetiskai su kitais antimikrobiniu aktyvumu
pasizyminciais junginiais ir prisidéti prie konservavimo poveikio efektyvumo [79].

Kitas svarbus antimikrobiniu aktyvumu pasizymintis junginys, susidarantis
PRB fermentacijos metu, yra acetaldehidas, kurio 10-100 pg/g koncentracija
antimikrobiskai aktyvi prie§ St. aureus, S. typhimurium ir E. coli [39].

Hidroksiriebaly rigstys. Kai kurios PRB padermés, priklausancios
Lactobacillus ir Lactococcus gentims, sintetina antimikrobiniu aktyvumu
pasizyminCias riebaly riigStis [82]. Nesociosios riebaly riigstys pasizymi
antimikrobiniu poveikiu prie§ gramteigiamas ir gramneigiamas bakterijas bei
mikroskopinius grybus, o jy poveikis priklauso nuo molekulés grandinés ilgio,
dvigubyjy jungciy skai¢iaus, koncentracijos ir terpés pH vertés [83]. Riebaly rtgsciy
antimikrobinis poveikis didé¢ja didéjant dviguby jungciy skaiciui riebaly riigsties
molekuléje [84].

Reuterinas. L. reuteri sintetina reutering, kuris pasizymi pla¢iu antimikrobinio
poveikio spektru prie§ gramteigiamas ir gramneigiamas bakterijas bei
mikroskopinius grybus [85, 86, 87]. Be to, reuterinas gali buti sintetinamas tokiy
padermiy kaip L. brevis, L. buchneri, L. collinoides ir L. coryniformis anaerobinémis
saglygomis [88]. Reuterinui jautriis mikroorganizmai priklauso Salmonella, Shigella,
Clostridium, Staphylococcus, Listeria, Candida, Trypanosoma, Aspergillus ir
Fusarium gentims [65, 89]. Reuterino tirpumas vandenyje, poveikis pla¢iame pH
ver¢iy intervale, atsparumas proteolitiniams ir lipolitiniams fermentams praplecia jo
pritaikymo sritj maisto pramonéje.

Cikliniai dipeptidai. Atrandama vis naujy, kol kas neidentifikuoty junginiy,
pasizymin¢iy antimikrobinémis savybémis. Apie cikliniy dipeptidy antimikrobinj
poveikj pirmasis paskelbé Strom su bendraautoriais [57]. Jie nustaté, kad L.
plantarum MiILAB 393 sintetinami cikliniai dipeptidai (3S,9S)-heksahidro-3-
(fenil,metil)-pirolo[1,2]pirazino-1,4-dionas [ciklo (L-Phe-OH-L-Pro)] ir (3S,7R,9S)-
heksahidro-7-hidroksi-3-(fenil,metil)-pirolo[1,2]pirazino-1,4-dionas [ciklo (L-Phe-L-
Pro)] pasizymi antigrybiniu poveikiu F. sporotrichioides, A. fumigatus, K.
marxianus mikroorganizmams, taciau néra antimikrobiskai aktyviis pries Penic.
roqueforti ir Z. bailii. Be to, pasizymi sinergetiniu poveikiu Kkartu su Kkitais
antimikrobiniais komponentais, tokiais kaip 3-fenil-L-pieno ragstis. F.
sporotrichioides ir A. fumigatus mikroorganizmy slopinimui minimali reikalinga
fenilpieno ragsties koncentracija yra 7,5 mg/ml, o ciklo (L-Phe-L-Pro) dipeptido —
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20 mg/ml. Tuo tarpu 30 mg/ml ciklo (L-Phe-L-Pro) dipeptido koncentracija buvo
toksiska ji sintetinanciai L. plantarum MiLAB 393 padermei.

Ryan su bendraautoriais [47] identifikavo L. amylovorus DSM19280
sintetinamus penkis ciklinius dipeptidus: ciklo (L-His-L-Pro), ciklo (L-Pro-L-Pro),
ciklo (L-Met-L-Pro), ciklo (L-Leu-L-Pro) ir ciklo (L-Tyr-L-Pro), kuriy minimali
antimikrobinio poveikio koncentracija A. fumigatus J9 yra 25-50 mg/ml.

Bakteriocinai. Fermentacijos metu PRB, be organiniy ragséiy ir anksciau
paminéty antimikrobinémis savybémis pasizyminéiy junginiy, Sintetina ir
baltymines medziagas — bakteriocinus, kurie slopina pasaliniy mikroorganizmy
dauginimasi. Bakteriociny tyrimy pradzia siejama su 1928 metais padarytu nizino,
kurj sintetino Lact. lactis, atradimu. Nizinas — policiklinis antibakterinis peptidas,
sudarytas i§ 34 aminoriigs¢iy liekany. Jo antibakterinis aktyvumas pasireiskia prie§
daugelj PRB padermiy, taip pat prie§ St. aureus, List. monocytogenes bei
vegetatyvines Bacillus genties lasteles ir Clostridium genties bakterijas. Be to,
nizinas slopina Bacillus ir Clostridium genéiy bakterijy spory vystymasi. Sio
bakteriocino atradimas patrauké ne tik mokslininky, bet ir maisto pramonés atstovy
démesj. Siuo metu nizinas turi Pasaulinés Sveikatos Organizacijos pripazinima bei
JAV Maisto ir vaisty administracijos patvirtinima [90]. Siandien nizinas yra placiai
naudojamas visame pasaulyje kaip nattralus maisto produkty konservantas (E 234).

Bakteriociny veikimas pagristas tuo, kad jie adsorbuojasi ant jautriy bakterijy
lasteliy ir, jsiskverbe j lastelés vidy, sutrikdo jy metabolizma, todél lastelé ztva. Jie
skirstomi j siauro veikimo spektro, kai veikia tik vieng gentj ar rasj; vidutinio
veikimo spektro, kai veikia kelias kitas gentis; ir plataus veikimo spektro,
slopinantys daugelio panasiy ar giminingy genciy veiklg [90, 91, 92, 93]. Pagal PRB
gaminamy bakteriociny biochemines ir genetines savybes jie skirstomi j keturias
pagrindines Kklases: lantibiotikus, mazus hidrofobinius termostabilius peptidus,
didelius termolabilius baltymus ir kompleksus su lipidais ar angliavandeniais
sudarancius bakteriocinus (1.2 lent.) [21, 94, 95].

1 bakteriociny klasei priskiriami peptidai, turintys lantionino Zziedg, dar
vadinami lantibiotikais. Tai mazos molekulinés masés (< 5 kDa) termostabiliis
peptidai, savo strukttiroje turintys retas aminoraigstis — lantioning, B-metillantionina,
dehidroalaning. Atsizvelgiant j bakteriociny cheming struktiirg ir biologines savybes,
pirmai klasei priklausantys lantibiotikai papildomai skirstomi j A ir B tipus. A tipui
priskiriami linijings strukttiros teigiamg kriivj turintys peptidai, kuriy molekulés ilgis
yra iki 33 aminorigs¢iy. A tipo lantibiotiky aktyvumas siejamas su pory sudarymu
lastelés membranoje ir jos pazeidimu. B tipui priskiriami mazi (iki 19 aminortig§¢iy
liku¢iy) globuliniai peptidai (turintys neigiama kriivj arba kriivio neturintys). B tipo
lantibiotiky antimikrobinis poveikis siejamas su specifiniy fermenty inaktyvavimu
[95, 96].

Il klasei priskiriami bakteriocinai sudaryti i§ mazy (<10 kDa), termostabiliy,
lantionino savo struktiiroje neturinCiy peptidy, kuriy antimikrobinis veikimas
siejamas su lgstelés membranos pazeidimu. II klasés bakteriocinai skirstomi ] tris
tipus (a, b ir ¢) ir yra didziausia charakterizuoty bakteriociny grupé. Ila tipui
priklauso pediocino grupés bakteriocinai, kurie pasizymi iSskirtiniu antimikrobiniu
poveikiu List. monocytogenes mikroorganizmams, todél kartais dar yra vadinami
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antilisteriniais bakteriocinais. Siam tipui priklausantys bakteriocinai turi vienoda N-
terminalinj galg, sudaryta i§ aminortigs¢iy grandinés — Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-
Cys. Pediocinas PA-1 yra geriausiai iStyrinétas Sios klasés atstovas, taciau kol kas
dar néra jtrauktas ] leistiny vartoti maisto priedy sarasg [95, 96]. llb klasei
priskiriami bakteriocinai, kuriy antimikrobinis poveikis pasireiskia dalyvaujant
dviem peptidams. Sios klasés dvikomponenéius bakteriocinus galima suskirstyti j
sinergetinio veikimo ir susisumuojancio veikimo. Pirmuoju atveju bakteriocino
aktyvumas priklauso nuo suderinto abiejy peptidy veikimo, o biidami atskirai Sie
peptidai nepasiZymi jokiu antimikrobiniu aktyvumu. Antruoju atveju kiekvienas
peptidas atskirai pasizymi antimikrobiniu poveikiu, taCiau, abiems peptidams
veikiant suderintai, antimikrobinis aktyvumas pries§ tikslinius mikroorganizmus
zymiai padidéja [21, 51, 52, 97]. llc klasei priskiriami cikliniai peptidai, kuriy
pirmaja aminortgst] su paskutinigja jungia kovalentinis rySys [98] ir kiti jvairis
peptidai, neatitinkantys Ila ir IIb klasiy reikalavimy ir neturintys lantionino ziedo.

1.2 lentelé. Bakteriociny klasifikacija

Klasé Pagrindinés savybés Poklasis  Savybeés PavyzdZiai
I klasé Lantibiotikai Atipo linijiné struktara, turi nizinas A, nizinas Z,
molekuliné masé < 5 teigiamg kriivj, molekulés  laktocinas, lacticinas
kDa, termostabilus ilgis iki 39 aminorigs¢iy 481, subtilinas,
peptidai likuciy epiderminas
B tipo maZesni (iki 19 mersacidinas
aminoragséiy likudiy)
globuliniai peptidai,
turintys neigiama arba
neturintys kriivio
IT klasé  Lantionino savo llatipo  antilisteriniai pediocino pediocinas PA-1,
struktiiroje neturintys grupei priklausantys sakacinas A, sakacinas P,
peptidai, molekuliné bakteriocinai turintys leukocinas A, kurvacinas
masé <10 kDa, bendra aminortigs¢iy A
termostabiliis grandinés N-terminalinj
gala Tyr-Gly-Asn-Gly-
Val-Xaa-Cys
lIbtipo  reikalaujantys dviejy lactokocinas G,
peptidy antimikrobiniam laktocinas M, laktacinas
aktyvumui pasireiksti F, plantaricinas A
llctipo  kovalentiniai rySiai tarp acidocinas B, enterocinas
pirmos ir paskutinés P, enterocinas B,
aminoragsties salygoja cirkularinas A, reuterinas
cikling strukttra 6, laktokocinas
1l Didelés molekulinés masés (>30 kDa), termolabiliis baltymai enterolisinas A,
klasé helveticinas J,
helveticinas V-1829,
milericinas B
v Kompleksus su lipidais ar angliavandeniais sudarantys plantaricinas S,
klasé bakteriocinai leukonocinas A,

laktocinas 27, pediocinas
SJ1

Il klasei priskiriami bakteriocinai yra didelés molekulinés masés (>30 kDa),

termolabillis baltymai, taciau jie dar néra galutinai iStyrinéti.
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bakteriocinai gali buti dviejy tipy — bakteriolitiniai fermentai (hemolizinai), kurie
palengvina baktericidinj poveikj lizuodami baktering lastelg, ir neliziniai
antimikrobiniai baltymai [18, 52].

IV klasei priskiriami bakteriocinai, kuriy antimikrobinis aktyvumas pasireiskia
peptidams sudarius kompleksus su lipidais ar angliavandeniais [99].

Bakteriocinus ir kitus antimikrobiniu poveikiu pasizymincius junginius
sintetinan¢ios ir pla¢iu antimikrobinio poveikio spektru pasiZymincios PRB,
veikianCios tiek prie§ bakterijas, tiek pries mikroskopinius grybus, galéty buti
sékmingai naudojamos maisto biokonservavimui ir pakeisti cheminius konservanty
priedus.

1.1.2. Fermentacinés terpés ir Kity veiksniy jtaka antimikrobiniam pieno
rugsties bakterijuy aktyvumui

PRB fermentaciniams procesams palaikyti ir jy metabolizmo produkty
susidarymui svarbi fermentuojamos Zaliavos sudétis (azoto ir anglies Saltiniai bei
mineralinés medZziagos) bei fermentacijos veiksniai, tokie kaip temperatiira, terpés
pH verté, drégnis, deguonies koncentracija.

Anglies Saltinis apsprendzia mikroorganizmo augimo, produkto gamybos bei
Salutiniy metabolity kaupimosi greitj. Kuo greiciau anglies Saltinis yra jsisavinamas
ir metabolizuojamas, tuo spartesnis Salutiniy, nepageidaujamy metabolity
kaupimasis. Turi bti parenkamas atitinkamas anglies $altinis, uztikrinantis optimaly
mikroorganizmy augima ir minimaly Salutiniy produkty kaupimagsi. Kultivuojant
sintetinéje terpéje kaip anglies Saltinis dazniausiai yra naudojamas glicerolis ar
gliukozé, kai kuriose kompleksinése terpése Kaip anglies Saltinis naudojama fruktozé,
maltozé. Kompleksinése mikroorganizmy kultivavimo terpése kaip anglies Saltinis
naudojama greitai asimiliuojama gliukozé, kadangi oligopeptidus ir aminorgstis
mikroorganizmai asimiliuoty per létai ir iSsiskirty didelis kiekis toksisky antriniy
metabolity, 0 tai nulemty labai mazas mikroorganizmy biomasiy iSeigas.
Kompleksinése mikroorganizmy kultivavimo terpése anglies Saltinis turi buti gerai
subalansuotas, kad bty gaminami antimikrobiniai komponentai — bakteriocinai.
Todorov ir Dicks [100] tyré angliavandeniy jtakg L. pentosus ST151BR gaminamy
bakteriociny aktyvumui. Autoriai nustaté, kad tokiy angliavandeniy kaip sacharozé
ir fruktozé (20 g/1) panaudojimas PRB kompleksingje mitybinéje terpéje neigiamai
paveiké bakteriociny aktyvuma, kuris sumazg¢jo atitinkamai 75 ir 50 %
(priklausomai nuo PRB padermés), palyginus su poveikiu kaip anglies S$altinj
naudojant maltoze¢, manoze ir laktoze (20 g/1). Gliukozés panaudojimas jvairiai
paveiké bakteriociny aktyvumus (priklausomai nuo panaudoto kiekio). 10, 15 ir 20
g/l gliukozés teigiamai veiké bakteriociny aktyvuma, 0 mazesni ir Zenkliai didesni
(30 ir 40 g/l) kiekiai sumazino bakteriociny aktyvuma net iki 94 %. Taip pat Siy
autoriy buvo nustatyta, kad glicerolio kaip anglies Saltinio priedai mazino L.
pentosus gaminamy bakteriociny aktyvumg. Autoriai taip pat tyré skirtingy terpés
komponenty jtaka Leuc. mesenteroides ssp. mesenteroides bakteriocino ST33LD
aktyvumui ir nustaté, kad, mitybinéje terpéje kaip anglies Saltinj naudojant 2 %
sacharozés ar maltozés, du kartus padidéjo Sio bakteriocino aktyvumas, lyginant su
2 % gliukozés ar laktozés [101]. Tuo tarpu didziausi L. plantarum ST414BZ ir
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ST664BZ padermiy bakteriociny aktyvumai buvo de Man, Rogosa ir Sharpe
mitybinéje terpéje (MRS), kurioje gliukozé pakeista maltoze. ST664BZ bakteriocino
aktyvumas buvo dvigubai didesnis, kai gliukozé buvo pakeista sacharoze, maltoze ar
manoze [102]. ISnagrinéjus literatiiroje pateiktus rezultatus apie angliavandeniy kaip
anglies Saltinio jtaka PRB gaminamy bakteriociny aktyvumui, galima teigti, kad
skirtingoms bakterijy raSims ir jy portuSiams labiausiai tinkantis ir bakteriociny
aktyvuma didinantis anglies Saltinis turi buti parenkamas kiekvienai PRB padermei
atskirai.

Kitas svarbus PRB mitybinis komponentas yra azoto Saltinis, kuris gali buti
mineralinis arba organinis. Mineraliniu azoto $altiniu gali bati amoniakas, amonio
druskos arba nitratai. Organiniu azoto $altiniu gali biiti aminoriig§tys, karbamidas
arba oligopeptidai, kurie kompleksinése mitybinése terpése biina mieliy ir mésos
ekstraktuose, triptone ar peptone. Todorov ir Dicks [100], tyré mitybiniy
komponenty jtaka L. pentosus ST151BR bakteriociny aktyvumui ir nustaté triptono,
o0 taip pat triptono ir mésos ekstrakto kombinacijos teigiama poveikj bakteriociny
aktyvumui. L. pentosus ST151BR bakteriociny aktyvumas mazéjo, kaip azoto Saltinj
naudojant tik mésos ekstraktg arba tik mieliy ekstrakta, taip pat ir triptono ir mieliy
ekstrakto kombinacijg, mésos ekstrakto ir mieliy kombinacijg bei triptono, mésos
ekstrakto ir mieliy ekstrakto kombinacijg. Kitame darbe Todorov ir Dicks [101] tyré
skirtingy terpés komponenty jtakg Leuc. mesenteroides ssp. mesenteroides
bakteriocino ST33LD aktyvumui ir nustaté, kad didZiausias bakteriociny aktyvumas
buvo terpéje, ruostoje su triptonu, 0 triptono, mésos ekstrakto bei mieliy ekstrakto
kombinacijos aktyvumg Zenkliai sumazino. L. plantarum ST414BZ ir ST664BZ
padermiy bakteriociny aktyvumas buvo didziausias naudojant MRS mitybine terpe
(pH veréiy ribose nuo 6 iki 6,5), kurioje naudotas vienintelis azoto Saltinis —
triptonas [102]. ISnagrinéjus literatiiroje pateiktus rezultatus, galima teigti, kad
skirtingas azoto, kaip ir anglies Saltinis, skirtingai veikia PRB antimikrobiniy
komponenty — bakteriociny aktyvuma.

Mitybinéje terpéje mineraliniy drusky katijonai (Na*, K*, Fe®*, Co®*, Cu®,
Zn®*, Mg® ir kt.) reikalingi biocheminiy reakcijy katalizatoriy — fermenty —
aktyvumui uztikrinti, kad buty palaikoma izotonin¢ aplinka. Larsen su
bendraautoriais [103] tyré PRB, isskirty i§ duonos raugy, antimikrobinj aktyvuma ir
nustaté, kad L. bavaricus MI401 gamino bavaricing. Autoriai taip pat nustaté, kad
100 pg/g natrio nitrito priedas netur¢jo jtakos bavaricino A gamybai, 0 NaCl priedas
stipriai paveiké bavaricino A aktyvuma: papildzius MRS terpe 1 % NaCl, bavaricino
A gamyba reik8mingai nepakito, 0 MRS terp¢ papildzius 3 ir 5 % NaCl priedu,
bavaricino A aktyvumas 4 °C temperatiiroje nepasireiské, Nors esamoje mitybinéje
terpéje PRB augo. Todorov ir Dicks [100], tyre mitybinés terpés komponenty jtaka L.
pentosus ST151BR bakteriociny aktyvumui, nustaté, kad neorganinis fosforas
KH,PO, (2 g/1) salygojo maksimaly Sio bakteriocino aktyvuma. Autoriai taip pat
nustate K,HPO, priedo (2 ir 5 g/l) teigiamg jtaka bakteriociny aktyvumui. Didesni
Sios druskos kiekiai sumazino aktyvuma net iki 75 % [101, 104]. Todorov ir Dicks
[102] tyrinédami mitybinés terpés komponenty jtaka L. plantarum ST414BZ ir
ST664BZ padermiy bakteriociny susidarymo aktyvumui nustaté, kad 2 g/l KH,PO,
priedas neigiamai paveiké bakteriocino ST414BZ aktyvuma, 0 bakteriocino
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ST664BZ aktyvuma padidino du kartus. 20 ir 50 g/l priedas bakteriocino ST664BZ
aktyvumga padidino net keturis kartus.

Tam, kad buty uztikrintas geras lasteliy augimas, naudojami vitaminai,
aminortgstys, riebaly ragstys ir kiti augimo veiksniai. Literatiros duomenimis,
vitaminy priedai gali turéti skirtingg jtaka PRB gaminamy bakteriociny susidarymui.
Pasak Todorov ir Dicks [102], kurie tyringjo vitaminy jtaka L. plantarum ST414BZ
ir ST664BZ padermiy bakteriociny aktyvumui, MRS mitybinés terpés praturtinimas
vitaminais Bi,, B; ar vitaminu C neskatino tiriamy bakteriociny gamybos, 0 D,L-6,8-
tioktiné rugstis padidino bakteriocino ST664BZ aktyvumg du kartus, nors 50 %
sumazino ST414BZ bakteriocino aktyvuma. Siy vitaminy priedai neturéjo jtakos ir L.
pentosus STI151BR  produkuojamy bakteriociny aktyvumui [100]. Leuc.
mesenteroides ssp. mesenteroides ST33LD bakteriociny aktyvumui vitaminy By, By
ir C priedai (1,0 pg/l) MRS terpéje, turéjo teigiamos jtakos [101].

Siekiant gauti didesnj biomasés kiekj, o tuo paciu — ir didesng tikslinio
baltymo iSeigg auginimo metu, kai kuriais atvejais reikalinga taikyti aeracija, ypaé
aerobiniams mikroorganizmams. Anastasiadou su bendraautoriais [105] tyré P.
pentosaceus augimag bei pediocino ir pieno riigSties gamybag jvairios aeracijos
salygomis. Autoriai naudojo org kaip aerobines kultivavimo salygas, oro ir azoto
dujy misinj kaip pusiau aerobines sglygas, ir azoto dujas, sudarydami anaerobines
salygas. Pediocino SM-1 aktyvumas taikant pusiau anaerobines salygas buvo
vidutini$kai 3,8 karto didesnis, lyginant su kitomis eksperimente isbandytomis
salygomis, 0 pieno rugsties koncentracija po 52 val. kultivavimo pilnai aerobinémis,
pusiau anaerobinémis ir anaerobinémis saglygomis buvo atitinkamai 6,9, 8,5 ir 9,2 g/I.
Cabo su bendraautoriais [106] nustaté, kad L. lactis nizino A gamyba padidéjo
keturis kartus, kai deguonies kiekis dujy misinyje buvo padidintas nuo 50 iki 100 %.
Anastasiadou su bendraautoriais [107] nustaté tokj pat iStirpusio deguonies poveikj
pediocinui SA-1, gaminamam P. acidilactici NRRL B5627. Amiali su
bendraautoriais [108], aeracijai naudodami dujy mi$inj sudaryta i$ 60 % deguonies,
nustaté, kad L. lactis gaminamo nizino Z kiekis Zymiai padidéjo. Literatiroje
sutinkamus priestaringus rezultatus biity galima paaiskinti tuo, kad skirtingoms PRB
reikalingos skirtingos aeravimo salygos, kad biity gautas didziausias antimikrobiniy
komponenty produktyvumas.

Tik optimali mitybinés terpés pH verté uztikrina mikroorganizmy augimg ir
lemia pageidaujamy metabolizmo produkty susidaryma. Terpés pH vertés
palaikymui naudojamos buferinés sistemos (KH,PO, ir Na,HPQO,4). Kompleksinése
terpése buferines sistemas dalinai sudaro aminoriigstys, oligopeptidai, baltymai,
todél kartais jose buferinés talpos pakanka ir specialus pH rodiklio kontroliavimas
fermentacijos metu nebitinas. Optimaliausia terpés pH verté bakteriociny
susidarymui yra nuo 5,5 iki 6,5 ir priklauso nuo bakteriocinus sintetinanéiy
mikroorganizmy [100, 109].

Mezofiliniy bakterijy augimui optimali temperatiira yra 25-37 °C. Norint
iSvengti netirpiy intarpiniy kiineliy formavimosi temperatiira mazinama iki 30 °C ar
dar Zemesnés. Larsen su bendraautoriais [103] nustaté, kad L. bavaricus MI1401
gamino bakteriocinus 4-30 °C temperatiiros intervale.
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1.1.3. Raugy pieno riigsties bakteriju identifikavimui taikomi metodai

Daug mety bakterijos buvo identifikuojamos klasikiniais metodais pagal
morfologinius pozymius ir biochemines savybes, 0 tai reikalauja daug laiko ir
brangiai kainuoja. Klasikiniai metodai reikalauja didelés tyréjo patirties, o gauti
rezultatai gali buti netikslis, kadangi patikimumas ir charakteringi skirtumai tarp
genetiSkai artimy izoliaty yra labai mazi [110]. Alternatyva tradiciniams
klasikiniams bakterijy identifikavimo metodams tapo polimerazés grandininés
reakcijos (PGR) technologijos iSradimas [111], kuris buvo didelis jnasas |
molekulinés biologijos vystymasi ir i§ pagrindy pakeit¢ mikroorganizmy
identifikavimo metodus. Pasikartojanéiy elementy sekvenavimo polimerazés
grandininé reakcija (ps-PGR) naudojama greitam ir tiksliam PRB, i$skirty i§ maisto
produkty, identifikavimui, grupuojant PRB padermes pagal PGR produkto agarozés
gelyje paliktus pédsakus [112, 113, 114, 115, 116]. Paprastai PGR susideda i§
apytiksliai 30 cikly. Kiekvienas ciklas apima tris fazes: denatiiravimo, hibridizacijos
ir pailginimo. Denatiiravimo fazés metu (95 °C) dél aukstos temperatiiros dviguba
DNR spiralé pasidalija j dvi atskiras komplementarias grandines, prie kuriy Kito
etapo metu jau gali jungtis pradmenys. Hibridizacijos fazés metu pradmenys
prisitvirtina DNR grandinés galuose. Tam reikalinga Zemesné temperatiira (40—45
°C), dél to reakcijos miSinys atvésinamas. Pradmenys, naudojami ps-PGR, yra
sukonstruoti siekiant gauti sekas, kurios yra atvirk$¢ios komplementariai DNR.
Pailginimo fazéje temperatiira pakeliama iki DNR polimerazei optimalios (72 °C).
DNR polimerazé pradeda veikti nuo pradmens ir sintetina naujag DNR.

Atlikus PRG produkto elektroforezg, galima suskirstyti bakterijas j grupes, i$
kuriy uZztenka atrinkti po vieng 16S rDNR sekoskaitai. Sis metodas yra plagiai
naudojamas raugy mikroorganizmams identifikuoti [117]. 16S rDNR genas
daugiausia naudojamas bakterijy identifikavimui dél $iy priezasciy: jj turi beveik
visos bakterijos; jo seka nesikei¢ia laikui bégant; 16S rDNR genas pakankamai
didelis (apytiksliai 1500 baziy) informacijos gavimui [118, 119]. Po sekvenavimo
gautos 16S ribosominés DNR sekos palyginamos su Nacionalinio biotechnologijos
informacijos centro bakterijy banko sekomis. Mikroorganizmy genomy nukleotidy
sekos yra unikalios, todél jy nustatymas padeda greitai surasti ir atpazinti
mikroorganizmus.

PRB raisies rauguose identifikavimui galima taikyti kita naujg ir vis platesnio
pritaikymo sulaukiantj jungtini PGR ir denatliruojanéio gradiento gelio
elektroforezés (DGGE) metoda [120]. Metodo esmé ta, kad skirtingos bakterijy
DNR turi skirtingg baziy santyk]j, tai yra, vieny bakterijy rusiy DNR grandinéje yra
daugiau guanino ir citozino, o kity — daugiau adenino ir timino. DGGE metodu
galima nustatyti PRB raSis méginiuose dél skirtingo jy polinkio denattruoti
poliakrilamido gelyje, sudarius denatiiruojan¢iy agenty koncentracijos gradientg.

1.2. MIKROORGANIZMU PANAUDOJIMO GALIMYBES EKOLOGINES
ZEMDIRBYSTES VYSTYMUI

Ekologiné Zemdirbysté pagrjsta s¢jomaina, tikyje sukaupiamomis organinémis
tragSomis (tokiomis kaip augaly liekanos, gyvuliy méslas, ankstiniai augalai, zZalioji
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trgsa) bei kenkéjy, ligy ir piktzoliy necheminés kontrolés metody jvairove.
Ekologinés zemdirbystés sistema labai apriboja sudétiniy sintetiniy trasy, pesticidy,
herbicidy, augimo reguliatoriy naudojima.

Lietuvoje auginant vasarinius kvie¢ius kenksmingyjy mikroorganizmy
sukeliamos augaly ligos, kai naudojami augaly apsaugos produktai, yra miltligé
(Blumeria graminis), lapy ir varpy septoriozé (Mycosphaerella graminicola,
Phaeosphaeria nodorum), kvie¢iy dryzligé (Pyrenophora tritici-repentis), rudosios
ridys (Puccinia recondita), geltonosios riidys (Pyrenophora striiformis), juodosios
riadys (Pyrenophora graminis), varpy fuzariozé (Fusarium spp.), taip pat ir
pavasarinis pelésis bei kiti paSaknio ir Sakny puviniai, kuriuos sukelia
mikroskopiniai grybai, ypa¢ Cochliobolus sativus ir Fusarium genties.

1.2.1. Fusarium genties ir Cochliobolus sativus mikroskopiniy gryby sukeliamos
pasaknio ligos

Pasaknio ligomis pazeisty augaly apatiné¢ stiebo dalis ir Saknys biina
pajuodusios, apipuvusios, o stiebas iSkrypsta arba paltizta. Taip paZeisti javai prastai
krimijasi, be to, varpos iSauga tuscios, o griidai biina smulkds ir rauksléti. Pasaknio
puvinio ligos sukéléjai ziemoja augaly liekanose, apkréstose séklose ir tiesiog
dirvoje, todél fuzarioze javai serga jau nuo sudygimo iki sékly subrendimo. Lietuvos
klimatas ypa¢ palankus Fusarium genties grybams plisti, todél derliui iSkyla pavojus
buti uzterStam deoksinivalenoliu, zearalenonu, T2, HT2 ir kitais Siy gryby
gaminamais mikotoksinais, pavojingais tiek Zmoniy, tiek gyvuliy sveikatai.
Fusarium genties grybai, kurie sukelia daigy paSaknio puvinius, daugiausia
priklauso F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum ir kitoms rii§ims. Fusarium
genties mikroskopiniais grybais pazeisty daigy pasaknio pazeidimui yra biuidingos
rudos démés ant lapamakstés ties stiebo pagrindu. Pasaknio ligy pozymiai ant
migliniy Seimos augaly pateikti 1.3 paveiksle. Infekcijai plintant, ant stiebo isryskéja
ilgi ir tamsiai rudi dryzeliai. Vélesniais tarpsniais dél Fusarium genties
mikroskopiniy gryby infekcijos paruduoja ir apatiniai bambliai, be to, esant labai
smarkiai infekcijai, augalams jau iSplaukéjus, stiebo pagrindas pasidaro rudas ir
pradeda triinyti. Esant stipriai infekcijai galima pastebéti rausvy griidy, kurie byloja
apie didelj uzsikrétimo Fusarium genties grybais lygj. Be Fusarium genties
mikroskopiniy gryby, paSaknio ir Sakny puvinius sukelia su sékla ir per dirva
plintantis fitopatogenas Cochliobolus sativus. Stebint plika akimi, sticbo apatinés
dalies pazeidimo simptomai labai panasis j Fusarium gryby sukeliamus simptomus,
bet Cochliobolus sativus uzkréstiems augalams dar biidingas ir Sakny parudavimas
[121]. Lietuvoje registruoti beicai veiksmingai mazina Fusarium genties ir
Cochliobolus sativus sukeliamus pasaknio puvinius, ta¢iau cheminiy priemoniy
panaudojimas ekologiniame tikyje néra tinkamas ir turéty biti pakeistas nattraliomis
medziagomis. Dabartiniy beicy sudétyje yra veikliyjy medziagy, kurios sunaikina
ligy sukeélejy pradus, taciau neretai padaro zalos gamtai, neigiamai veikia paséto
grudo aplinka, be to, galimas liekamasis toksinis poveikis maisto produktuose.
Todél pastaruoju metu didelis démesys skiriamas mikroorganizmy, pasiZyminciy
antimikrobiniu poveikiu prie§ jvairius fitopatogenus, parinkimui bioapsaugai
ekologinéje zemdirbystéje.
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1.3 pav. Pasaknio ligy pozymiai ant migliniy Seimos augaly [121]

1.2.2. Biologiniai preparatai kovai su pasaknio ligomis ekologinéje
Zemdirbystéje

Didé¢jantis démesys aplinkai ir Zmoniy sveikatai saugioms kultiiriniy augaly
auginimo technologijoms kelia naujy uzdaviniy mokslui — pasitlyti cheminei augaly
apsaugai alternatyvius metodus ir priemones. Necheminiai kenksmingyjy organizmy
kontrolés metodai, tarp jy ir biologiniy augaly apsaugos produkty naudojimas, LR
zemés tikio ministro 2012 m. birzelio 29 d. jsakymu 3D-535 patvirtintame Lietuvos
nacionaliniame veiksmy plane ,,Augaly apsaugos planas“ yra jvardijamas kaip
vienas 1§ prioritety. Ekologinés zemdirbystés sistema labai apriboja sudétiniy
sintetiniy traSy, pesticidy, herbicidy, augimo reguliatoriy naudojima. Pasaulyje jau
sukurta per 500 pavadinimy bioprodukty, kurie dazniausiai naudojami kenkéjy
populiacijoms miskuose kontroliuoti, kiek re¢iau — nuo darzo ligy ir kenkéjy, ypac
uzdarame grunte, ir nuo sodo zaladariy. Kol kas bioproduktai dar itin retai
naudojami lauko augaly apsaugai. Labai menkas alternatyviy priemoniy ir
biologiniy augaly apsaugos produkty pasirinkimas Lietuvoje yra viena i§ priezasciy,
ribojanciy efektyviag kenksmingyjy organizmy kontrolg ekologiniuose tkiuose ir
integruotosios kenksmingyjy organizmy kontrolés taikyma.

Uzsienio Salyse kuriami bioproduktai, j kuriy sudétj jeina jvairls
mikroorganizmai, atlickantys teigiamas funkcijas ekologinéje zemdirbystéje. Tokie
bioproduktai gali biiti naudojami kaip natiiralus beicas pries s¢ja, juose pamirkius ar
apipurS$kus séklas. Be to, galima purksti dirva, kurioje planuojama auginti augalus.
Biologiniai preparatai naudojami sékly daigumo aktyvinimui ir sékly beicavimui —
patogeninés mikrofloros paSalinimui. Augaly vegetacijos periodu naudojami
augimui skatinti, paSaknio puviniui mazinti, kovoti su ligomis ir kenkéjais, derliaus
kiekiui didinti, derliaus kokybei gerinti [122, 123]. Paskelbti moksliniy tyrimy
rezultatai patvirtina biologiniy preparaty teigiama nauda kvieciy grudy derliaus
padidinimui [124]. Tokiy bioprodukty gamyboje naudojami mikroorganizmai yra
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Paenibacillus macerans, Pseudomonas putida, Sporbolomyces roseus [125],
Streptomyces griseoviridis [126, 127, 128].

Bioprodukty, ekologiskai auginamy grady sveikumui didinti, gamyboje galéty
biti naudojamos i§ ruginiy savaiminiy duonos raugy isskirtos antimikrobiniu
poveikiu pasizymincios PRB. Jy panaudojimas galéty buti puiki alternatyva
cheminiams sékly apdorojimo metodams ir rasti pritaikyma ekologingje
zemdirbystéje mikroskopiniy gryby mazinimui, ypa¢ Fusarium genties ir
Cochliobolus sativus. Be to, PRB bioproduktai galéty buti pritaikyti ir duonos
kepiniy gamyboje — ne tik mikrobiologinei tarSai mazinti, bet ir mineraliniy
medziagy biologiniam pasisavinamumui didinti, panaudojant fitaziniu aktyvumu
pasizyminc¢ias PRB kvietiniy viso grido daliy kepiniy maistinei vertei didinti.

1.3. PIENO RUGSTIES BAKTERIJU PANAUDOJIMO GALIMYBES
KEPINIU MAISTINEI VERTEI DIDINTI

Griidy produktai, ypa¢ kasdien vartojami duonos kepiniai, yra mitybinés
piramidés pagrindas ir pagrindinis angliavandeniy, mineraliniy medziagy, folio
rigsties, B grupés vitaminy $altinis. Pastaruoju metu daugiau nei 90 % gyventojy
vartoja auksto i§valymo laipsnio gridy produktus, tai gali nulemti létiniy ligy, pvz.,
vir§svoris, Il tipo diabetas, ar Sirdies ir kraujagysliy ligos, padaznéjima. Per
paskutinius deSimtmecius démesys atkreiptas | viso griido daliy maisto produktus,
nes juose yra didelis Kiekis skaiduliniy medziagy, vitaminy, mineraliniy medziagy,
fitoestrogeny ir antioksidanty, galin¢iy apsaugoti nuo létiniy susirgimy [129]. Nors
grudai yra geras mineraliniy medziagy Saltinis, taciau bendras jy kiekis griidy
produktuose neatitinka tikrojo zmogaus organizmui apripinti mineralinémis
medziagomis reikalingo kiekio, kadangi, be papildomo apdorojimo, biologinis $iy
mineraliniy medZziagy pasisavinamumas zmoniy ir gyviiny zarnyne yra labai ribotas
dél kompleksy su fito ragstimi (fitaty) susidarymo [130]. Parenkant griady
perdirbimo bei kuriant kvietiniy kepiniy technologijas svarbu jvertinti mineraliniy
medZziagy pasiskirstyma anatominése grido dalyse bei spresti jy pasisavinamumo
problema.

1.3.1. Mitybiniu poZituriu svarbiy medZziagy pasiskirstymas anatominése griido
dalyse ir viso griido daliy milty maistiné verté

Pagrindinés kvie¢iy sudedamosios dalys yra endospermas, aleurono sluoksnis,
gemalas ir luobelés. Séleny frakcijas sudaro iSorinis ir vidinis perikarpis, testa bei
aleurono sluoksnis. Séleny frakcijos vidutiniskai sudaro 14-16 % kviecio grudo.
ISoriniai grido sluoksniai yra turtingi netirpiy skaiduliniy medziagy, pvz.,
celiuliozés, lignino ir ksilany komplekso [131]. Sékliné ir vaisiné luobelés yra Kiti
du grudo sluoksniai, esantys po perikarpio. Aleurono sluoksnis, issidéstes tarp
séklinés luobelés ir krakmolingojo endospermo, sudaro apie 5-8 % kviecio grudo
[132] ir turi didelj kiekj B-gliukany, lyginant su visu gridu [131], ir nemaZzus kiekius
ferulio rugsties, kuri pasizymi antioksidacinémis savybémis [133]. Be to, Sis
sluoksnis turtingas baltymy (32 % sausy medziagy (s.m.)) ir lipidy (9 %, s.m.), B
grupés vitaminy ir fermenty. Dideli magnio, fosforo, seleno, gelezies, cinko ir kalio,
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kiekiai yra susitelk¢ Siame sluoksnyje (1.3 lent.), todél mitybiniu pozitiriu grady
s¢lenos biity labai vertingos. Nepaisant mineraliniy medziagy gausos, Siame
sluoksnyje yra susitelkusios ir antimaistinés medziagos — fitatai (84-88 %), kurie
savo strukttiroje yra prijunge mineralines medziagas. Tai riboja $iy mineraliniy
medziagy peréjima per zarny sieneles ir dél to mineralinés medziagos yra
nepasisavinamos zmogaus virskinamajame trakte [134].

1.3 lentelé. Kvieciy sudedamyjy daliy paplitimas anatominése grdo dalyse [131]

Séleny frakcija
. . aleurono  endospermas  gemalas
perikarpis testa .
sluoksnis
Bendras kiekis’ 7-9 1 5-7 81-86 2-4
Proteinai - - *ok ok sk
Lipidai - * * - dkk
Krakmolas - - * Hokk ;
Maistinés skaidulos el falelad *x * -
B grupés vitaminai
tiaminas - - * - *kk
riboflavinas - - * - *kk
niacinas - - — * *
pantoteno riigstis - - faad - *
piridoksinas - - Hokk . wok
biotinas - - - ; sox
folatai - R *kk . *k
tokotrienoliai * * * * *
Mineralinés medziagos * * Fkk - *
magnis * * ok - ok
fosforas * * Hokk . *
manganas * * *% _ *%k
cinkas * * wx . *
gelezis * * Hok - *
Ferulio rugstis * * Hokx * Hok
*k*k *

Fito ragstis - - -

"kvietiy sudedamyjy daliy paplitimas anatominése griido dalyse, % [135];
* **x *x* - sudedamyjy daliy gausa anatominése grido dalyse [131];
— sudedamosios dalys nenustatytos arba yra labai mazomis koncentracijomis.

Endospermas yra didziausia grido dalis, sudaranti 82—-85 % kviecio grudo
[135]. Sitas sluoksnis sudarytas i§ krakmolo granuliy, apsupty baltymy kompleksu.
Gemalas sudaro 2,5-3,0 % grido masés ir yra sudarytas i§ Saknelés ir skydelio
[136]. Saknele nuo endospermo saugo skydelis, kuriame gausu lipidy (13-27 %
s.m.), hidrolizinanc¢iy fermenty ir baltymy (25-34 % s.m.). Gemale taip pat gausu
mineraliniy medziagy (4,5-5,5 s.m.), bet susitelkusi ir didelé dalis fitaty, kurie
sudaro 12 % bendro fitaty kiekio.

Mineraliniai elementai skirtingose griido anatominése dalyse yra pasiskirstg
netolygiai. Todél, perdirbant griidus j jvairius malimo produktus, mineraliniy
elementy patekimas j produktg priklausys nuo to, kokios griido anatominés dalys
buvo panaudotos perdirbimo metu. Kvieciy aleurono sluoksnio peleningumas sudaro

28



nuo 7,3 iki 11 % [137, 138]. ISorinio perikarpio (vaisinés luobelés) sluoksnio peleny
kiekis sudaro nuo 0,9 iki 1,5 %, o vidinio perikarpio — nuo 5,3 iki 13,7 %. Viso
perikarpio peleningumas yra nuo 19 iki 4,3 % [139]. Séklinés luobelés
peleningumas yra nuo 12,6 iki 20,2 %, o krakmolingo endospermo peleningumas
yranuo 0,26 iki 0,55 %. Makro ir mikro elementy kiekiai endosperme mazéja einant
nuo iSorinio sluoksnio link griido centro [138]. Atskiri mineraliniai elementai griide
pasiskirsto netolygiai. Gemale daugiausia koncentruojasi kalcis, gelezis, cinkas ir
varis, aleurono sluoksnyje daugiausiai susitelk¢ magnis, fosforas ir kalis, o luobelése
— kalcis ir manganas [140]. Aleurono sluoksnyje yra susitelke 84—88 % jvairiy
mineraliniy medziagy, todél mitybiniu poziiiriu §is sluoksnis labai vertingas. Taciau
dauguma Siame sluoksnyje susitelkusiy mineraliniy medziagy yra susijungusios i
fitatus, sudarytus i§ mio-inozitolio heksafosfato bei kalio, magnio ir kity mineraliniy
medziagy drusky [134], o tai riboja jy biologinj pasisavinamuma.

Viso grudo daliy kvietiniai miltai yra sveikesni uz jprastus, nes malant
palickamos sélenos ir griidy gemalai, kuriuose gausu Zmogaus organizmui
reikalingy mikroelementy ir vitaminy. Lyginant su endospermu, sélenos yra B
grupés vitaminy, mineraliniy medziagy ir skaiduliniy medziagy S$altinis, kuris turi
teigiamg poveikj sveikatai — mazina tikimybe susirgti Sirdies ir kraujagysliy ligomis,
mazina cholesterolio kiekj kraujyje [141, 142, 143]. Mitybiniu poziiiriu didesné
nauda pasiekiama naudojant viso griiddo miltus ir jy produktus, lyginant su 75 %
ekstrakcijos ar dar labiau sumazinto peleningumo miltais, kurie gaminami i$ grady
pasalinus iSorinius grido sluoksnius (sélenas). Pedersen su bendraautoriais [144]
nustaté, kad miltuose, kurie ruosti atskyrus grido séleny sluoksnius, kalio
koncentracija sumazéjo daugiau nei du kartus, 0 fosforo, gelezies, cinko ir vario
sumazgjo tris kartus, lyginant su viso griido daliy miltais (1.4 lent.).

1.4 lentelé. Skirtingos iSeigos milty cheminé sudétis [144]

ISeiga, % (s.m.)

100 75 66
Peleningumas 18 0,6 0,5
Baltymai 14,2 13,5 12,7
Riebalai 2,7 1,4 1,1
Krakmolas ir cukrai 69,9 82,9 84,0
Skaidulinés medziagos 12,1 2,8 2,8
Mineralinés medziagos
kalcis, mg/g 0,44 0,25 0,23
fosforas, mg/g 3,8 1,3 1,2
cinkas, ug/g 29 8 8
varis, Hg/g 4,0 1,6 1,3
gelezis, png/g 35 13 10
Vitaminai, (Lg/g)
tiaminas 5,8 2,2 1,4
riboflavinas 0,95 0,39 0,37
piridoksinas 75 1,4 1,3
folatai 0,57 0,11 0,06
biotinas 116 46 25
niacinas 25,2 5,2 3,4
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Nepaisant to, kad viso grado daliy mityba pasizymi teigiamu poveikiu
zmogaus sveikatai apsaugodama nuo létiniy ligy, visgi viso griido produktai yra
turtingi antimaistiniy komponenty. Vienas i§ antimaistiniy komponenty yra fitatai,
kurie stabdo mineraliniy medziagy i§ grudy produkty pasisavinimg vir§kinamajame
trakte [145].

1.3.2. Fito ragstis ir fitaty griidinéje Zaliavoje paplitimas

Fito ragstis dar Zinoma kaip mio-
inozitolio heksafosfatas (1.4 pav.). Fito
rigstis su mineralinémis medziagomis
sudaro kompleksus, kurie vadinami fitatais
ar inozitolio fosfatais (IF; — IFe) ir yra
placiai  paplitusiy gamtoje  organiniy
junginiy grupé su jvairiu fosforilinimo
laipsniu  (nuo vieno iki SeSiy fosfato
grupiy) bei izomerinémis formomis, i$
kuriy mio-inozitolio heksafosfatas yra
placiausiai paplites griudingje zaliavoje. Jj
sudaro inozitolio Zziedas su fosfato
grupémis, prijungtomis prie anglies atomy
(cheminis pavadinimas yra mio-inozitolio 1.4 pav. Fito rugsties molekulés
1,2,3,4,5,6 heksadihidrofosfatas). Fitaty struktiira [141]
suardymo produktai vadinami Zemesnés
eilés mio-inozitolio penta- (IFs), tetra- (IF,), tri- (IF3), di- (IF,) ar monofosfatais (IF;)
arba mio-inozitoliais (IF). IFs turi 12 pakei¢iamy protony, kuriy pKa vertés,
priklausomai nuo pH ver¢iy, yra ribose nuo 1,1 iki 12,0, (didéjant pH vertéms, pKa
vertés didéja) [146, 147]. Fito rugsties kompleksai su metaly jonais yra netirpts ir
labai stabilis [130]. Fiziologinis fitaty séklose kaupimo vaidmuo daugiausia
siejamas su pagrindinémis fosforo atsargomis, kurios sutelktos ir saugomos sékly
dygimui ir vidutiniskai sudaro 60-90 % viso sékly fosforo [148]. Be to, fito ruigstis
pasizymi antioksidacinémis savybémis [149]. Lolas su bendraautoriais [150] istyré
38 kviec¢iy rusis ir nustaté, kad fitaty kiekis gruduose svyruoja nuo 0,3 iki 1,6 % ir
priklauso nuo jy tipo. Garcia-Estepa su bendraautoriais [151] nustaté, kad
Sviesiausiuose kvietiniuose miltuose fito rugsties kiekis yra 4,0 mg/g, viso griido
kvietiniuose miltuose — 22,2 mg/g, ruginiuose miltuose — 4,5 mg/g, ryziy miltuose —
5,52 mg/g, mieziniuose miltuose — 6,3 mg/g, aviziniuose miltuose — 7,4 mg/g, sory
miltuose — 10, 7 mg/g, kukuriizy miltuose — 10,8 mg/g, sorgy miltuose — 10,1 mg/g,
kvietinése sélenose fitaty kiekis Kinta placiose ribose tarp 25-59 mg/g ir priklauso
nuo séleny dydzio (didesnés dalelés salygojo didesnj fito riigsties kiekij). Rysj tarp
fitaty kiekio ir kvie¢iy séleny daleliy dydZio nustaté ir Harland ir Oberleas [152].
Kiti tyréjai kvieCiy miltuose nustaté mazesnius, 1,5-3,2 mg/qg ribose, fitaty kiekius
[153, 154]. Viso grudo daliy kvietiniuose miltuose fitaty koncentracija yra nuo 9,6
iki 17,5 mg/g [154]. Pozrl su bendraautoriais [155] tyré kvietiniy milty tipo bei
duonos paruoSimo biido jtaka fitaty kiekiui. Jie nustaté, kad viso grudo miltai
pasizymi didziausiu fitaty kiekiu, be to, teSla ir duona, paruosta su Siais miltais,
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tur¢jo didziausig fitaty kiekj. Fito riigSties kiekiai taip pat priklauso ir nuo kvieciy
veislés bei svyruoja ribose tarp 5-10,5 mg/g [140]. Anjum su bendraautoriais [156]
nustaté, kad fito rigsties kiekis yra vidutiniskai tris kartus didesnis kvieCiy sélenose,
nei viso grido miltuose, ir devynis kartus didesnis, nei kvietiniuose miltuose. Tiek
bendras fosforo kiekis, tiek fitaty kiekis griidy malimo produktuose mazéja atskyrus
pavirsinius grado sluoksnius (1.5 lent.).

1.5 lentelé. Fosforo sudétis (mg/100 g) griiduose bei jy malimo produktuose [134]

ISeiga, %
Rugiai Kvieciai
100 85 75 100 85 75
Bendras fosforo kiekis 359 193 129 350 188 109
Fosforas fitatuose 258 104 57 242 96 37

1.3.3. Maistinés vertés mazéjimg salygojanti mineraliniy medziagy sgveika su
fito ragStimi

Fito rugsties neigiamas krivis, Kintantis placiose pH veréiy ribose, salygoja
teigiamai jkrauty grupiy — dvivalenéiy ir trivalen¢iy metalo jony, aminoragséiy,
baltymy sujungima (1.5 pav.). Dél fitaty kompleksy netirpumo vir§kinamojo trakto
pH verciy terpéje yra sumazinamas biologiskai butiny mineraliniy elementy ir kity
maistiniy medziagy pasisavinamumas i§ gridinés zaliavos, taip pat ir i§ kity augaly
produkty, turin¢iy didelius fitaty kiekius [157, 158]. Be to, galimybé hidrolizinti
fitatus plonojoje zarnoje yra labai ribota dél riboto juos hidrolizuojanciy fermenty
pajégumo ir mikroorganizmy kiekio virSutinéje virSkinimo trakto dalyje [159].
Todél mityba, sudaryta daugiausia i§ griidy ir darZoviy, yra nepakankama norint
gauti subalansuotg mineraliniy medziagy kiekj, o tai gali jtakoti biologiskai vertingy
mineraliniy medziagy trikumg [160, 161].

Terpés pH verté, metaly jony suri§imo geba ir fosfato grupiy kiekis, prijungtas
prie inozitolio molekulés, turi jtakos kompleksy patvarumui bei gebai prijungti
mineralines medziagas [162, 163]. Fito riigstis sudaro blogai tirpstan¢ias druskas su
fosforu, kalciu, magniu, gelezim, cinku, todél nei mineralinés medziagos, nei
fosforas tokioje formoje néra pasisavinami organizmo. Fitatai taip pat létina
baltymy, krakmolo ir riebaly virSkinamuma, nes su $iomis medziagomis suformuoja
nevirSkinamus kompleksus, be to fito riigStis slopina tokiy fermenty kaip alfa
amilazés, tripsino ir pepsino veikla, todél blogai virSskinami krakmolas ir baltymai
[164, 165, 166, 167]. Fitaty kompleksai yra patvariis ir nevirSkinami, dél Sios
priezasties kompleksy suardymas biitinas maisto produkty ruosimo metu.

Fitatai sumaZina mineraliniy medziagy: pasisavinamumg Zmoniy
virskinamajame trakte. Mokslininky paskelbti tyrimai patvirtina, kad fitatai mazina
gelezies absorbcijg virSkinamajame trakte [168, 169, 170]. Nustatyta neigiama
koreliacija tarp fitaty kiekio maiste ir cinko absorbcijos [171, 172, 173]. Literattroje
yra duomeny ir apie neigiama fitaty poveikj kalcio [174, 175], magnio [176, 177] ir
mangano [178] pasisavinamumui Zmoniy vir§kinamajame trake. Zinoma, kad dél
mineraliniy elementy trikumo kasdieninéje mityboje ir nepakankamo jy jsisavinimo
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i§ grudy produkty Zmogaus organizme atsiranda specifiniai medziagy apykaitos
sutrikimai, sukeliantys jvairius negalavimus ir netgi susirgimus [129].

Siekiant didinti griidinés zaliavos maisting vertg, gali buti atliekama fitaty
hidrolizé technologiniy procesy metu. Fitatams hidrolizuoti gali buti taikomas
mirkymas [179], daiginimas [157, 180] ar hidroterminis apdorojimo [181]. Be to,
fitaty hidrolizei gali buti naudojami fermentiniy preparaty (fitaziy) priedai [182,
183]. Pastaruoju metu atkreiptas démesys | fitaziniu aktyvumu pasizyminéius
mikroorganizmus: PRB [184] ir mieles [185, 186].
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1.5 pav. Fitaty struktiira: a - fitaty- metaly [187]; b - fitaty-metaly-baltymy kompleksai [158]
1.3.4. Fermentinis fitaty skaldymas

Fitazés — fermentai, kurie katalizuoja fitaty suardyma iki Zemesnés eilés
inozitolio fosfaty ir laisvo neorganinio fosforo [188]. Fitazés gali biiti skirstomos j
grupes pagal: mio-inozitolio anglies Saltinio pozicijg, nuo kurios pradedama fitaty
hidroliz¢; pH ver¢iy veikimo ribas. Pagal tai, nuo kurio anglies atomo mio-inozitolio
ziede pradedamas fitaty skaldymas, fitazés tarptautinio klasifikavimo sistemoje
skirstomos taip: 3-fitazé (EC 3.1.3.8); 5-fitazé (EC 3.1.3.72); ir 4-fitazé (EC
3.1.3.26), daznai dar vadinama 6-fitaze. Priklausomai nuo jy veikimui optimalios pH
vertés, fitazés gali buti skirstomos ] rugstines ir Sarmines. Daugumos mikrobinés
kilmés fitaziy produkuojamy bakterijy, mikroskopiniy gryby ir mieliy maksimalus
fitaty skaldymo pajégumas pasiekiamas riigstingje terpéje [157], o neutralioje ar
Sarminéje terpéje aktyvesnés sékly ir darzoviy fitazés [189]. Bakterinés fitazés
pradeda hidrolizinti fosfaty esterinj rysj nuo tre¢io anglies atomo, 0 gridy fitazés
pradeda skaldyti fitatus nuo Sesto anglies atomo [190]. Fitaty kompleksy suardymas,
veikiant fitazéms ir atlaisvinant neorganinj fosforag bei metaly jonus, pateiktas 1.6
paveiksle.
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1.6 pav. Fitaty hidrolizé iki laisvo inozitolio, fosforo ir mineraliniy medziagy [191]
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Gridy fitaziy aktyvumas ir pasiskirstymas gride. Fitaziy fermentinis
aktyvumas jvairiuose griduose yra skirtingas. Rugiuose esanciy fitaziy aktyvumas
yra vidutiniSkai penkis kartus didesnis, nei kvie€iuose, ir vidutiniskai desimt karty
didesnis, nei mieziuose [192, 193, 194, 195, 196]. Fretzdorff ir Weipert [197] tyré
fitazinj aktyvumg skirtingose rugiy grido dalyse. Didziausias aktyvumas nustatytas
pavirSinése grido dalyse (epidermyje, testoje), taip pat — aleurono sluoksnyje, o
endosperme yra 4-6 kartus mazesnis fitazinis aktyvumas nei sé¢leny frakcijose. Tiek
kvieCiuose, tiek rugiuose ir mieziuose fitazés daugiausia pasiskirs¢iusios aleurono
sluoksnyje. Pagal Peers [198] fitazés yra pasiskirstg jvairiuose kvieCio grado
sluoksniuose (1.6 lent.), ir daug jvairiau nei jy substratas — fitatai. Didziausiu
aktyvumu pasizymincios fitazés yra susitelkusios aleurono sluoksnyje.

1.6 lentelé. Fitaziy pasiskirstymas kvie¢io griido sluoksniuose [198]

Griido frakeija Nuo viso griido  Fitazinis aktyvumas (ug ~ Nuo bendro fitaziy

masés, % AV/val./mg. s.m.) kiekio, %
Visas grudas 100 3,41 100
Endospermas 82,5 1,29 34,1
Gemalas 1,0 9,07 2,9
Skydelis 15 31,8 15,3
Epidermis 45 1,32 1,9
Sékliné luobelé, skersinés lastelés 3,5 4,34 48
Aleuronas 7,0 17,7 39,5

ISgryninty fitaziy molekuliné masé yra nuo 47 kDa (kvieCiy) iki 67 kDa
(mieziy). Grudy fitaziy charakteristikos — optimali pH verté, optimali veikimo
temperatiira, molekuliné masé, pateiktos 1.7 lenteléje. ISskirty i§ kvieciy grudy
fitaziy optimali pH verté yra 5-5,5 [198], o rugiy fitaziy — pH verté yra 6,0, 0
optimali temperatiira — 45-55 °C [199]. Be to, nustatyta, kad kai kurios PRB [200,
201, 202] bei mielés [185, 186, 203] gamina Siuos fermentus.

1.7 lentelé. Pagrindinés grudy fitaziy charakteristikos

Griidy méginys pH tem?)gg:ll‘ilz: oc E%ISQQISZ Literatiira
Kvieciai

Viso griido daliy miltai 5-5,5 55 n [198]
Sélenos 6,0 45 n [206]
Sélenos (frakcija 1) 5,6 n 47 [207]
Sélenos (frakcija 2) 7,2 n n

Rugiai

Viso griido daliy miltai 6,0 45-55 n [199]
Viso griido daliy miltai 6,0 45 67 [195]
Mieziai

Viso grudo daliy miltai 5 45 67 [208]
Viso grudo daliy miltai 6 55 67

Viso grudo daliy miltai 6 55 96 [209]
Viso grido daliy miltai 5 50 66

n — nenustatyta
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Mikrobinés kilmés fitazés. Bakteriniy fitaziy optimali pH verté labai priklauso
nuo Siuos fermentus produkuojanciy mikroorganizmy ir yra artimesné duonos raugy
pH vertei. De Angelis su bendraautoriais [184] atlikti tyrimai parodé, kad L.
sanfranciscensis fitaziy veiklai optimali pH verté yra 4, ir yra labai artima raugy pH
vertei. L. amylovorus ir Leuc. mesenteroides gaminamy fitaziy optimali pH verté yra
5,5 [204, 205]. Leuc. mesenteroides KC51 gaminamy fitaziy aktyvumas yra ~16,5
mAV/mg [204]. Bakterinés kilmés fitaziy dydis yra apie 50 kDa [184, 205].

1.3.5. Pieno riigsties bakterijuy fitazinis aktyvumas ir ju panaudojimo galimybés
kepiniy maistinei vertei didinti

Literatiroje pateikiamos prieStaringos nuomonés apie grudy fitaziy ir
mikroorganizmy poveikj kepiniy maistinés vertés didinimui. Pvz., Lopez su
bendraautoriais [2] siejo PRB, esanéiy rauguose, fitazinj aktyvumag su padidintu
raugy rugstingumu, Kuris, autoriy nuomone, ir sglygoja magnio ir fosforo atskilima
nuo fitaty. Reale su bendraautoriais [210] teigé, kad PRB, fermentacijos metu
mazindamos terpés pH vertes, sudaro palankias salygas griidy fitaziy veiklai. Tuo
tarpu Nielsen su bendraautoriais [199] nustaté, kad, mazéjant terpés pH vertei, gridy
fitaziy aktyvumas mazéja. Nielsen su bendraautoriais [211] nustaté, kad milty ir
grudy fitazinis aktyvumas yra vidutiniSkai du kartus didesnis nei duonos raugy.
Ruginés teslos pH verté yra apie 4,3 ir, esant tokiai terpés pH vertei, fitaziy
aktyvumas buvo 50 % mazesnis, lyginant su optimaliu griidy fitaziy aktyvumu, kuris
pasiekiamas esant pH vertei 6. Kvietiniy raugy fermentacijos metu pasiekiama
mazesné pH verté nei 4, todél yra nepalanki grady fitaziy veiklai, bet palankesné
mikroorganizmy fitaziy veiklai [184]. D¢l to biity svarbu maistinés vertés didinimui
panaudoti PRB, kurios pasizyméty fitaziniu aktyvumu ir, tokiu btdu, praturtinty
gridy produktus lengviau organizme pasisavinamomis mineraliniy medziagy
formomis.

Reale su bendraautoriais [212] nustaté, kad fitaty kiekis sumazéjo tesloje,
paruostoje su pradiniy kultiry misiniu (L. plantarum, L. brevis, L. curvatus) apie
80-90 % po 12 val. fermentacijos, lyginant su kontroliniu méginiu (nenaudojant
PRB). Panasius rezultatus paskelbé ir de Angelis su bendraautoriais [184], nustatg,
kad L. sanfranciscensis CB1, fermentuojant teslg 8 val., natrio fitaty kiekj sumazino
64-74 %, lyginant su raugu, paruo$tu be pradiniy PRB. Tyrimai parodé, kad
tarpusavyje derinant raugy mikroorganizmus (PRB ir mieles) duonos raugo
fermentacijos metu gali baiti pasiektas didesnis fitaziy aktyvumas ir fitaty suardymo
laipsnis. Chaoui su bendraautoriais [213] parinko mikroorganizmy kombinacija (Sc.
cerevisiae, L. plantarum, Leuc. mesenteroides), kuri padidino fitaty skaldymo
efektyvumg ir duonos maisting verte. Lopez su bendraautoriais [1] paskelbé, kad
naudojant turtingg fitatais viso grido kvie¢iy milty terpg ir Leuc. mesenteroides 38
paderme, po 9 val. raugy fermentacijos pasiekta didesné fitaty hidrolizé, lyginant su
kontroliniu méginiu. Autoriai jrod¢, kad prailginta raugy fermentacija didina
kepiniuose kalcio ir magnio pasisavinamuma, bei teigé, kad viso grido milty duona,
kurios gamyboje panaudota ilgesné raugy fermentacija, biity geras kalcio, magnio ir
fosforo Saltinis [2]. Zotta su bendraautoriais [200] tyré PRB, iSskirty i§ duonos
raugy, fitazinj aktyvuma ir nustaté, kad Leuc. mesenteroides, L. curvatus, L.
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plantarum ir Weissella cibaria zenkliai sumazino natrio fitaty kiekj. De Angelis su
bendraautoriais [184] tyré intralastelini dvylikos skirtingy PRB padermiy (L.
farciminis, L. alimentarius, Leuc. citreum, L. acidophilus, L. plantarum, L.
fermentum, L. hilgardii, L. fructivorans, Lact. lactis ssp. lactis, L. brevis, L.
sanfranciscensis), isskirty i§ duonos raugy, fitazinj aktyvuma ir nustaté, kad tirtos
PRB pasizyméjo intralgsteliniu fitaziniu aktyvumu, i$ jy ypaé¢ didelj aktyvuma rodé
L. sanfranciscensis CB1. Sreeramulu su bendraautoriais [214] tyré ekstralastelinj
PRB fitazinj aktyvuma. IS tirty PRB didziausig fitazinj aktyvuma turéjo L.
amylovorus B4552, o kitos tirtos PRB (L. plantarum, L. casei, L. acidophilus ir L.
delbrueckii) pasizyméjo silpnesniu fitaziniu aktyvumu. Zamudio su bendraautoriais
[205] stebéjo intralastelinj ir ekstralgstelinj P. pentosaceus, Leuc. mesenteroides, L.
casei, L. fermentum, L. delbrieckii ir L. plantarum padermiy fitaziy aktyvuma.
PrieSingai nei de Angelis su bendraautoriais [184], jie nustaté, kad Sios PRB
nepasizymejo intralgsteliniu fitaziniu aktyvumu ir rode tik labai silpng ekstralgstelinj
aktyvuma; didziausias vertes rodé L. plantarum, kas sutampa su Sreeramulu tyrimais
[214]. Priestaringi rezultatai gali buiti paaisSkinami skirtingy padermiy nevienodais
fermentiniais aktyvumais. Valcheva su bendraautoriais [201] patvirtino, kad L.
plantarum, L. acidophilus ir Leuc. mesenteroides ssp. mesenteroides pasizymi
fitaziniu aktyvumu. Didelis fitazinis aktyvumas nustatytas L. reuteri L-M15 bei L.
salivarius L-1D15 [202].

Dél priestaringy literatiiroje pateikiamy nuomoniy apie PRB ir grudy fitaziy
veiklg tikslinga iSskirti ir identifikuoti fitaziniu aktyvumu pasizyminéias PRB i§
duonos raugy, nustatyti jy fitazinj aktyvuma ir jvertinti fitaziniu aktyvumu
pasizymin¢iy PRB panaudojimo galimybes mineraliniy medziagy pasisavinamumo
didinimui i8 viso griido daliy kvietiniy kepiniy.

1.4. BAKTERIOFAGAI IR JU VAIDMUO FERMENTACIJOS
PROCESUOSE

Bakteriofagai — tai bakterijas infekuojantys virusai, aptinkami ten, kur gyvuoja
bakterijos. Jie yra selektyvis, taigi naikina tik tam tikras bakterijas, turi nelastelinés
sandaros struktiirg, negali augti ir daugintis uz $eimininko lastelés riby. Siuos mazus
mikroorganizmus mokslininkai atrado dar dvidesimtojo amziaus pradzioje [215,
216]. Nuo to momento, kai bakteriofagai buvo atrasti, mokslininkai stengiasi
pritaikyti jy panaudojimg kovai su patogeninémis bakterijomis. Deja, fagy
pritaikymas gydymo terapijai Vakaruose buvo nutrauktas iSradus antibiotikus (1940
metais). Tuo tarpu Soviety Sajungoje, ypa¢ Thilisyje, Gruzijoje, moksliniai tyrimai
fagy terapijos kryptimi buvo tesiami. Siuo metu Tbilisio institutas yra sukaupes
didziausig fagy kolekcija pasaulyje, o sékmingi tyrimai rodo, kad fagy terapijoje
slypi didziulés perspektyvos. Pirmas prekyboje pasirodes fagy ,kokteilis®, aktyvus
pries§ List. monocytogenes, yra patvirtintas FDA, USDA ir EPA nuo 2006 rugpjicio
[217]. Nepaisant dideliy perspektyvy gydymo terapijoje, fagai sukelia dideliy
sunkumy fermentacijoje. Nors 1930 metais buvo jrodyta bakteriofagy zala pieno
pramongje [218, 219], siandien jie vis dar sukelia didelius nuostolius pieninése [220,
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221]. Apie bakteriofagy neigiamga jtaka raugy fermentacijai kepyklose ir jy poveikij
pradinéms duonos raugy kulttiroms literattiroje duomeny truksta.

Bakteriofagai klasifikuojami pagal jy savybes, tarp kuriy svarbiausios yra
morfologija, fizinés ir cheminés savybés, nukleortigstj (DNR ar RNR, viengrandé ar
dvigrandé) ir genomy duomenis [222]. Bakteriofagai yra didziausia virusy grupé ir
priskiriama Caudovirales biriui. Siam biiriui priskiriami bakteriofagai skirstomi j
tris Seimas: Podoviridae (14 % tirty fagy), Myoviridae (25 %) ir Siphoviridae (61 %).
Podoviridae Seimai priskiriami fagai turi ikosaedro formos kapside ir trumpa
susitraukian¢ig uodegéle, Myoviridae Seimai priskiriami fagai turi ikosaedro arba
pailgos formos galvute ir ilga susitraukianéia uodegele, tuo tarpu Siphoviridae
Seimai priskiriami fagai turi taip pat ikosaedro formos kapside, taciau ilga
nesusitraukiancig uodegéle [223, 224].

1.4.1. Pieno rugsties bakterijas infekuojantys bakteriofagai

PRB placiai naudojamos maisto fermentacijoje ir biotechnologijoje.
Daugiausia maisto ir gérimy technologijoje naudojamos PRB, priklausancios
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus ir
Enterococcus gentims [225]. Lact. lactis yra placiausiai pieno produkty gamyboje
naudojama PRB [226]. Gamybos proceso metu patekus bakteriofagams
infekuojantiems Lact. lactis yra stabdomas riigimo procesas ir pageidaujamy
produkty gamyba [227]. Lact. lactis bakteriofagai yra daugiausiai iStyrinéti fagai dél
jy didelés ekonominés Zzalos pieno pramongje [228]. Pienininkystéje sutinkamy
bakteriofagy morfologiné jvairové pateikta 1.7 paveiksle.

Lact. lactis atakuojantys fagai randami piene, augaluose, §iene [230]. Sie fagai
daznai iSgyvena pasterizacijos procesus [232, 233]. Be to, lizogeninés bakterijos gali
bati fagy uzkrato $altiniu [234]. Sie fagai neigiamai jtakoja fermentacijos procesus ir
salygoja didelius nuostolius pieno pramonéje. Strep. thermophilus Igsteliy lizé po
bakteriofagy infekcijos uzfiksuota skenuojanciu elektrony mikroskopu pavaizduota
1.8 paveiksle.

Lyginant PRB fagus, lizuojancius Leuc. lactis ir Strep. thermophilus, su
Leuconostoc genties bakterijas infekuojanéiais fagais, informacijos apie pastaruosius
literatiiroje néra daug. Pirmasias publikacijas, apie Leuconostoc fagus, paskelbé Shin
ir Sato [235] ir Sozzi su bendraautoriais [236] 1978 ir 1979 metais. Pirma pilna
genomo sekoskaita virulentinio Leuc. mesenteroides bakteriofago, iSskirto i§
rauginty kopiisty fermentacijos, buvo atlikta tik 2010 metais [237]. Véliau
nuosaikaus Leuc. pseudomesenteroides fago MH1 sekoskaita buvo atlikta 2012
metais [238]. 2012 metais pirmg kartg atlikta Leuconostoc genties bakterijas
atakuojancio fago oLmd], isskirto i§ pieno pramonés, DNR sekoskaita [239]. Véliau
Ali su bendraautoriais [240] atliko pilng sekoskaita devyniy Leuconostoc genciai
priklausanciy bakteriofagy. 2011 metais Mills su bendraautoriais [241] i8skyré ir
apibiidino nauja faga, atakuojantj Strep. thermophilus, kuris labai skyrési nuo kity ir
priskiriamas naujai Strep. thermophilus fagy grupei. Didé¢jant susidoméjimu
probiotinémis PRB ir platesniu jy panaudojimu, vis didesnis démesys skiriamas
Lactobacillus genties bakterijas lizuojantiems fagams [242, 243], kurie pateke |
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fermentacijos terpe atakuoja PRB, jas infekuoja ir suardo. Bakteriofagai sustabdo
fermentacijos procesg arba ji pakreipia nepageidaujama linkme.

1.7 pav. Transmisiniu elektroniniu mikroskopu uzfiksuota fagy jvairové pieno pramonéje: 1a
ir 1b — Myoviridae fagai atakuojantys L. gasseri [229]; 2-10 — Siphoviridae fagai
atakuojantys Lact. lactis [230]; 11 — Siphoviridae fagas atakuojantis Leuc. mesenteroides
[231]

Su fagy infekcijos problemomis susiduriama ir kituose fermentacijos
procesuose, pvz., japony tradicinio maisto ,,natto* ruosimo metu, kur sojos pupelés
fermentuojamos B. subtilis bakterijomis [244].

Nors literatiroje yra daug duomeny apie bakteriofagy sukeliamus nuostolius
pieno pramonéje, tadiau labai mazai g
duomeny galima surasti apie duonos
raugy bakteriofagus ir jy poveikj duonos
raugy PRB bei duonos gamybos
technologiniam procesui. Bakteriofagams
patekus j duonos raugus gali sutrikti
technologinis procesas, kadangi raugai,
paveikti bakteriofagy, nebetenka savo
aktyvumo. Tik keletas bakteriofagy yra
iSskirta i§ duonos raugy. Foschino su
bendraautoriais [245, 246, 247] tyrinéjo L.

fermentum lizuojancius fagus Z63-B2,

priklausan¢ius  Siphoviridae  Seimai, 1.8 pav. Bakteriofagy lizuojantis
igskirtus i§ duonos raugy. Tadiau iki §iol ~ POVeikis Strep. thermophilus kulturai.
néra duomeny apie bakteriofagy jtaka Rodyklés zZymi jau lizavusias lasteles
raugy fermentacijai, PRB poky¢ius. 2005 [228]
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metais Foschino su bendraautoriais [248] iSskyré ir charakterizavo bakteriofaga,
atakuojant] L. sanfranciscensis padermg, ir paskelbé, kad fagy priedas j rauga
neturéjo neigiamos jtakos raugo ragstingumui ir kepinio tdriui bei PRB skaiciui.
Tokie rezultatai gali biiti paaiSkinami tuo, kad duonos raugy fermentacijos metu
fagy lizuotos lastelés yra pakei¢iamos kitomis jy padermémis, patekusiomis ] terpe
su zaliava. Jei | terpe patekusios naujos PRB yra atsparios pries tai bakterijy lasteles
lizavusiems fagams, tai bendras PRB skaiCius, terpés rugstingumas gali nekisti.

Taciau duonos raugy fermentacijos metu, naudojant savitomis savybémis
pasizymincias pradines kulttras, tokias kaip fitaziniu aktyvumu pasizymin¢ios ar
bakteriocinus gaminan¢ios PRB, ilgalaikés fermentacijos metu jos gali buti prarastos
ir pakeistos kitomis padermémis, kurios pageidaujamomis savybémis gali
nebepasizyméti. L. sanfranciensis yra tipiné raugy PRB, dominuojanti tiek
kvietiniuose, tiek ruginiuose rauguose [249]. Taciau fagai, atakuojantys Sios rusies
bakterijas, miisy ziniomis, iki Siol dar nebuvo detaliai charakterizuoti.

1.5. LITERATURINES DALIES APIBENDRINIMAS IR DARBO TIKSLO
PAGRINDIMAS

Fermentacijos metu PRB gamina jvairius junginius, kurie ne tik suteikia
pageidauting produkto skonj ar aromata, bet ir pasizymi antimikrobiniu poveikiu
pries§ jvairius maisto gedimg ir ligas sukelian¢ius mikroorganizmus [27, 61]. KTU
Maisto mokslo ir technologijos katedroje jau anks¢iau buvo jvertinta spontaniniy
ruginiy raugy mikroflora ir isskirtos i§ jy penkios bakteriocinus gaminancios PRB:
L. sakei KTUO05-6, P. acidilactici KTU05-7, P. pentosaceus KTUO05-8, KTUOQ5-9 ir
KTUO05-10 padermés [250]. Istirtas Siy PRB antimikrobinis poveikis pries B.
subtilis, jvairias PRB, Eurotium repens IBT 18000 ir Penicillium commune IBT
18708 mikroskopinius grybus [4, 33]. Pirminiai $iy PRB antimikrobiniy savybiy
tyrimo rezultatai parodé vykdomy darby perspektyvumg ir tikslingumg plésti PRB
antimikrobiniy bioprodukty taikyma ne tik duonos pramongje, bet ir ekologingje
zemdirbystéje — grudy séklos biologinés tar§os mazinimui.

Ple¢iant PRB pritaikyma svarbu iSsiaiskinti jy antimikrobinio poveikio
aktyvumg ir kitiems grudy bei maisto gedimg ir ligas sukeliantiems
mikroorganizmams, pvz. Escherichia, Listeria, Salmonella, Staphylococcus,
Pseudomonas ir kitoms gentims priklausancias bakterijas, o taip pat Fusarium,
Penicillium, Aspergillus ir kitoms gentims priklausan¢ius mikroskopinius grybus.
Ekologinéje zemdirbystéje griidy séklai apdoroti skirti bioproduktai turéty biiti ne tik
efektyvus, bet ir pigis. ISkélus toki uzdavinj, aktuali naujy terpiy, skirty PRB
kultivuoti, paieSka, atkreipiant démesj j krakmolingas gausiai Lietuvoje auginamas
darZoves ir i Salutinius maisto pramonés produktus, galinCius atpiginti bioprodukty
gamyba.

Ekologinés zemdirbystés sistema labai apriboja sudétiniy sintetiniy trgSy,
pesticidy, herbicidy, augimo reguliatoriy naudojima. Kol kas bioproduktai dar itin
retai naudojami lauko augaly apsaugai. Labai menkas alternatyviy priemoniy ir
biologiniy augaly apsaugos produkty pasirinkimas Lietuvoje yra viena i§ priezasciy,
ribojanciy efektyviag kenksmingyjy organizmy kontrole ekologiniuose tkiuose.
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Vertinant problemos aktualumg svarbu sukurti antimikrobiskai aktyviy PRB
bioprodukta s¢kliniams grudams apdoroti pries séja ir iSbandyti jo efektyvuma prie§
daugiausia problemy ekologingje zemdirbystéje sukeliancius Fusarium rasies ir
Cochliobolus sativus fitopatogenus. Uzsienio $alyse kuriami bioproduktai, j kuriy
sudét] jeina jvairiis mikroorganizmai, atliekantys teigiamas funkcijas ekologinéje
zemdirbystéje. Tokiy bioprodukty gamyboje naudojama Paenibacillus macerans,
Pseudomonas putida, Sporbolomyces roseus [125], Streptomyces griseoviridis [126,
127, 128] mikroorganizmai. Be $iy mikroorganizmy, bioprodukto, ekologiskai
auginamy griidy sveikatingumui didinti, gamyboje galéty biiti naudojamos i$ ruginiy
savaiminiy duonos raugy isskirtos antimikrobiniu poveikiu pasizymincios PRB. Jy
panaudojimas biity puiki alternatyva cheminiams sékly apdorojimo metodams ir
rasti pritaikyma ekologinéje Zemdirbystéje. Be to, PRB bioproduktai galéty biti
pritaikyti ir duonos kepiniy gamyboje ne tik mikrobiologinei tarSai mazinti, bet ir
mineraliniy medziagy biologiniam pasisavinamumui didinti, panaudojant fitaziniu
aktyvumu pasizymincias PRB.

Mineraliniy medziagy pasisavinamumas zmoniy ir gyviny organizme i$ griidy
produkty skaiduliniy medziagy yra ribotas, kadangi jy sudétyje esanti fito ragstis
linkusi su skaiduliniy medziagy mineralinémis medziagomis sudaryti organizmo
nejsisavinamus fitaty kompleksus [157, 158]. Si problema ypa¢ aktuali kvietiniy
viso griido daliy kepiniy gamyboje, kur naudojami pagreitinti teslos gamybos biidai
ir fermentacijos metu mineralinés medziagos néra iSlaisvinamos i$ fitaty kompleksy
dél gridy fitaziy veiklai nepalankios terpés pH vertés ir temperattros [198, 199].
D¢l mineraliniy elementy trikumo kasdieninéje mityboje ir nepakankamo jy
jsisavinimo i§ griidy produkty Zmogaus organizme atsiranda specifiniai medziagy
apykaitos sutrikimai, sukeliantys jvairius negalavimus ir netgi susirgimus [129,
142]. Tvertinant Sias mitybos problemas, aktuali naujy biotechnologiniy priemoniy,
leidzianciy padidinti mineraliniy medziagy pasisavinamuma i§ gridy produkty,
paieska. Viena i§ nattraliy ir dazniausiai galimy naudoti kvietiniy kepiniy kokybei
pagerinti priemoniy galéty biti fitaziniu aktyvumu pasizymin¢ios PRB. Siuo metu
néra iSskirtos PRB, pasizymincios dideliu fitaziniu aktyvumu, kurias biity galima
panaudoti duonos gamyboje. Todél jy paieska ir i$skyrimas i§ fermentuoty produkty
bei tolesnis pritaikymas vystant naujus bioproduktus yra aktualus, sprendziant
mineraliniy medziagy pasisavinamumo problema.

Be to, literataroje triiksta duomeny apie bakteriofagy poveikj PRB populiacijai
ir jy stabilumui duonos raugy fermentacijos metu, todél svarbu isSskirti ir iStirti
bakteriofagus i§ raugy ir jvertinti jy poveikj PRB, ypa¢ bakteriocinus gaminan¢ioms
ir fitaziniu aktyvumu pasizyminc¢ioms PRB.
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2. TYRIMU OBJEKTAI IR METODAI

2.1. TYRIMU OBJEKTAI
2.1.1. Mikroorganizmai ir auginimo sglygos

Tyrimams pasirinktos PRB: Lactobacillus sakei KTUO05-6, Pediococcus
acidilactici KTUO05-7, Pediococcus pentosaceus KTU05-8, KTUO05-9 ir KTU05-10
padermés, kurios prie§ tai i$skirtos i§ savaiminiy ruginiy duonos raugy [250] ir
saugomos KTU Maisto mokslo ir technologijos katedroje. PRB ruo$imo
tolimesniems tyrimams salygos pateiktos 2.1. lenteléje. Antimikrobinio poveikio
vertinimui sudaryti PRB padermiy misiniai (lygiomis dalimis), kurie dauginti MRS
terpéje 35 °C temperatiiroje: 1 — L. sakei ir P. acidilactici; 2 — L. sakei, P.
acidilactici ir P. pentosaceus KTUO05-10; 3 — P. pentosaceus KTUO05-8, P.
pentosaceus KTUO5-9 ir P. pentosaceus KTUO05-10; 4 — visy penkiy PRB padermiy
misinys.

2.1 lentelé. PBR ruosimo tolimesniems tyrimams salygos

PRB Kultivavimo ~ Kultivavimo H Naudota Koncentracija

trukmé val. temp. °C P terpé KSV/ml
L. sakei KTU05-6 18 30 392 MRS* 2,47+0,05x10°
P. acidilactici KTU05-7 18 35 3,95 MRS 1,7740,11x10°
P. pentosaceus KTU05-8 18 25 3,95 MRS 1,89+0,10 x10°
P. pentosaceus KTU05-9 18 25 3,93 MRS 1,60+0,15 x10°
P. pentosaceus KTUO05-10 18 35 3,90 MRS 2,04+0,15 x10°

*De Man Rogosa ir Sharpe terpé (Biolife, Italija)

PRB  antimikrobinio  poveikio  tyrimams naudoti  indikatoriniai
mikroorganizmai iSskirti i§ jvairiy maisto produkty ir Zaliavy, taip pat gauti i§ V§]
Vilniaus universiteto ligoninés SantarisSkiy kliniky ambulatoriniy bei stacionariniy
ligoniy patologinés medziagos. Indikatoriniy mikroorganizmy dauginimui taikytos
salygos pateiktos 2.2 lentelgje.

2.2 lentelé. Indikatoriniai mikroorganizmai

Indikatoriniai mikroorganizmai Terpé  Temperatiira, °C Saltinis Kolekcija
Bacillus thuringiensis 1.1 MS? 28 vanduo BI"
Bacillus subtilis ssp. subtilis sSSP 30 n? MI'
Bacillus subtilis ssp. spizizenii SSI 30 n Ml
Bacillus cereus ATCC 10876 MS 37 gertuve MI
Pseudomonas gladioli pv. aliicola 3.1 MS 28 svogunai BI
Pseudomonas cepacia 1.1 MS 28 svogunai Bl
Pseudomonas fluorescens biovar. V 3.3 MS 28 svogunai BI
Pseudomonas marginalis 3.5 MS 28 bulvés Bl
Pseudomonas fluorescens biovar. V 1.2 MS 28 bulves Bl
Pseudomonas facilis 4.1 MS 28 bulves Bl
Pseudomonas aureofaciens biovar. 111 2.4.1 MS 28 burokéliai Bl
Pseudomonas marginalis 4.2 MS 28 burokeéliai BI
Pseudomonas cichorii 7.3.1 MS 28 morkos Bl
Pseudomonas fluorescens biovar. 111 2.1.1.1 MS 28 mésa Bl
Pseudomonas pseudoalcaligenes 11 MS 28 riebalai Bl
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2.2 lentelé (t¢sinys). Indikatoriniai mikroorganizmai

Indikatoriniai mikroorganizmai Terpé Temperatiira, °C Saltinis Kolekcija
Pseudomonas cepacia 7.2 MS 28 morkos BI
Pseudomonas fluorescens biovar. 1 9.2 MS 28 morkos BI
Listeria monocytogenes 1.1 MS 28 Zuvis BI
Listeria monocytogenes 1.5 MS 28 Zuvis Bl
Escherichia coli 1.10 MS 28 vanduo BI
Escherichia coli ATCC 25922 MS 37 n. Ml
Salmonella typhimurium ATCC 14028 MS 37 n. Ml
Staphylococcus aureus ATCC 25923 MS 37 n. Ml
Escherichia coli MHS* 27 vuL!
Enterococcus faecalis MHS 27 VUL
Staphylococcus aureus MHS 27 VUL
Bacillus macerans MHS 27 ligoniy VUL
Salmonella enteritidis MHS 27 patologiné VUL
Micrococcus genties MHS 27 medZiaga VUL
Yersinia enterocolitica MHS 27 VUL
Listeria genties MHS 27 VUL
Pseudomonas aeruginosa MHS 27 VUL
Rhizopus stolonifer 2-KA MPGA® 25 pyragas BI
Penicillium expansum 23L MPGA 25 obuoliai BI
Aspergillus niger MD-029 MPGA 25 duona Bl
Aspergillus versicolor MI-130 MPGA 25 pyragas Bl
Aspergillus fumigatus KO-5 MPGA 25 grudai BI
Penicillium chrysogenum 48-L MPGA 25 griidai Bl
Alternaria alternata 1-4U MPGA 25 morkos Bl
Penicillium cyclopium 21AL MPGA 25 gridai BI
Aspergillus tereus S-1 MPGA 25 gridai BI
Fusarium culmorum L-2 MPGA 25 gridai BI
Fusarium solani 4-SA MPGA 25 gridai BI
Penicillium verrucosum SDA® 27 m.p.f Bl
Fusarium culmorum | SDA 27 m.p. BI
Fusarium culmorum I1 SDA 27 m.p. 71
Aspergillus versicolor SDA 27 m.p. Bl
Fusarium poae SDA 27 m.p. Bl
Penicillium chrysogenum SDA 27 m.p. Bl
Alternaria alternata SDA 27 m.p. BI
Penicillium cyclopium SDA 27 m.p. Bl
Fusarium avenaceum SDA 27 m.p. BI
Fusarium solani SDA 27 m.p. BI
Aspergillus tereus SDA 27 m.p. Bl
Penicillium expansum SDA 27 m.p. Bl
Aspergillus niger SDA 27 m.p. Bl
Aureobasidium pullulans SDA 27 m.p. Bl
Candida kruisii SDA 27 m.p. BI
Candida pelliculosa SDA 27 m.p. BI
Debaryomyces vanrijiae SDA 27 m.p. BI
Geotrichum fermentants SDA 27 m.p. BI
Kluyveromyces lodderae SDA 27 m.p. BI
Kluyveromyces marxianus var. lactis SDA 27 m.p. BI
Pichia farinosa SDA 27 m.p. BI
Pichia fermentans SDA 27 m.p. BI
Pichia membranifaciens SDA 27 m.p. BI
Rhodotorula rubra SDA 25 n. MI
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2.2 lentelé (t¢sinys). Indikatoriniai mikroorganizmai

Indikatoriniai mikroorganizmai Terpé Temperatiira, °C Saltinis Kolekcija
Saccharomyces cerevisiae SDA 25 n. Ml
Pichia burtonii P.3 MPGA 25 obuoliai BI
Saccharomycopsis capsularis S.1 MPGA 25 morkos BI
Zygosaccharomyces bailii Z.1(T) MPGA 25 uogiené Bl
Kluyveromyces marxianus K.7.1(T) MPGA 25 stiris Bl
Saccharomyces cerevisiae Sa.1.5(T) MPGA 25 sultys BI
Candida parapsilosis C.7.2 MPGA 25 meésa Bl
Yarrowia lipolytica Y.C.6.1 MPGA 25 mésa BI
Debaryomyces hansenii Deb.4(T) MPGA 25 kopiistai Bl

Mlitybinis sultinys (Nutrient Broth, Liofilchem, Italija); "Smegeny Sirdies infuzinis — (Liofilchem,
Italija); “Mueller-Hinton sultinys (Oxoid, CM0405); “MPGA terpé (litrui: 10 g mieliy ekstrakto, 20 g
peptono, 20 g gliukozés ir 18 g agaro (Liofilchem, Italija)); ®Sabouraud dekstrozés agaras (Oxoid,
CMO0041); ‘maisto produktai; ‘nezinomas; "Botanikos institutas, 'Maisto institutas, V3] Vilniaus
universiteto ligoniné Santariskiy klinikos; kZemdirbystés institutas.

2.1.2. Pramoniniai duonos raugai fitaziniu aktyvumu pasiZyminc¢iy pieno
rugsties bakteriju iSskyrimui

Fitaziniu aktyvumu pasizymin¢iy PRB i$skyrimui gauti devyni pramoniniu
blidu pagaminti raugai i$ trijy skirtingy Lietuvos kepykly. Vienas i§ jy — kvietinis
(E), kiti — ruginiai. I$ kepykly gauti raugai buvo uzsaldyti ir iki eksperimento laikyti
~18 °C temperatiiroje. Raugai atSviezinti ir dauginti pagal kepykly rekomendacijas
(2.3 lent.). Fitaziniu aktyvumu pasizymin¢iy PRB i$skyrimui naudoti skirtingi raugy
dauginimo biidai: naudojant vandenine milty suspensija ir plikinius. Dauginant
raugus pirmuoju biidu, ruosti 40, 26 ir 43 % tirsti raugai (atitinkamai A, C, D) ir 64
% drégnio skystas raugas (B). Kitu atveju ruosti 60 % drégnio raugai su plikiniais
(E, F, G, H, I). Plikiniai ruo$ti sumaiSant miltus ir salyklg su 95-98 °C temperatiiros
vandeniu. Gauti plikiniai apcukrinti 4 val. patalpos temperatiiroje. Po to saldusis
plikinys sumaiSytas su pramoniniu raugu ir fermentuotas 24 val.

2.3 lentelé. Zaliavy kiekiai raugy dauginimui

Zaliavos, g
Raugo Pramoninio miltai s Temperatira,
.. s " — - miezinis 0
méginys  raugo kiekis, g viso griido 550 C tipo vanduo C
. o R salyklas
daliy ruginiai kvietiniai
A 100 60 40 30
B 40 58 102 44
o 68 98 34 25
D 64 78 58 25
E 60 56 84 35
F 60 53 84 3 35
G 60 53 84 3 35
H 60 56 84 35
| 60 56 84 35

2.1.3. Kvietiniai kepiniai mineraliniy medZiagy pasisavinamumo jvertinimui

Kepiniai ruosti naudojant fermentuotus P. pentosaceus KTU05-8, KTUQ5-9 ir
KTUO05-10 padermémis bioproduktus i§ viso griido daliy kvietiniy milty (UAB
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»Ustukiy maltinas®, Ustukiy kaimas, Pasvalio rajonas, Lietuva). Fermentuoti
produktai ruosti 65 % drégnio, keturiomis stadijomis (2.4 lent.). Fermentuoty
produkty ruo$imui naudotos atrinktos fitaziniu aktyvumu pasizyméjusios PRB
padermés P. pentosaceus KTU05-8, KTUO05-9 ir KTU05-10. PRB padaugintos MRS
sultinyje, tris kartus plautos distiliuotu vandeniu, kad bity pasalinti mitybinés terpés
sudétyje esantys mineraliniy medziagy likuciai, ir centrifuguotos (3000 g, 5 min).
ISplautos PRB lastelés suspenduotos 5 ml distiliuoto vandens ir inokuliuotos j milty
ir vandens terpe. Fermentuoti produktai dauginti 35 °C temperatiirose 24 val.
Kiekvienoje raugy dauginimo stadijoje prie§ raugy gausinimg tirtos jy pH ir BTR
vertés. Tyrimams pasirinkta kvietiné forminé duona, kurios gamyboje naudota Viso
grido daliy kvietiniai miltai; 10, 20 ir 30 % milty masés PRB fermentuoto
bioprodukto; 1,5 % milty masés juoduota druska ir vanduo pagal apskaiciavimus
(teSlos drégnis 46 %). Kepimo bandymai atlikti laboratorinémis salygomis vienfaziu
btidu, sumaisant paruostg fermentuota PRB bioproduktg su likusiais receptiriniais
komponentais. Kepiniui tesla ruosta i§ 500 g milty. Technologinés kvietiniy kepiniy
ruosimo stadijos vykdytos pagal duonos kepimo krosnelése (AFK/GERMATIC BM-
2, Vokietija) uzprogramuotg rezimg: pirmasis minkymas — 10 min, 18-22 °C
temperattira; pirmasis kildinimas — 25 min, 25 °C temperatiiroje; antrasis minkymas
— 15 min, 30 °C temperataroje; antrasis kildinimas — 35 min, 32 °C temperatiroje;
treciasis kildinimas — 70 min, 38 °C temperatiiroje; kepimas — 55 min, 121 °C
temperattroje. Kontrolinis méginys ruostas be atrinkty PRB. Nustatytas kvietinés
forminés duonos kepiniy BTR ir mineralinés medziagos, praéjus 24 val. po kepimo.

2.4 lentelé. Fermentuoty bioprodukty gamybos stadijos

Zaliavos ir technologiniai parametrai | stadija Il stadija 111 stadija 1V stadija
PRB Iastelés suspenduotos vandenyje, ml 5 — — —
Fermentuotas produktas, g — 355 90,5 200,5
Viso grado daliy kvietiniai miltai, g 10 20 35 70
Distiliuotas vanduo, ml 20 40 70 140
Fermentavimo trukmé, val. 3-4 20 24 24

2.1.4. Apkrésti sékliniai vasariniy kvieciu gradai

Vasariniy kvieCiy gridy méginiai PRB antigrybinio aktyvumo ir
sveikatingumo jvertinimui gauti i§ Lietuvos agrariniy ir misky moksly centro
Zemdirbystés instituto tiksliyjy lauko bandymy. Vasariniy kvieéiy griidai ‘Grami’
buvo 100 % pazeisti Fusarium genties gybais ir juose vyravo F. culmorum rasis -
viena i§ pagrindiniy pasaknio puviniy sukéléjy. Tuo tarpu vasariniai kvie¢iy gridai
“Triso’ buvo gausiai apkrésti Cochliobolus sativus ir Fusarium genties grybais.

2.1.5. Augaliniy produkty terpés bioprodukto gamybai

Maisto gamybos Salutiniai produktai. Fermentuoti maisto gamybos Salutiniai
produktai: melasa, Zlaugtai, salyklojai ir sélenos, taip pat bulviy sulCiy terpés.
Salutiniai gamybos produktai sumaiSyti su vandeniu santykiais: 1:10 ruogiant
melasos terpg, 1:4 — Zlaugty terpe, 1:3 — salyklojy terpe ir 1:3 — séleny terpe. Terpés
sterilizuotos 121 °C temperatiroje 15 min. Inokuliuota MRS terpéje padauginty PRB
lasteliy (2 % nuo bendros masés) ir fermentuota 96 val. Po 48 ir 96 val. nustatyta
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bioprodukty pH, fermentacijos pabaigoje nustatytas PRB skaiCius, pieno riigsties ir
jos izomery kiekis.

Bulviy terpés. Ruostos bulviy terpés i§ gerai nuplauty ir sutarkuoty bei per
medziaginj filtra nusunkty bulviy maseés: bulviy sulciy terpé; bulviy suléiy terpé,
atskyrus per 30 min nusistovéjusj krakmola; ir tarkuoty bulviy masé. Terpés
sterilizuotos 121 °C temperatiiroje 15 min ir fermentuotos 72 val., inokuliavus 2 %
atrinkty PRB lasteliy ir jy miSiniy (sumai$ius lygiomis dalimis), padauginty MRS
terpéje. Kas 24 val. nustatytos terpés pH vertés ir PRB skai¢ius. Be to, ruostos
bulviy sul¢iy terpés su ekstruduoty ryziy priedais (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20 ir 25 %)
(Ustukiy maltnas, Lietuva), taip pat papildytos priedais: 0,2, 0,1 ir 2 g/l atitinkamai
MgSQ,4 7H,0, MnSO44H,0 ir cisteino-HCI-H,O bei 10, 20 ir 30 ml/100 g terpés
MRS sultinio priedais. Nustatyta fermentuoty bioprodukty pH, BTR wvertés,
reologinés savybés, PRB skaiéius. Atrinkti bioproduktai iSbandyti sékliniy vasariniy
kvieciy griudy tarSos ir sveikumo gerinimo tyrimuose.

2.1.6. Duonos raugai bakteriofagy i§skyrimui ir temperatiiros jtakos pieno
riigsties bakteriju risiy populiacijos vertinimui

Siekiant jvertinti PRB rasiy poky¢ius duonos raugy fermentacijos metu ir
i$skirti bei genetiskai identifikuoti rauguose vyraujancius bakteriofagus, i§ Lietuvos
kepykly ménesio laikotarpyje surinkti duonos raugy (GL, GH ir M) méginiai (i$ viso
— 84 méginiai), kurie uz8aldyti ir iki analizés laikyti —18 °C temperatiiroje. Be to,
ménesio laikotarpyje rinkti dviejy rasiy raugai (kvietinis ir ruginis) i§ Danijos
kepyklos (i$ viso — 40 méginiy), kurie véliau papildomai dar Sesias savaites dauginti
laboratorijoje (i§ viso — 60 méginiy) pagal kepykloje naudojamg receptirg (ruginis
raugas ruostas i§ 13,8 g pradinio ruginio raugo, 137,9 ml vandens, 48,4 g ruginiy
milty; kvietinis raugas ruostas i§ 2,6 g pradinio kvietinio raugo, 98,7 ml vandens ir
98,7 g kvietiniy milty). Kiekviena dieng imti raugy méginiai bakteriofagy paieskai,
jy i8skyrimui, ir PRB dezoksiribonukleino ragsties (DNR) iSskyrimui. I duonos
raugy, surinkty pirmg dieng, isskirta po ~32 PRB kolonijos. Papildomai po 32 PRB
kolonijas isskirta i§ dani$ky raugy paskutinés fermentacijos dienos. I§skirtos PRB
panaudotos bakteriofagy paieSkos tyrimuose.

2.2. TYRIMO METODAI

2.2.1. Pieno ragsties bakterijuy antimikrobinio poveikio vertinimas

PRB méginiy paruosimas. Antimikrobiniams tyrimams PRB ir jy miSiniai 18
val. auginti modifikuotame MRS (mMRS) sultinyje, ruoStame istirpinant 10 g
peptono, 5 g mésos ekstrakto, 3 g mieliy ekstrakto, 15 ml $vieziy mieliy ekstrakto
(50 g $vieziy mieliy istirpinta 200 ml demineralizuotame vandenyje, sterilizuota ir
palikta nusésti per naktj Saldytuve), po 7 g gliukozés, fruktozés, maltozés, 3 g natrio
acetato trihidrato, 2 g natrio gliukonato, 2,6 g K,HPO,3H,0, 0,1 g MgSO4H,0,
0,05 g MnSO44H,0, 0,5 g cisteino hidrochlorido, 1 ml tveen 80 ir 1 litras
demineralizuoto vandens. Terpé sterilizuota 15 min 118 °C temperatiiroje. 2 %

......

bakteriocinai ir kiti PRB metabolizmo produktai, tokie kaip acto, pieno riigstys,
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fenoliniai junginiai ir kiti, i$siskiria j mitybos terp¢. Po 24 val. kultivavimo PRB
lastelés nucentrifuguotos (5000 g, 10 min) ir atskirtos, o supernatantai filtruoti per
sterily 0,2 pm filtra, siekiant pasalinti bakterijy likuéius, ir perpilti j naujus
mégintuvélius, kurie iki analizés laikyti 4 °C temperatiiroje. Antimikrobinis PRB
aktyvumas difuzijos | agarag metodu vertintas tikrinant: 1 — PRB supernatanty /
metabolizmo produkty (MP) aktyvuma, kaip organiniy riig8ciy ir kity | terpe
i$siskyrusiy metabolity; 2 — neutralizuoty supernatanty / neutralizuoty metabolizmo
produkty (NMP), pasalinus organiniy ragséiy poveiki, tai yra, neutralizavus su 5 M
NaOH iki pH vertés 6,5, priimant kaip | bakteriocinus panasiy medZziagy, tirpalg
(baltyminiy junginiy patvirtinimui atliktas proteazés K testas); 3 — PRB Igsteliy.
Vertinant PRB miSiniy antimikrobinj poveikj PRB miS$iniai buvo sudaryti lygiomis
dalimis sumaisius padaugintas PRB ir 2 % Sio miSinio inokuliuota j Svieziai paruosta
mMRS terpg.

Difuzijos j agarq metodas. PRB MP ir NMP antimikrobinis poveikis prie$
indikatorinius mikroorganizmus buvo atliktas difuzijos j agarg metodu [251]. PRB
antimikrobinio poveikio vertinimui naudoti indikatoriniai mikroorganizmai pateikti
2.2 lenteléje. Indikatoriniy bakterijy ir mieliy lasteliy suspensija ruosta naudojant
McFarland‘o standarta Nr. 1 (~10® KSV/ml). Vertinant PRB BPM antimikrobinj
poveikj B. subtilis ir B. thuringiensis sporoms, bakterijy méginiai kaitinti 80 °C
temperatiroje 15 min. Po 100 pl paruostos indikatoriniy mikroorganizmy
suspensijos iSpilstyta j Petri IeékSteles ir uzpilta po 20 ml iki 45 °C temperatiiros
atvésintos atitinkamos mitybinés terpés. Antimikrobinio poveikio jvertinimui prie§
mikroskopinius grybus buvo ruosta jy spory suspensija iki ~10° spory gazonui, kuri
po 1 ml iSpilstyta i léksteles. Sustingus terpei, steriliu cilindru iSpjautos 6 mm
skersmens jdubos ir agaras paSalintas. | Sulinélius dozuota po 100 ul méginio. Petri
lekstelés su paséliais inkubuotos termostate — indikatoriniams mikroorganizmas
parinktose temperatiiroje (2.2 lent.). Antimikrobinis PRB poveikis prie§ bakterijas
jvertintas po 24 val., 0 prie§ mikroskopinius grybus — po 3—4 pary. Vertinta skaidri
zona (augimo slopinimo) apie jdubg, iSmatuojant skaidrios zonos aplink jduba
skersmen] horizontalia ir vertikalia kryptimis. IS gauty duomeny iSvestas vidurkis
bei apskaiciuotas slopinimo zonos skersmuo (iSreikStas mm). VisiSkai skaidri zona
vertinta kaip fungicidinis poveikis, o tas atvejis, kai indikatoriniy mikroorganizmy
augimas ar spory susidarymas buvo prislopintas, bet ne sustabdytas, buvo vertinama
kaip fungistatinis poveikis. Baltyminés kilmés antimikrobiniy komponenty —
bakteriociny patvirtinimui atliktas testas su proteolitiniais fermentais. Jautrumas
proteinazei K, tripsinui, pepsinui ir chimotripsinui patikrintas, sumaisius NMP su
fermentais (0,5 pg/ml) ir inkubavus 30 min 37 °C temperatiiroje.

Vertinant PRB lasteliy antimikrobinj poveiki prie§ indikatorinius
mikroorganizmus, iSplautos PRB Igstelés naudojant sterilia mikrobiologing kilpele
uzdétos 3—4 mm skersmens taSkeliais ant sustingusio agaro, paruosto pagal auksciau
pateikta metoda.

Kaip kontroliniai méginiai mikroskopiniams grybams naudoti antigrybiniai
preparatai: nistatinas 100 AV (Liofilchem, Italija), flucitozinas 1 pg (Liofilchem,
Italija) ir itrakonazolis 50 pg (Liofilchem, Italija), o bakterijoms — streptomicinas 10
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Hg ir tetraciklinas 30 pg (Liofilchem, Italija). Preparatai diskelio formos (skersmuo
6 mm) uzdéti ant agaro, paruosto su indikatoriniais mikroorganizmais.

Papildomai jvertinta 5 % pieno rugsties, 5 % acto riigsties, 1 % gintaro riigSties
ir 0,3 % benzenkarboksirtigsties tirpaly ir neutralizuoty iki pH veréiy 6,5 $iy tirpaly
antimikrobinis poveikis prie$ indikatorinius mikroorganizmus.

2.2.2. Pieno rugsties bakterijy iSskyrimas i§ pramoniniy duonos raugy

10 g raugo ir 90 ml sterilaus fiziologinio NaCl tirpalo (9 g/l) homogenizuota
(Stomacher 400, Seward medical, Londonas, JK). I§ gautos suspensijos ruo$ti nuo
10 iki 107 skiediniai. Atitinkamai 10 ir 107 skiediniai paséti j Petri léksteles su
mMRS agaru. Lékstelés inkubuotos temperatiirose pagal kepykly rekomendacijas
(2.3 lent.), sudarius anaerobines salygas (AeroGen, Oxoid). Po keturiy pary
skaiCiuotos iSaugusios kolonijos ir nustatytas PRB skaiCius kolonijas sudaranciais
vienetais viename grame raugo (KSV/g). Atsitiktinai pasirinktos bakterijy kolonijos
(i kiekvieno raugo meéginio po 24 PRB) iSgrynintos, perséjant i naujas léksteles.
I$skirtos ir mMRS terpéje padaugintos PRB lgstelés suspenduotos 25 % glicerolio
tirpale ir saugotos tolimesniems tyrimams (fitazinio aktyvumo nustatymui bei
genetiniam identifikavimui) —80 °C temperatiiroje.

2.2.3. Fitaziniu aktyvumu pasizyminciy pieno riigsties bakterijy atranka

I3skirtos i3 raugy PRB daugintos 10 ml mMRS sultinio 35 °C temperatiiroje 18
val. Nuosédos surinktos centrifuguojant (6000 g, 10 min, 4 °C) ir po to plautos 3
kartus 20 ml steriliu 0,9 % NacCl tirpalu ir jame suspenduotos (600 nm bangos ilgio
monochromatinio spindulio sugertis tiriamaja suspensija (MSSsq0) buvo lygi ~ 1)
(Aligent 8435 Spectrophotometer). Minimalaus maistingumo mitybiné terpé (MMT)
ruoSta pagal Herbert ir bendraautorius [252] su tam tikromis modifikacijomis.
MMT, papildyta neorganiniu fosforu KH,PO, (6 g/l) (MMT+P), buvo naudota kaip
teigiamas kontrolinis méginys. Ta pati terpé be fosforo Saltinio naudota, kaip
neigiamas kontrolinis méginys (MMT-P). MMT mitybiné terpé, papildyta fito
rigsties dikalio druska (0,74 g/I) (MMT+FIT), buvo naudota PRB fitazinio
aktyvumo jvertinimui. MMT komponenty sudétis pateikta 2.5 lenteléje. Prie§
sterilizavimg (15 min, 121 °C) mitybiné terpé ruoSta be aminoriigi¢iy, vitaminy,
gelezies sulfato ir fito riigSties dikalio druskos dél Siy medziagy jautrumo
temperatiirai. Atvésinus mitybine terpe iki 46 °C temperatiiros, sudéti vitaminy,
aminoragséiy, gelezies sulfato ir fito rugsties dikalio druskos tirpalai, steriliai
filtruoti pro 0,2 um membraninius celiuliozés filtrus (Sigma-Aldrich, Vokietija).
PRB fitazinio aktyvumo jvertinimui naudoti du testai: naudojant mitybines agaro ir
skysta terpe pagal Nuobariene ir bendraautorius [185] su tam tikromis
modifikacijomis.

PRB fitazinio aktyvumo jvertinimo testas, panaudojant mitybing agaro terpe.
ISplautos ir suspenduotos PRB steriliame 0,9 % NaCl tirpale (MSSgy ~ 1) sétos po 2
pl ant MMT+P, MMT-P ir MMT+FIT mitybiniy agaro terpiy. Lékstelés inkubuotos
35 °C temperatiiroje 4 dienas, sudarant anaerobines sglygas. PRB kultiiry gebéjimas
augti terpése su fitatais, kaip vieninteliu fosforo Saltiniu, palygintas su augimu
terpése, ruostose su neorganiniu fosforu ir be jo.
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PRB fitazinio aktyvumo jvertinimo testas, panaudojant skystqg mitybing terpe.
PRB fitaziniam aktyvumui stebéti j mikro 1€kstelés celes supilstyta po 200 pl MMT
terpés ir po 2 pl suspenduoty 0,9 % NaCl tirpale (MSSgo ~ 1) PRB lasteliy.
Lékstelés inkubuotos 35 °C temperatiroje. 600 nm bangos ilgio monochromatinio
spindulio sugerties matavimai atlikti po 8, 16, 24, 32, 40, 48 ir 72 val.
spektrofotometru (Power Wave 200, Bio-Tek Instruments).

2.5 lentelé. MMT sudétis
Medziaga, g Kiekis, ml
’ MMT+P MMT-P MMT+FIT

Aminoragsciy ir vitaminy tirpalai* + + +
Maltozé 7 7 7
Gliukozé 7 7 7
Fruktozé 7 7 7
Natrio gliukonatas 2 2 2
Natrio acetatas - 3 H,O 5 5 5
(NHy), citratas 4 4 4
MgSO, - 7 H,0 0,1 0,1 0,1
MnSO, : 4 H,0 0,05 0,05 0,05
FeSQ, - 7 H,O 0,02 0,02 0,02
Cisteino-HCI - H,0O 0,5 0,5 0,5
KCI - 3,28 3,21
KH,PO, 6 - -
Kalio fitatas - - 0,74
Tveen 80, ml 1 1 1
0,2 M sukcinato buferis, ml 500 500 500
Demineralizuotas vanduo, ml 500 500 500

Sureguliuotos su 1 M HCI pH vertés buvo 5,5

*aminoragstys: po 0,1 g/l L-alanino, L-arginino, glicino, L-histidino, L-isoleucino, L-leucino, L-lizino,
L-metionino, L-fenilalanino, L-prolino, L-serino, L-treonino, L-triptofano, L-tirozino, L-valino, po 0,2
o/l L-asparagino, L-asparto rtgsties, L-cisteino, L-glutamino, L-glutamo rugsties; vitaminai: 0,0005 g/1
tiamino, 0,002 g/l vitamino Bg, 0,005 g/l riboflavino, po 0,001 g/l vitamino B, biotino, folio rugsties,
nicotino ruigsties, kalcio pantotenato; po 0,01 g/l p-aminobenzoato, pantoteno riigsties; basés: po 0,01
g/l guanino, adenino, ksantino, timino, uracilo

2.2.4. Genetinis pieno rigsties bakteriju identifikavimas

Fitaziniu aktyvumu pasizymincios PRB buvo suskirstytos | rusis ir por@isius,
pasinaudojant pasikartojancio sekvenavimo polimerazés grandininés reakcijos (ps-
PGR) metodu ir identifikuotos 16S rDNR geno sekos amplifikacijos polimerazés
grandininés reakcijos metodu. PRB DNR iSskirta naudojant Sigma GenEluteTM
Bacterial Genomic Kit paketa pagal gamintojy rekomendacijas gramteigiamoms
bakterijoms. I$skirta DNR laikyta —20 °C temperatiiroje.

ps-PGR amplifikacija atlikta pagal Versalovic ir bendraautorius [253]
naudojant DAp GoldStar polymerase Kit (Eurogentec, Belgija) rinkinj. 1 pl i$skirtos
DNR suspensijos sumaiSyta su 24 pl PGR reakcijos miSiniu, kuris paruostas
sumaisant 4,0 ul 1,25 mM dNTP, 2,5 ul 10xPGR buferio, 0,3 ul polimerazés, 2 ul
50 mM MgCl,tirpalo, po 1 pl pradmens (5’-IIINCGNCGNCATCNGGC-3) ir (5°-
NCGNCTTATCNGGGCCTAC-3’) (Eurofins MWG Operon, Ebersbergas,
Vokietija) ir 13,2 pl vandens. PGR atlikta termocikleryje (GeneAmp PCR System
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9700, Perkin-Elmer, Stratagene, Kalifornija, JAV) pagal Christiansen ir
bendraautorius [254].

Amplifikuoto ps-PGR produkto elektroforezé vykdyta 5 val. naudojant 120 V
itampa. Po elektroforezés gelis (1,2 % agarozés) iSlaikytas per nakt] voneléje su
Svieziai paruostu SYBR zaliuoju (Thermo Fisher Scientific, Lietuva) (1:20000) ir
fotografuotas UV §viesoje (Alpha Innotech, Kanada). Gautos nuotraukos analizuotos
suskirstant PRB ] atskiras grupes pagal palikty atspaudy ypatumus. I§ kiekvienos
grupés atrinkta po vieng PRB jy identifikavimui 16S rDNR geno sekos
amplifikacijos PGR metodu.

Amplifikuoty DNR meéginiy paruosimas sekvenavimui buvo atliktas taip: 1 pl
iSskirtos DNR suspensijos sumaiSyta su 49 pl PGR reakcijos miSiniu, kuris
paruo$tas sumaisant 26 ul ,,Green Mix* (Thermo Fisher Scientific, Lietuva), po 2,5
pl pradmens 5 pM 16S-27F (5°-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) ir 16S-
1540R (5’-TAC GGY TAC CTTGTT AGG ACT-3), 0,5 pl formamido, 17,5 pl
vandens. PGR reakcija vykdyta termocikleryje pagal Tuma ir bendraautorius [255]:
1 ciklas — 5 min 95 °C temperatiroje; 35 ciklai — 30 sek. 95 °C temperatiiroje, 30
sek. 60 °C temperataroje ir 1 min 72 °C temperaturoje; 1 ciklas — 7 min 72 °C
temperatiroje. Amplifikuotos DNR sekvenavimas atliktas Macrogen Inc.,
Olandijoje. Po sekvenavimo gautos PRB 16S rDNR sekos sudéliotos naudojant CLC
Main Workbench 6 (CLC bio A/S, Aarhus) programg ir palygintos su Nacionalinio
biotechnologijos informacijos centro bakterijy banko sekomis
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Denatiruojancio gradiento gelio elektroforezé  (DGGE) atlikta pagal
Kopenhagos universitete, Gamtos moksly fakultete, Maisto mokslo katedroje
sudarytg protokola. 10 g raugo ir 90 ml 0,9 % NacCl tirpalo homogenizuota 40 ml
homogenizato ir centrifuguota (1000 g, 5 min, 4 °C). 20 ml centrifugato perpilta j
naujg mégintuvélj ir vél centrifuguota (5000 g, 10 min, 4 °C). I§ gauty nuosédy
ekstrahuota PRB DNR naudojant Sigma GenElute™Bacterial Genomic Kit paketa
pagal gamintojy rekomendacijas gramteigiamoms bakterijoms. 1 ul iSskirtos DNR
suspensijos sumaiSyta su 49 pl PGR reakcijos miSiniu, kuris ruostas sumai$ant su 26
ul ,,Green Mix“ tirpalu, po 2,5 pl 5 uM pradmenis PRBA338fGC ir PRUN518r, 0,5
pl formamido, 0,5 pl jauéio serumo albumino ir 17,0 ul vandens. PGR reakcija
vykdyta termocikleryje ciklais: 1 ciklas — 5 min 95 °C temperatiiroje; 35 ciklai — 30
sek. 95 °C temperatiiroje, 30 sek. 60 °C temperatiroje ir 1 min 72 °C temperatiiroje;
1 ciklas — 7 min 72 °C temperatiiroje.

DGGE analizei gelis ruostas i$ tirpaly: A (1 ml 50 karty koncentruoto tris-
acetato-etilendiaminotetraacto rugsties buferio (50xTAE), 225 ml 40 %
bisacrilamido, 26 ml formamido, 27,3 g karbamido ir praskiesta vandeniu iki 100
ml) ir B (1 ml 50xTAE buferio, 22,5 ml 40 % bisacrilamido, 12 ml formamido, 12,6
g karbamido ir praskiesta vandeniu iki 100 ml). Gelis paruostas uzpildant
elektroforezés sistemos kasete A ir B tirpalais, sudarius koncentracijos gradienta. 20
% amonio persulfato tirpalas ir tetrametiletileno tiaminas naudoti kaip katalizatoriai
akrilamido polimerizacijai ruoSiant gelj elektroforezei. VirSutinis gradiento gelio
sluoksnis uzpildytas tirpalu, ruostu i§ 100 ul 50xTAE buferio, 2,25 ml 40 %
bisacrilamido ir praskiesta vandeniu iki 10 ml. Polimerizacijos reakcija katalizuota
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100 pl 20 % amonio persulfatu ir 10 pl tetrametiletileno tiamino. Elektroforezés
salygos: 120 V, 300 mA, 16 val., 60 °C temperatiira. Gelis po elektroforezés dazytas
Syber Gold (300 ml 0,5xTAE buferio ir 25 ul Syber Gold) tirpale ir fotografuotas
UV Sviesoje.

2.2.5. Pieno riigsties bakteriju fitazinio aktyvumo nustatymas

PRB fitazés katalizuoja fitato hidrolize, kurios metu atsiskiria fosforas.
Fitazinio aktyvumo vienetas apibréziamas PRB fermentinio ekstrakto kiekiu,
reikalingu i$laisvinti 1 nmol neorganinio fosforo per min naudotomis matavimo
salygomis. PRB fitazinis aktyvumas nustatytas pagal Nuobariene ir bendraautorius
[185].

PRB kultiry paruosimas fitazinio aktyvumo nustatymui. PRB daugintos
Svieziai paruostame 50 ml mMRS sultinyje (Erlenmejerio kolboje) 24 val. 35 °C
temperattiroje. PRB nuosédos surinktos centrifuguojant (6000 g, 10 min, 4 °C),
plautos du kartus 50 ml demineralizuotu vandeniu ir vieng karta 25 ml MMT+FIT
terpe. Po plovimo suspenduotos PRB Iastelés inokuliuotos 100 ml Svieziai
paruostoje MMT+FIT mitybinéje terpéje (MSSgo ~ 0,1) ir daugintos 48 val. 35 °C
temperatiroje. Nustatytas PRB skaicius s¢jant ant mMRS agaro.

PRB ekstrakto fitazinio aktyvumo nustatymui paruoSimas. RuoSiant PRB
ekstralgstelinio fitazinio aktyvumo nustatymui, PRB kultaros daugintos 48 val.
MMT-FIT terpéje ir centrifuguotos (5000 g, 10 min, 4 °C). Surinkti supernatantai
filtruoti pro 2 um celiuliozés membranos filtrg. RuoSiant PRB intralgstelinio
fitazinio aktyvumo nustatymui, gautos po centrifugavimo PRB nuosédos du kartus
plautos 20 ml natrio acetato buferiu (0,2 M, pH=5,5), pakartotinai centrifuguotos ir
suspenduotos 5 ml natrio acetato buferyje (0,2 M, pH=5,5). Po to geresniam lgsteliy
suardymui suspenduotos nuosédos papildytos 1 g stiklo rutuléliy (425-600 pm,
Sigma) ir mechaniskai ardytos purtykléje (3000 min™) penkis kartus po 1 min, tarp
ardymy po 1 min atvésinant turinj lede. Suardyta PRB Iasteliy suspensija
centrifuguota (6000 g, 10 min, 4 °C) ir nufiltruota. Visoms tirtoms PRB kultiiroms
ekstrakty ruos§imo bandymas kartotas tris kartus.

PRB fitazinio aktyvumo jvertinimas spektrofotometru. Reakcijos miSinys
sudarytas i§ 0,02 ml paruosto PRB fermentinio ekstrakto tirpalo ir 0,08 ml natrio
acetato buferio (0,2 M, pH=5,5), sudétyje turin¢io 3 mM Kkalio fitato. Reakcija
vykdyta 30 °C temperatiiroje. Reakcija buvo stabdoma kas 15 min (0, 15, 30, 45 ir
60 min), pridéjus 0,1 ml 10 % trichloracto rtigsties (TCA). Neigiamas kontrolinis
méginys (be kalio fitato) ruostas sumaisant 0,02 ml fermento tirpalo su 0,08 ml
natrio acetato buferiu (0,2 M, pH 5,5). Po 60 min reakcija stabdyta 10 % TCA
tirpalu. Tusc¢ias méginys ruoStas PRB fermentinj tirpalg pakeifiant natrio acetato
buferiu. 0,2 ml reakcijos misinio sumaisyta su 1,6 ml spalvinés reakcijos reagentu (1
dalis 10 mM (NH4)sM0;0,4-4H,0 : 1 dalis 2,5 M H,SO, : 2 dalys acetono) pagal
Olstorpe ir bendraautorius [256]. Reakcijos trukmé — 20 min. 335 nm UV spindulio
sugertis gautu tirpalu iSmatuota spektrofotometru (Accu reader M965, Metertech).
Fosforo koncentracijos nustatymui sudaryta kalibravimo kreivé, naudojant KH,PO,4
koncentracijas 0-3,23 pmol/ml ribose.
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Fermentinis aktyvumas isreikitas nmol neorganinio fosforo, islaisvinto 10™
PRB lgsteliy per 1 min esant 30 °C temperatirai, pH=5,5 i§ 3 mM fito riigsties
dikalio druskos.

2.2.6. Mineraliniy elementy kiekio kvietiniuose kepiniuose nustatymas

Mineralinés medziagos kepiniuose nustatytos pagal AACC metodg 40-70
[257]. 5 g kepinio méginio iSdziovinta (105 °C temperatiiroje) krosneléje,
apanglinta, apdorota HNO; (1:1) ir sausai mineralizuota mufelinéje krosnyje 500 °C
temperatiiroje. Po to pelenai apdoroti 10 ml koncentruota HCI, nusausinti kaitinant ir
istirpinti 20 ml 2 M HCI. Gautas tirpalas kaitintas iki uzvirimo, filtruotas j 100 ml
matavimo kolbg bei praskiestas iki 100 ml. Méginiai tirti atominiu absorbciniu
spektrometru (Spectr AA-Plus). Kalcio, mangano, gelezies ir cinko koncentracijos
apskaic¢iuotos i§ kalibraciniy kreiviy, kurios sudarytos ruosiant CaCOs, FeSO, 7H,0,
MnSO,, ZnSO, 7H,0 tirpalus jvairiomis koncentracijomis. Fosforo kiekis buvo
nustatytas standartiniu spektrofotometriniu molibdatiniu metodu (LST EN
1136:2000).

Tirpiy mineraliniy medziagy junginiy nustatymas atliktas pagal Ziaukienés
aprasyta metoda [258], atlikus keletg pakeitimy. Tiriant tirpiy mineraliniy medziagy
junginiy kiekj, 10 g méginio buvo uzpilta 50 ml distiliuoto vandens, ekstrahuota 30
min ir centrifuguota. Gautos nuosédos pakartotinai ekstrahuotos 0,9 % NaCl tirpalu
(pH 2,0) 30 min ir centrifuguota (3000 g, 5 min). Gautos nuosédos perplautos 50 ml
0,9 % NacCl tirpalu (pH 7,0), ekstrahuotos 30 min ir centrifuguotos (2000 g, 5 min).
Nuosédos pakartotinai plautos 30 ml H,O ir centrifuguotos, o gauti centrifugatai
sujungti ir isdziovinti (105 °C temperatiiroje) krosneléje. Mineraliniy medZiagy
nustatymas atliktas pagal auksciau aprasyta AACC metoda 40-70 [257].

2.2.7. Terpés ir fermentacijos salygu itakos pieno riigsties bakteriju aktyvumui
nustatymas

Vertinant mitybiniy terpiy ir pradinio inokuliato Kiekio jtakag PRB augimui ir
BPM susidarymui, pirmam tyrimy etape pasirinktos mMRS ir MRS terpés ir 0,01 ir
2 % PRB inokuliatas. PRB daugintos 48 val. termostate (2.1 lent.). Spektrofotometru
kas 3 val. matuota 600 nm bangos ilgio monochromatinio spindulio sugertis
tiriamaja terpe ir lygiagreciai ruo$ti PRB supernatanty méginiai BPM antimikrobinio
aktyvumo nustatymui difuzijos j agarag metodu (2.2.1 skyrius).

Vertinant mitybinés terpés komponenty ir fermentavimo salygy (terpés pH
veréiy ir temperatiiros) jtaka, BPM aktyvumas isreikStas aktyvumo vienetais,
tenkanciais vienam mililitrui supernatanty (AV/ml) pagal Altuntas ir bendraautorius
[109]. Aktyvumo vienetas apibréziamas kaip didziausias dviejy matavimy
praskiedimas, kuriam esant dar nustatomas aiskus antimikrobinis aktyvumas prie$
indikatorinj mikroorganizma, ir apskaic¢iuojamas pagal 2.1 formulg:

KS -1000
AV/ml=——— 21
50
¢ia: KS — kritinis dviejy matavimy vidutinis skiedimas, kuriam dar esant pasireiské aiskus

antimikrobinis poveikis; 50 — kiekis, naudotas antimikrobiniam poveikiui vertinti (ul); 1000 —
perskaiCiavimas j mililitrus.
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Vertinant azoto $altinio jtaka BPM antimikrobiniam aktyvumui tirtas triptono,
peptono, mésos ir mieliy ekstrakto poveikis, koncentracijy ribose 0-20 g/l.
Nagrinéjant anglies Saltinio jtaka BPM aktyvumui vertintas cukry: gliukozés,
fruktozés bei maltozés poveikis koncentracijy ribose 0-21 g/l. Vertinant mineraliniy
medZziagy poveikj BPM aktyvumui, tyrimams naudota K;HPO,4-3H,0 (1,6-10 g/l);
MgSQ,4 7H,0 (0,05-0,5 g/l); MnSO,4-4H,0 (0,025-0,2); FeSO,-7H,0 (0-0,4 g/l). Be
to, tirtas kity terpiy komponenty: natrio gliukonato (1-10 g¢/l); natrio acetato
trihidrato (2,5-15 g/l); cisteino-HCI-H,O (0,25-5 g¢/l); tween 80 (0,5-5 mi/l);
vitaminy: tiamino hidrochlorido, kobalamino, folio ruigsties ir D,L-6,8-tioktinés
ragsties (1 mg/l) poveikis BPM aktyvumui. Vertinta temperatiiros (auginant PRB 20,
25, 30 ir 35 ° C) ir pH ver¢iy (pries§ fermentacijg su 1 M HCI pH vertes sureguliavus
iki 4,5, 5,5 ir 6,5) jtaka BPM aktyvumui.

Pieno rigsties ir jos izomery Kiekio nustatymas. Pieno ragsties ir jos izomery
kiekis nustatytas naudojant fermentinj testa K-DLATE 08/11 (Megazyme
International Ireland Limited, Airija) pagal gamintojy rekomendacijas. Tam pasverta
2 g méginio, praskiesta distiliuotu vandeniu iki 50 ml, maiSyta 10 min ir ekstraktas
filtruotas per popierinj filtra. Filtratas pernestas i 100 ml matavimo kolba ir
praskiestas iki zymés distiliuotu vandeniu. Tokiu biidu paruosti méginiai naudoti
pieno riigsties ir jos izomery nustatymui.

2.2.8. Bioprodukto reologiniy savybiu tyrimas

Bioprodukto reologinés savybés (kietumas, tirStumas ir lipnumas) tirtos
TAXT. plus tekstiros analizatoriumi (Stable Micro Systems Ltd., Jungtiné
Karalysté). Tam 46 g masés bioprodukto méginiai jdéti j cilindro formos 59 mm
skersmens indelj ir spausti iki 10 mm méginio suspaudimo, spaudimo jéga — 5 g,
greitis — 1 mm/sek., naudotas 35 mm skersmens cilindrinis plastmasinis plunZzeris.
Kiekvienas tyrimas kartotas du kartus.

2.2.9. Pieno rugsties bakterijy bioprodukto iSbandymas griidy sékly biologinés
tarSos mazinimui ir sveikatingumo didinimui

Gridy apvélimo PRB suspensijomis testai. PRB antigrybinio aktyvumo
jvertinimui kvieciy grudai apvelti (apdoroti) padaugintomis PRB kultiromis MRS
terpéje (2.1 lent.) ir technologingje bulviy suléiy terpéje, papildytoje 5 %
ekstruduoty ryziy ir 0,2, 0,1 ir 2 g/l atitinkamai MgSO, 7H,0, MnSQO,4-4H,0 ir
cisteino-HCI-H,O priedais. Kontrolinis méginys ruostas vandeniu apvélus gradus.
Visi laboratoriniai tyrimai atlikti trim etapais.

| etape kvieCiy grudy sékly ‘Grami’ apvélimui naudota 10 ml PRB
bioprodukto (ruosto i§ MRS) 100 g griidy sékly. Vertinta PRB bioprodukto jtaka
tokiems kriterijams: Fusarium genties infekcijos lygiui séklose skirtingose
inkubavimo salygose: 10, 15, 20 ir 25 °C temperatiirose (agarizuoty terpiy metodas);
daigy ir Sakny ligotumui (rulony metodas), sékly daigumui, daigy auksCiui, Sakny
ilgiui (kiuveciy metodas).

Il etape kvieCiy grudy séklos ‘Grami’ buvo apdorotos skirtingu PRB
bioprodukto (ruosto i§ MRS) kiekiu: 10, 20 ir 30 ml 100-ui g séklos. Vertinta PRB
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bioprodukto jtaka Fusarium genties infekcijos lygiui séklose inkubuojant 20 °C
temperatiiroje (agarizuoty terpiy metodas).

Il etape, atsizvelgiant j pirminius rezultatus, kvie¢iy grudy sékly ‘Triso’
apdorojimui atrinkta P. pentosaceus KTUO5-10 padermé ir sudaryti du PRB
padermiy misiniai: 1 — KTUO05-7 ir KTU05-10; 2 — KTU05-6, KTU05-7 ir KTUOQ5-
10, iSbandyti bioprodukto gamyboje dauginant PRB MRS mitybinéje terpéje ir
technologinéje bulviy suliy terpéje, papildytoje 5 % ryziy ekstrudatais, 0,2 g/l
MgSQO,47H,0, 0,1 g/l MnSO44H,0 ir 2 g/l cisteino-HCI-H,O priedais. Kontrolinis
variantas — séklos, apveltos vandeniu. Vertinta PRB bioprodukty (20 g/100 g gridy
sékly) jtaka Fusarium, Alternaria, Cochliobolus sativus mikroskopiniams grybams
(agarizuoty terpiy metodas); daigy ir Sakny ligotumui, sékly pazeidimui Fusarium
genties ir Cochliobolus sativus grybais (rulony metodas).

Praskiedimo metodu nustatytas mikroskopiniy gryby kolonijas sudaranciy
vienety kiekis viename grame grudy (KSV/g), pas€jus ant bulviy dekstrozés agaro
(BDA\) terpés. Petri 1ékstelés su paruostais méginiais inkubuotos termostate 25+2°C
temperatiiroje. ISaugusios gryby kolonijos vertintos po 7 pary.

Agarizuoty mitybiniy terpiy metodu pagal Mathur ir Kongsdal [259], Fusarium
genties gryby infekcijos lygio nustatymui griidai buvo iSdélioti Petri lékstelése ant
BDA agaro terpés. Kiekvienoje léksteléje isdéliota po 10 sékly, i§ viso po 12
léksteliy kiekvienam tyrimo variantui. Petri 1ékStelés su analizuojamais griidais buvo
inkubuotos termostate 7 paras. Fusarium grybais pazeisty grudy kiekis procentais
jvertintas po 7 pary pagal morfologinius gryby ir konidijy pozymius naudojant
literatiiroje pateiktus apibtidintojus [259, 260, 261].

Rulony metodas. Tam ant sudrékinto filtrinio popieriaus juostos, 5-6 cm nuo
vir§utinio krasto, 1,5-2 cm atstumu viena nuo kitos isdéliota 50 vasariniy kvieciy
griidy sékly. IS virSaus séklos pridengtos drégna 7-8 cm plocio filtrinio popieriaus
juosta. Juostos su séklomis susuktos j rulonus, kurie galais pamerkti j atskirus
stiklinius indus su vandeniu ir laikyti 15-18 °C temperatiiroje 14 dieny [121, 262].
Pasibaigus inkubacijos periodui, rulonai i§vynioti ir Nustatytas sveiky ir jvairiais ligy
sukéléjais pazeisty, sudygusiy ir nesudygusiy sékly procentas. Atskirai suskai¢iuoti
sveiki ir paSaknio ligomis pazeisti daigai bei Saknys. Pazeidimo intensyvumas
jvertintas pagal 0-3 baly skale, kur: 0 baly— augalai sveiki; 1 balas — augalai silpnai
pazeisti, démés apima maziau nei 50 % stiebo; 2 balai — augalai vidutiniskai pazeisti,
démés apima daugiau nei 50 % stiebo, audiniai tvirti; 3 balai — augalai stipriai
pazeisti, démés apima 100 % stiebo, audiniai supuve. PaSaknio ligy intensyvumas
apskaiCiuotas pagal 2.2 formule:

2. (ab)
P= x 100 2.2
NK
¢ia: P — ligos intensyvumo indeksas, %; ab — pazeisty daigy arba stieby skaiCiaus ir

atitinkamo skalés balo sandaugy suma; N — bendras sveiky ir pazeisty daigy arba stieby
skaicius pavyzdyje; K — didziausias skalés balas.

Kiuveciy metodu pagal Dabkeviciy ir bendraautorius [263] atlikti dinaminiai
steb¢jimai: kiekvieng dieng vertinant sékly sudygimo procenta, daigy aukstj (mm) ir
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Sakny ilgj (mm). Analizés eiga: kiuvetés pries analiz¢ uzpildytos sudrékintu sméliu,
liniuote ar mentele nubraukiant smélio likucius, kad jis buity lygiai su sméliui skirtos
ertmés kraStais. Ant jo virSaus prispaustas sudrékintas juodas filtrinis popierius.
Séklos isdéliotos 0,5-1,0 cm atstumu nuo sméliu uzpildytos ertmés virSaus, po 10
vienety kiekvienoje kiuvetéje. Kiekvienam tyrimo variantui naudotos keturios
kiuvetés (pakartojimai). Kiuvetés su séklomis inkubuotos 25 °C temperatiiroje tol,
kol Saknelés pasieké kiuvetés apacia (5-6 dienos).

2.2.10. Bioprodukty panaudojimas ir ju antimikrobinio poveikio vertinimas
kepiniuose

Atliekant PRB fermentuoty produkty veikimo prie§ B. subtilis vertinima,
kvietiné duona ruosta naudojant 10, 15 ir 20 % P. pentosaceus KTUO05-9
fermentuoto bioprodukto (65 % drégnio) nuo milty masés. Kontrolinis kvietinés
duonos méginys ruostas tik su presuotomis mielémis ir B. subtilis (teigiama
kontrolé). B. subtilis spory suspensija (10* spory/g) pridéta pirmojo mai§ymo metu,
kartu su visais recepturiniais komponentais. Receptiira ir kepimo parametrai pateikti
2.1.3. skyriuje. I8kepti kepiniai patalpinti j plastikinj maiSelj ir laikyti 23 ir 30 °C
temperatiiroje Sesias dienas. Nustatyta trukmé iki kepiniy bulvinés ligos pirmuyjy
pozZymiy.

Tiriant antigrybinj PRB efekta kvietiniy kepiniy pavirSiui, atvés¢ kepiniai
apipurksti $viezia PRB lasteliy suspensija (~5-10* KSV/cm?). Kontroliniai méginiai
apipurk$ti nebuvo. Méginiai saugoti 8 dienas 15-16 °C temperatiiroje
polietileniniuose maisuose. Méginiai vertinti vizualiai: (-) ant pavirSiaus néra
mikroskopiniy gryby kolonijy; (+) maZos ir retos kolonijos; (++) pla¢ios kolonijos.

2.2.11. Bakteriofagy iSskyrimas ir gryninimas

Bakteriofagy paieska atlikta pagal Kopenhagos universitete (Danija), Gamtos
moksly fakultete, Maisto mokslo katedroje sudaryta schemg. Méginiai bakteriofagy
paieSkai buvo paruosti homogenizavus 10 g raugo ir 10 ml buferio (5,8 g/l NaCl, 2
g/l MgSQO,4:7H,0, 50 ml 1 M Tris-HCI, pH 7,5) ir centrifugavus (10 min, 5000 g, 4
°C). Gauti raugy supernatantai steriliai filtruoti pro 0,45 pm membraninius
celiuliozés filtrus. Bakteriofagy paieska atlikta dvisluoksnio agaro metodu pagal
Clokie ir bendraautorius [264], atlikus keleta pakeitimy. Skysta mMRS terpé,
papildyta 15 g/l agaru, naudota kaip apatinis sluoksnis, 0 kaip virSutinis sluoksnis
naudota mMRS terpé, papildyta 4 g/l agarozés. Svieziai padaugintos PRB Igstelés
sumais$ytos su iStirpinta agarozés terpe ir uzlietos ant pirmojo mMRS agaro
sluoksnio. Antrajam sluoksniui sustingus, dozuota po 3 ul paruosty raugy
supernatanty. Lékstelés iSlaikytos 22-48 val. kambario temperatiiroje, 0 lékstelés su
PRB, isskirtomis i§ lietuvisko ruginio raugo GL, inkubuotos 37 °C temperatiiroje.
Isskirti bakteriofagai gryninti maziausiai keturis kartus. Bakteriofagy gryninimas ir
koncentravimas atliktas pagal Sambrook [265], su keletu pakeitimy. Bakteriofagai
po dauginimo dideliame tiiryje (500 ml terpés) koncentruoti, naudojant 1 M NaCl ir
islaikant 1 val. 4 °C temperatiiroje. Supernatantai atskirti centrifugavus (8500 g, 10
min, 4 °C), nuosédos pasalintos, 0 supernatantai papildyti 10 % polietilenoglikoliu
6000. Istirpinus polietilenoglikolj, supernatantai iSlaikyti per naktj 4 °C
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temperatiiroje, po to centrifuguota (12500 g, 15 min, 4 °C). Po centrifugavimo
gautos nuosédos istirpintos buferyje (5,8 g/l NaCl, 2 g/l MgSO,7H,0, 50 ml 1 M
Tris-HCI, pH 7,5). Bakteriofagy gryninimas atliktas sudarius dviejy etapy CsCl
koncentracijos gradienta. Tam bakteriofagy suspensija perpilta j ultracentrifuginius
mégintuvélius (16x202 mm). Po to, naudojant Pastero pipetg, | mégintuvélio apacia
supilti tirpalai $ia tvarka: 2 ml 20 % sacharozés tirpalas, po 1 ml CsCl tirpalai: 1,3
g/ml; 1,5 g/ml ir 1,7 g/ml tankio. Méginiai centrifuguoti 25000 g 5 val., 15 °C
temperatiiroje (Beckman Coulter Optima L-80 XP ultracentrifuga). Centrifugavimo
metu bakteriofagai atskiriami pagal tankio skirtumus, nustatytas jy titras. Surinkti
bakteriofagai naudoti antrame gryninimo CsCl koncentracijos gradientu etape.
Meéginiai perpilti j ultracentrifuginius mégintuvélius (13x51 mm). | mégintuvélio
apacig naudojant Pastero pipete jpiltas 2,5 ml 1,5 g/ml CsCl tirpalas. Kaip treCias
sluoksnis naudotas 1,3 g/ml CsCl tirpalas. Méginiai centrifuguoti 38000 g 18-22
val. 15 °C temperatiiroje. Nustatytas sukoncentruoty ir i$gryninty bakteriofagy titras,
iSskirta jy DNR ir atliktas mikroskopavimas transmisiniu elektroniniu mikroskopu
(FEI, Eindhoven, Olandija). Bakteriofagai fotografuoti Megaiew G2 CCD
fotoaparatu (Olympus SIS, Miunsteris, Vokietija).

Bakteriofagy DNR ekstrakcija atlikta klasikiniu metodu. 500 pl i§grynintos ir
sukoncentruotos  bakteriofago suspensijos sumaiSyta su 20 upl 05 M
etilendiaminotetraacto ragsties, 1,25 pl (20 mg/ml) proteinazés K ir 25 pl 10 %
natrio dodecilsulfato ir inkubuota 1 val. 56 °C temperatiiroje. Susidares skaidrus
lizatas ekstrahuotas fenolio, chloroformo, izoamilo alkoholiu ir vél chloroformu.
DNR i$sodinta 3M natrio acetato (pH=7) ir lediniu 96 % etanolio tirpalu. Plauta 70
ir 96 % etanolio tirpalais, dZiovinta ir suspenduota 100 pl iSplovimo tirpale (Sigma
GenElute™Bacterial Genomic Kit).

2.2.12. Statistinis duomeny apdorojimas

Eksperimentai buvo Kkartoti 2-3 kartus, i§ gauty rezultaty iSvesti vidurkiai ir
apskai¢iuoti standartiniai nuokrypiai naudojant Excel programine jranga, be to
esminiai skirtumai jvertinti statistiniais metodais pagal Dunkano kriterijy (p < 0,05),
naudojant STATISTICA 11 kompiutering programine jranga.

Agarozés gelio spektrai analizuoti BioNumerics 7.1 kompiuterine programa
(Applied Maths NV, Sint-Martens-Latem, Belgija), apskai¢iuojant Dice koeficients.
Sudarytos dendrogramos pagal nesvertinés poros grupés metoda, aritmetiniy
vidurkiy klasterizacijos algoritmg (angl. unweighted pair group method with
arithmetic averages clustering algorithm, UPGMA).

Griidy pazeidimo patogeniniais grybais duomeny statistiniam jvertinimui
naudotas FiSerio testas, palyginimas atliktas su kontroliniu variantu, skirtumy tarp
vidurkiy esmingumas nustatytas pagal maziausig patikimumo skirtumo riba (R),
taikant 0,01 ir 0,05 tikimybés lygij, Fey ir P reikSmes [266].

54



3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. ISSKIRTY IS DUONOS RAUGU BAKTERIOCINUS GAMINANCIY
PIENO RUGSTIES BAKTERIJU ANTIMIKROBINIS POVEIKIS

Fermentacijos metu PRB gamina jvairius junginius, kurie ne tik suteikia
pageidauting produkto skonj ar aromata [267, 268], bet ir pasizymi antimikrobiniu
poveikiu jvairiems maisto gedimus ir ligas sukeliantiems mikroorganizmams [27,
61]. D¢l to ilgéja produkto vartojimo trukmeé ir padidéja jo sauga. Ple¢iant PRB
pritaikymo sritj maisto pramonéje bei ekologinéje zemdirbystéje, svarbu istirti jy
antimikrobinj poveikj ir veikimo mechanizmg jvairiems grudy ir maisto gedima bei
ligas sukeliantiems mikroorganizmams. Tam buvo tiriama: PRB lasteliy
antimikrobinis  poveikis; PRB  metabolizmo produkty/supernatanty (MP)
antimikrobinis poveikis; ir neutralizuoty iki pH veréiy 6,5 metabolizmo produkty
(NMP) antimikrobinis poveikis jvairiems mikroorganizmams, atkreipiant démes;j j
bakteriocinus panasiy medziagy susidarymg (BPM).

3.1.1. Pieno riigsties bakteriju metabolizmo produkty antimikrobinis poveikis

Fermentacijos metu PRB gamina ir j terpe iSskiria jvairius junginius,
pasizymincius antimikrobiniu poveikiu kai kuriems mikroorganizmams. Vertinant i§
raugy iSskirty PRB L. sakei, P. acidilactici, P. pentosaceus KTUO05-8, KTU05-9 ir
KTUO05-10 panaudojimo galimybes kity maisto produkty gamyboje buvo tirtas jy
metabolizmo produkty (supernatanty), susidariusiy fermentacijos metu, poveikis
jvairioms bakterijoms ir mikroskopiniams grybams.

PRB metabolizmo produkty (MP) antimikrobinis poveikis bakterijoms.
Vertinant PRB MP antibakterinj aktyvuma nustatyta, kad PRB sintetinami MP
efektyviai slopino jvairias patogenines bakterijas, i§skirtas i§ jvairiy darzoviy, grady,
maisto produkty, vandens ir ligoniy patologinés medziagos.

PRB MP antimikrobinis poveikis bakterijoms pateiktas 3.1 lentel¢je. PRB
pasizyméjo baktericidiniu poveikiu pries gramteigiamas B. subtilis ssp. subtilis ir B.
subtilis ssp. spizizenii padermes (slopinimo zony skersmuo agaro terpéje kito nuo
15,8+0,4 iki 22,5+0,6 mm) ir gramneigiamas bakterijas Ps. gladioli pv. aliicola, Ps.
cepacia, Ps. fluorescens biovar. V, Ps. marginalis, Ps. facilis, Ps. aureofaciens
biovar. 11, Ps. cichorii, Ps. fluorescens biovar. Il (slopinimo zony skersmuo agaro
terpéje buvo nuo 6,5+0,6 iki 22,5£0,6 mm). Ps. pseudoalcaligenes 11 buvo
slopinama tik P. pentosaceus KTUO05-9 ir KTUO05-10 padermiy gaminamy MP, tuo
tarpu Ps. fluorescens biovar. I augimg slopino tik P. pentosaceus KTUO05-10
padermé. L. sakei, P. acidilactici, P. pentosaceus KTU05-9 ir KTUO05-10 padermés
efektyviai slopino Ps. cepacia 7.2 augima (slopinimo zony skersmuo agaro terpéje
buvo nuo 15+0 iki 27,5+0,7 mm). 100 pl PRB MP antimikrobinis aktyvumas pries
Ps. cepacia ir Ps. marginalis padermes buvo 1,6-2,3 karto didesnis, lyginant su 10
Mg streptomicinu, kuris slopino visas tirtas bakterijas, i8skyrus Listeria genties,
iSskirtas i§ ligoniy patologinés medziagos. Tuo tarpu 30 pg tetraciklinas slopino
augima 21 i§ 28 tirty bakterijy padermiy. Vertinant PRB MP antimikrobinj poveikj

55



List. monocytogenes paderméms, kurios buvo isskirtos i§ zuvies, istirta, kad tik P.
acidilactici slopino List. monocytogenes 1.1, o prie§ List. monocytogenes 1.5 PRB
MP antimikrobiniu poveikiu nepasizyméjo. Vertinant PRB MP antimikrobinj
poveikj E. coli 1.10, nustatyta, kad P. acidilactici ir L. sakei pasizyméjo
antimikrobiniu poveikiu. E. coli ATCC 25922 buvo slopinama P. acidilactici, L.
sakei ir P. pentosaceus KTU05-10 MP (slopinimo zonos skersmuo agaro terpéje
buvo atitinkamai 8,3+0,5, 7,0+0 ir 8,8+0,5 mm). S. typhimurium ATCC 14028,
iSskirta i§ gyvuniniy audiniy, buvo slopinama visy tirty PRB MP. Testuotos PRB
nepasizyméjo antimikrobiniu poveikiu prie§ St. aureus ATCC 25923, bet P.
acidilactici pasizyméjo antimikrobiniu poveikiu prie§ B. cereus ATCC 10876.

PRB MP buvo antimikrobiSkai aktyviis prie§ jvairias i§ ligoniy patologinés
medZziagos iSskirtas patogenines bakterijas (E. coli, Ent. faecalis, St. aureus, B.
macerans, S. enteritidis, Micrococcus genties, Y. enterocolitica, Listeria genties, Ps.
aeruginosa), sukelian¢ias maisto apsinuodijimus ir jvairias ligas, pavojingas
zmogaus sveikatai. P. acidilactici pasizyméjo baktericidiniu poveikiu visoms
tyrimams naudotoms indikatorinéms bakterijoms (slopinimo zonos skersmuo agaro
terpéje buvo nuo 10£0 iki 24,5+0,7 mm). DidZiausias PRB MP antimikrobinis
poveikis pasireiské Micrococcus genties bakterijoms (iki 25£0 mm). P. acidilactici
ir P. pentosaceus KTUOQ5-9 pasizyméjo baktericidiniu poveikiu E. coli augimui
(slopinimo zony skersmuo agaro terpéje buvo atitinkamai 14,5+0,7 ir 10,5+0,7 mm),
0 kitos PRB pasizyméjo bakteriostatiniu poveikiu E. coli augimui. Baktericidiniu
poveikiu Ent. faecalis augimui pasizyméjo tik P. acidilactici, o bakteriostatiniu
poveikiu pasizymejo P. pentosaceus KTUO05-10 padermé.

100 upl L. sakei, P. acidilactici, P. pentosaceus KTU05-8 ir KTUO05-9
padermiy MP baktericidinis poveikis St. aureus augimui sudaré atitinkamai 82, 70,
85 ir 76 % 10 ug streptomicino poveikio, o lyginant su 30 pg tetraciklino poveikiu
buvo atitinkamai 27, 9, 31 ir 18 % didesnis PRB antimikrobinis poveikis. 100 ul P.
acidilactici, P. pentosaceus KTUO05-9 ir P. pentosaceus KTU05-10 MP
baktericidinis poveikis S. enteritidis prilygo 10 pg streptomicino poveikiui ir sudaré
atitinkamai 45, 50 ir 45 % 30 pg tetraciklino antimikrobinio poveikio. 100 pl PRB
MP efektyviai slopino Ps. aeruginosa (baktericidinis poveikis, lyginant su 30 ug
tetraciklinu, buvo nuo 32 iki 41 % didesnis, o lyginant su 10 pg streptomicinu — 2
kartus didesnis).

Papildomai jvertintas PRB miS$iniy sinergetinis poveikis antimikrobiniam jy
aktyvumui prie§ patogeninius mikroorganizmus (3.2 lent.) Pla¢iausiu antimikrobinio
poveikio spektru pasizyméjo PRB misinys, sudarytas i§ L. sakei, P. acidilactici ir P.
pentosaceus KTUO5-10 mikroorganizmy (slopinimo zony skersmuo agaro terpéje
buvo nuo 1040 iki 22,5+3,5 mm). Kiti miSiniai efektyviai slopino indikatorinius
mikroorganizmus, i$skyrus Ent. faecalis bakterija, kuri buvo slopinama tik L. sakei,
P. acidilactici ir P. pentosaceus KTU05-10 padermiy miSinio MP. Nors P.
acidilactici slopino Ent. faecalis, taciau kultivuojant ja miSinyje su L. sakei ir
visomis penkiomis PRB kartu, S$is antimikrobinis poveikis nepasireiské. Tai
patvirtina, kad kultivuojant PRB miSiniuose gali susidaryti kiti junginiai arba biti
iSskiriamos kitos jy koncentracijos. Naudojant sudarytus PRB miSinius PRB MP
sinergetinis antimikrobinis poveikis indikatorinéms bakterijoms nepasireiskeé.
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3.1 lentelé. Antimikrobinis PRB MP (100 ul) poveikis prie§ gram-/+ bakterijas

Slopinimo zony skersmuo agaro terpéje, mm

Indikatorinis L. sakei P. acidilactici  P. pentosaceus P. pentosaceus P. pentosaceus  Streptomicinas  Tetraciklinas
mikroorganizmas KTUO05-6 KTUO05-7 KTUO05-8 KTUO05-9 KTUO05-10 10 pg 30 pg

I§ maisto produkty ir vandens i§skirtos padermés
Gramteigiamos

B. thuringiensis 1.1 14,2404 17,3+0,5 14,740,5 17,2404 15,7+0,5 18,7+0,5 -
B. subtilis ssp. subtilis 17,5+0,6 18,8+0,5 21,540,6 21,540,6 22,540,6 15,5+0,5 8,2+0,4
B. subtilis ssp. spizizenii 15,8+0,4 16,5+0,6 18,5+0,6 18,5+0,6 18,5+0,6 15,3+0,6 14,7+0,6
List. monocytogenes 1.1 - 170 - - - 18+0 36x0
List. monocytogenes 1.5 - - - - - 17+0 3510
Gramneigiamos
Ps. gladioli pv. aliicola 3.1 1610 15,3+0,5 14,3+0,5 14,5+0,5 16,5+0,5 17,310 7,5+0,6
Ps. cepacia 1.1 17+0 14,2+0,4 14,7+0,8 15,5+0,5 15,0+0,6 7,5%0,6 -
Ps. fluorescens biovar. V3.3 14,5+0,5 14,8+1,0 15,2+0,4 14,7+0,5 14,010 21,0+1,2 -
Ps. marginalis 3.5 17,5+0,5 12,8+0,4 15,8+0,8 13,0+0,9 12,2+0,4 7,540,7 -
Ps. fluorescens biovar. V1.2 10,2+0,4 12,2+0,4 13,7+0,5 9,840,4 10,3+0,5 12,5+0,6 —
P. facilis 4.1 1340 13,2+0,4 12,5+0,5 11,7405 13,3+0,5 17,8+1,7 8,010
Ps. aureofaciens biovar. 1112.4.1 14,2410 14,8+0,8 13,8+0,4 16,0+0,6 17,0+0,6 30,040,8 11,5+0,6
Ps. marginalis 4.2 8,7+0,5 11,5+0,5 10,2+0,4 8+0 10,5+0,5 22,7429 10,7+£1,9
Ps. cichorii 7.3.1 12,2+0,4 11,5+0,5 9,2+0,4 12,3+0,5 12,2+0,8 15,8+1,0 -
Ps. fluorescens biovar 1112.1.1.1  12,3+0,5 14,5+0,5 12,7+0,5 16,7+0,5 13,0+0,6 17,8424 -
Ps. pseudoalcaligenes 11 — - — 11+0 24,0+0,7 21+0 31+0,7
Ps. cepacia 7.2 15,3+0,5 15+0 - 2710 27,5%0,7 19+0 30£0
Ps. fluorescens biovar. | - - - - 12+0 22+0 3510
E. coli 1.10 1310 14,3+0,6 - - - 170 16,5+0,7
ATCC kolekcijos padermés
Gramteigiamos
B. cereus ATCC 10876 - 9,510,6 - - - 17,3+1,0 n
St. aureus ATCC 25923 - - - - - 20%0 n
Gramneigiamos
E. coli ATCC25922 7+0 8,3+0,5 - - 8,8+0,5 18,0+0,8 n
S. typhimurium ATCC 14028 8,5+0,6 7,8+0,5 9,5+0,6 8+0,8 6,5+0,6 11,5+0,6 n

n — netirta; — - poveikis nepasireiské; antimikrobinis poveikis pateiktas jskaitant Sulinélio ir antibiotiky diskelio diametrus (6 mm)
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3.1 lentelé (t¢sinys). Antimikrobinis PRB MP (100 ul) poveikis prie§ gram-/+ bakterijas

Slopinimo zony skersmuo agaro terpéje, mm

Indikatorinis L. sakei P. acidilactici  P. pentosaceus P. pentosaceus P. pentosaceus  Streptomicinas  Tetraciklinas
mikroorganizmas KTUO05-6 KTUO05-7 KTUO05-8 KTUO05-9 KTUO05-10 10 pg 30 pg
I§ ligoniy patologinés medZiagos isskirtos padermés Gramteigiamos
Micrococcus genties 19+14 24,5+0,7 23,535 22457 2510 18 30
Ent. faecalis - 13+1,4 - - 11+1,4* 10* 29*
St. aureus 14+0 12+0 14,5+2,1 13+0,7 14,5+0,7* 17 11
B. macerans 14,5+0,7 1310 14,5+0,7 13,5+0,7 12+0* 18* 22
Listeria genties 10+0* 13+1,4 12,5+0,7 15+1,4 10+1,4 - 26
Gramneigiamos
Ps. aeruginosa 14,5+0,7 150 15,5+0,7 15+2,8 15+2,8 7 11
Y. enterocolitica 14,5+0,7 13,5+0,7 13,5+0,7 15+1,4 14+0 12 19
S. enteritidis 14+0* 100 - 10+0 11+1,4 10 20
E. coli 10,5+0,7* 14,5+0,7 11+0* 10,5+0,7 14,5+0,7* 13 17

* bakteriostatinis poveikis; n — netirta; — - poveikis nepasireiské; antimikrobinis poveikis pateiktas jskaitant Sulinélio ir antibiotiky diskelio diametrus (6 mm)

3.2 lentelé. Antimikrobinis PRB misiniy MP (100 pl) poveikis pries gram-/+ bakterijas

Slopinimo zony skersmuo agaro terpéje, mm

Indikatorinis L. sakei ir P. L. sakei, P. acidilactici ir P. P. pentosaceus KTUO05-8, L. sakei, P. acidilactici, P. pentosaceus

mikroorganizmas acidilactici pentosaceus KTU05-10 KTU05-9 ir KTUO5-10 KTU05-8, KTU05-9 ir KTU05-10
Gramteigiamos

Micrococcus genties 25,5+0,7 22,5+3,5 24,5+0,7 275+2,1

Ent. faecalis — 12,5+0,7 — -

St. aureus 15+0 15+1,4 1240 15+1,4

B. macerans 11,5+0,7 11,5+0,7 11+1,4 10+0

Listeria genties 13+1,4 13,5+0,7 1240 12,5+0,7
Gramneigiamos

Ps. aeruginosa 15,5+0,7 14,5+2,1 16+1,4 19+0

Y. enterocolitica 14+2.8 17,5+0,7 16,5+0,7 18+0

S. enteritidis 10,5+0,7 1040 11+1,4 10,5+2,1

E. coli 1040 11,5+0,7 1040 10,5+0,7

— - antimikrobinis poveikis nepasireiské; antimikrobinis poveikis pateiktas jskaitant $ulinélio diametra (6 mm)
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PRB MP antigrybinis poveikis. PRB MP poveikis mikroskopiniams grybams
pateiktas 3.3 lentel¢je. Papildomai atliki antigrybiniy preparaty (50 pg itrakonazolio,
100 AV nistatino ir 1 pg flucitozino) tyrimai. Stipriausiu antigrybiniu poveikiu
pasizyméjo nistatinas, kurio poveikis priklausé nuo indikatorinio mikroorganizmo
rusies, 0 flucitozinas fungicidiniu poveikiu pasizyméjo tik pries Penic. expansum.

PRB MP antigrybinis poveikis priklaus¢ nuo padermés ir indikatorinio
mikroorganizmo. Visy tirty PRB MP pasizyméjo fungicidiniu poveikiu prie§ F.
culmorum I ir 11 (slopinimo zonos skersmuo agaro terpéje sudaré nuo 9,0+0,8 iki
13,5+1,4 mm). Didziausiu fungicidiniu poveikiu prie§ F. culmorum I pasizyméjo P.
acidilactici ir P. pentosaceus KTU05-10 MP (slopinimo zonos skersmuo agaro
terpéje buvo po 12,0+0,8 mm) ir sudaré 67 % nistatino antimikrobinio poveikio.
PRB r@sis neturéjo reikSmingos jtakos MP antigrybiniam poveikiui prie§ F.
culmorum II. Islaikius léksteles su paséliais 10 pary, fungicidinis PRB MP poveikis
F. culmorum isliko.

Kiti mokslininkai, tyrinédami PRB, iSskirty i§ duonos raugy, antimikrobinj
poveikj mikroskopiniams grybams taip pat gavo teigiamus rezultatus. Lavermicocca
ir bendraautoriy [56] tyrimai pademonstravo, kad L. plantarum 21B, auginta viso
grido daliy kvietiniy milty terpéje, sintetino fenilpieno ir 4-hidroksi-fenilpieno
ragstis, kurios slopino mikroskopiniy gryby, priklausanciy Eurotium, Penicillium,
Fusarium gentims, augima. Hassan ir Bullerman [269] tyrinéta L. paracasei ssp.
tolerans, isskirta i§ duonos raugy, slopino F. proliferatum M 5689, M 5991 ir F.
graminearum R 4053, ta¢iau nepasiZyméjo antimikrobiniu poveikiu prie§ A. niger.
Tuo tarpu i§ lietuvisky spontaniniy duonos raugy iSskirtos PRB L. sakei, P.
acidilactici, P. pentosaceus slopino A. niger augimg ir spory susidaryma. PRB
padermiy antimikrobinio aktyvumo skirtumai gali biiti paaiskinami dél skirtingy
fermentacijos metu susidariusiy produkty ir jy koncentracijy.

L. sakei, P. acidilactici ir P. pentosaceus KTU05-8 padermiy gaminami MP
pasizyméjo fungicidiniu poveikiu F. poae (slopinimo zonos skersmuo agaro terpéje
buvo atitinkamai 9,3+1,0, 10,0+0,8 ir 9,0+0,8 mm), o P. pentosaceus KTUOQ5-9 ir
KTUO05-10 padermiy MP pasizyméjo fungistatiniu poveikiu pries §j mikroskopinj
gryba. 100 pl P. acidilactici MP fungicidinis poveikis F. poae augimui sudaré 74 %
nistatino (100 AV) poveikio.

P. acidilactici MP pasizyméjo fungicidiniu poveikiu prie§ F. solani (slopinimo
zonos skersmuo agaro terpéje buvo 9,0+0,8 mm), o kity PRB padermiy MP
pasizyméjo fungistatiniu poveikiu. Mandal su bendraautoriais [57] taip pat tyrinéjo
P. acidilactici antimikrobinj poveikj mikroskopiniams grybams. Jie nustaté, kad P.
acidilactici LAB5 gamina fenolinius junginius, pasizyminc¢ius placiu antimikrobinio
poveikio spektru prie§ mikroskopinius grybus. Be fenoliniy junginiy dauguma PRB
aerobinémis sglygomis gamina vandenilio peroksida [270], pasizymintj
antimikrobiniu poveikiu. Ponts su bendraautoriais [271] paskelbé, kad F.
graminearum spory dygimas galéjo biiti slopinamas biitent vandenilio peroksido.
Taciau literatiroje yra duomeny, kad grybai augimo metu gali suskaldyti vandenilio
peroksida. Gild ir Mayer [272] nustaté, kad Botrytis cinerea gali greitai suskaldyti
vandenilio peroksida, ir dél to gali pasireiksti tik fungistatinis, o ne fungicidinis
poveikis. Mikroskopiniai grybai augimo metu galéjo suskaldyti tirty PRB L. sakei,
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P. acidilactici ir P. pentosaceus MP tam tikrus junginius, pasizyméjusius
antimikrobiniu poveikiu. Dél to galéjo pasireiksti PRB L. sakei, P. acidilactici ir P.
pentosaceus KTUO05-8, KTUO05-9 ir KTU05-10 padermiy MP fungistatinis (bet ne
fungicidinis) poveikis A. versicolor, Penic. chrysogenum, F. avenaceum, Penic.
expansum ir A. niger mikroskopiniams grybams.

Visy tirty PRB MP nepasizyméjo nei fungistatiniu, nei fungicidiniu poveikiu
Penic. verrucosum, Alt. alternata, Penic. cyclopium ir A. tereus mikroskopiniy
gryby augimui.

Vertinant PRB MP antimikrobinj poveikj jvairiy gen¢iy mieléms (3.4 lent.),
nustatyta, kad P. pentosaceus KTUO05-9 pasizyméjo fungistatiniu poveikiu C.
pelliculosa mieliy augimui (slopinimo zonos skersmuo agaro terpéje buvo 11,5+1,3
mm), o L. sakei, P. pentosaceus KTUO05-8 ir KTU05-10 padermiy MP pasizyméjo
fungistatiniu poveikiu Pi. farinosa augimui (slopinimo zony skersmuo agaro terpéje
buvo atitinkamai 11,3+1, 10,0+0,8 ir 11,0+0,8 mm). Be to, nustatytas L. sakei
fungistatinis poveikis Pi. membranifaciens mieléms (slopinimo zonos skersmuo
agaro terpéje buvo 10,0£0 mm). IS antigrybiniy preparaty aktyviausias buvo
nistatinas, kuris pasizyméjo fungicidiniu poveikiu prie§ visas testuotas mieles. PRB
MP nebuvo antimikrobiskai aktyvis pries Aure. pullulans, C. kruisii, D. vanrijiae,
G. fermentants, K. lodderae, Pi. fermentans, R. rubra ir Sc. cerevisiae mieles.
Tyrimy rezultatai parodé, kad PRB MP buvo labiau aktyviis pries pelésinius grybus,
nei prie$ mieles. Magnusson ir Schnirer [274] taip pat nustaté, kad i$ siloso i$skirtos
L. coryniformis antimikrobinis poveikis prie§ mieles buvo gerokai mazesnis ir
siauresnio veikimo spektro, nei prie§ jvairius pelésinius grybus.

Vertinant sudarytus PRB miSinius sinergetinis antimikrobinis PRB MP
poveikis prie§ mikroskopinius grybus pasireiské vieninteliu atveju ir tik prie§
indikatorinj mikroorganizma Alt. alternata. Nustatyta, kad PRB misinio (sudaryto i$
P. pentosaceus KTUO05-8, KTUO05-9 ir KTU05-10 padermiy) MP pasizyméjo
fungistatiniu poveikiu Alt. alternata augimui (slopinimo zonos skersmuo agaro
terpéje buvo 10,0+1,4 mm), o pavienés PRB nepasizyméjo antigrybiniu poveikiu
pries §j mikroorganizmg. Antigrybinis PRB miSiniy MP poveikis pries
mikroskopinius grybus pateiktas I priedo 1 lenteléje. PRB padermiy antimikrobinio
aktyvumo skirtumai prie§ jvairius mikroorganizmus gali pasireiksti dél skirtingy
fermentacijos metu susidariusiy produkty ir jy koncentracijy.

Tyrimy rezultatai jrodé PRB (L. sakei, P. acidilactici, P. pentosaceus KTU05-
8, KTUO05-9 ir KTUO5-10) MP antimikrobinj aktyvuma ir platy jy veikimo spektra
tiek prie§ bakterijas, tiek prie§ mikroskopinius grybus. Ir patvirtino $iy PRB
panaudojimo tinkamuma, ne tik duonos raugy, bet ir kity maisto produkty gamyboje,
ypa¢ ekologinéje zemdirbystéje griidy séklos biologinés tarSos mazinimui, Kur
dideles problemas sukelia Fusarium genties grybai.
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3.3 lentelé. PRB MP (100 pl) ir antigrybiniy preparaty antigrybinis poveikis

Slopinimo zony skersmuo agaro terpéje, mm

Indikatorinis L. sakei P. acidilactici  P. pentosaceus P. pentosaceus P. pentosaceus Nistatinas, Flucitozi- Izt(r)?iléor;a(t)-
- : KTU05-6 KTU05-7 KTU05-8 KTU05-9 KTU05-10 100 AV nas, 1 ug '
mikroorganizmas Ug
Penic. verrucosum - - - - - 6,5+0,7 - -
F. culmorum | 9,541,3 12,0+0,8 9,540,6 9,0+0,8 12,0+0,8 18,010 - -
F. culmorum Il 13,514 12,9+2,1 12,3+0,6 13,4424 11,9421 19,4+0,7 - -
A. versicolor 8,8+1,0* 7,540,6* 9,040,8* 8,5+0,6* 8,540,6* 19,5+0,7 - 7,00
F. poae 9,3%1,0 10,0+0,8 9,5+0,6 14,3+1,0* 13,5+1,3* 13,5%2,1 - 9,540
Penic. chrysogenum 13,5+1,3* 19,5+1,0* 20,0+1,8* 19,8+1,3* 21,0+1,2* 31,014 - 7,5+0,7
Alt. alternata - - - - - 18,00 - -
Penic. cyclopium - - - - - 19,5+0,7 - 7,0£0
F. avenaceum 11,8+0,5* 12,5+0,6* 12,3+0,5* 13,0+0,8* 14,5+0,6* 27,040 - -
F. solani 13,8+0,5* 9,0+0,8 13,8+1,0* 16,0+1,4* 14,5+3 5% 14,5+0,7 - 13,540
A. tereus — — — - — 11,0+1,4 - -
Penic. expansum 7,540,6* 13,0+0,8* 6,5+0,6* 7,0£0,0* 7,840,5* 29,540,7 - 11,5+0,7
A. niger 14,8+1,3* 11,041,8* 10,8+1,0* 8,3+1,0* 11,041,2* 16,3+0,4 - -
Rh. stolonifer 2-KA - - - - - - - -
Penic. expansum 23L + + + + - 18+1.9 6,5+0,5 -
A. niger MD-029 + + + + + 211 - -
A. versicolor MI-130 + + + - 21+0.5 - 8+0
A. fumigatus KO-5 - - + - + 15+0.5 - 9+0.5
Penic. chrysogenum 48-L - + + + + 21+0.5 - 8+0
Alt. alternata 1-4U - - - - - 33+0.5 - 9+0.5
Penic. cyclopium 21AL - - - - - 29+0.5 - 8+0.5
A. tereus S-1 - - - - - 11+0.5 - 11+0
F. culmorum L-2 +++ +++ +++ +++ +++ 21+0.5 - -
F. solani 4-SA — — — — — 14+0.5 — —

* fungistatinis poveikis; antimikrobinis poveikis jskaitant Sulinélio diametrg 6 mm;
(-) poveikiu nepasizyméjo, (+) fungistatinis poveikis, (++) fungistatinis poveikis ir silpnas fungicidinis poveikis, (+++) fungicidinis poveikis.
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3.4 lentelé. PRB MP (100 pl) ir antigrybiniy preparaty antimikrobinis poveikis prie§ mieles

Slopinimo zony skersmuo agaro terpéje, mm

L. sakei aci diFI)éctici pentol:;,éceus pentoiéceus pentoiéceus Itrakonazolis,  Nistatinas, Flucitozinas,
Mielés KTU05-6 1057 KTU05-8 KTU05-9 KTU05-10 50 g 100 AV Y
Aure. pullalans - - - - 150 3510 -
C. kruisii - - - — 13,5+0,7 26+1,4 -
C. pelliculosa - - 11,5+1,3* - 11,5+0,7 25,5+0,7 -
D. vanrijiae - - - - 7,5+0,7 15,5+0,7 -
G. fermentants - - - - - 20+0 -
K. lodderae - - - - 10£0* 2310 15+0*
K. marxianus — — — - - 8,5+0,7 22,5+0,7 13,5+£0,7
Pi. farinosa 11,3+1* - 10,0+0,8* - 11,0+0,8* 9,5+0,7 25,5+0,7 -
Pi. fermentans — — — — — 6,5+0,7 29+1,4
Pi. membranifaciens 10+£0* - - — - - 3040 —
R. rubra - - — — — 30,5+0,7 —
Sc. cerevisiae — — — — 8+1,4 32,5+0,7 —
Pi. burtonii P.3 - - - - - 15,5+0,5 -
Sach. capsularis S.1 - - - - - 33,3+0,8 -
Z. bailii Z.1(T) - - - - - 22,425 -
K. marxianus K.7.1(T) - - - - 13+0,5 22+0,5 -
Sc. cerevisiae Sa.1.5(T) — — — - - 8,7+0,7 30,00 -
C. parapsilosis C.7.2 12,0+£0,8* - 11,0+£0* 10,4+0,8* - 19+0,5 25+0,4 -
Y. lipolytica Y.C.6.1 - - - - - - 28+1 -
D. hansenii Deb.4(T) 8,0+0* — 8,5+0* 10+0 19+0 —

* fungistatinis poveikis; antimikrobinis poveikis jskaitant ulinélio dlametrq 6 mm;
— antimikrobiniu poveikiu nepasizyméjo.
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3.1.2. Pieno rugsties bakterijy gaminamy j bakteriocinus panasiy medZiagy
antimikrobinis poveikis

Be organiniy riigsciy, kai kurios PRB gamina baltyminius mazos molekulinés
masés antimikrobiniu aktyvumu pasiZzymin¢ius junginius, pvz., ciklinius dipeptidus,
bakteriocinus ar j bakteriocinus panasias medziagas [47, 50, 51]. Siekiant eliminuoti
susidariusiy rigséiy poveikj ir jvertinti | bakteriocinus panasiy medziagy
antibakterinj aktyvuma, PRB MP buvo neutralizuoti iki pH 6,5. Baltyminés kilmés
antimikrobiniy komponenty — bakteriociny patvirtinimui buvo atliktas testas su
proteolitiniais fermentais patvirtino, kad PRB gaminami antibakteriniai junginiai yra
jautras  siems proteolitiniams fermentams. Pvz.,, PRB gaminamy BPM
antimikrobinis poveikis pries B. subtilis sudaré¢ nuo 15,8+0,4 iki 20+0 mm
skersmens skaidrias mikroorganizmy augimo slopinimo zonas, 0 paveikus
proteinaze K, BPM antimikrobinis poveikis nepasireiské (3.1 pav.). Tai jrodo, kad
tirtos medziagos yra baltyminés prigimties, kas buidinga bakteriocinams. Be to,
palyginamasis kontrolinis antimikrobinio aktyvumo testas buvo atliktas su
pagrindiniais PRB  metabolizmo produktais — acto, pieno, gintaro,
benzenkarboksirtigsties tirpalais ir neutralizuotais iki pH veréiy 6,5 tirpalais. Tyrimy
rezultatai parodé, kad acto, pieno, gintaro rigStys ir benzenkarboksirfigstis
pasizyméjo antibakteriniu poveikiu, o jas neutralizavus antimikrobinis poveikis
nepasireiske (I priedo 2 lentelé).

3.1 pav. PRB gaminamy BPM (Petri 1éksteliy desinéje) ir paveikty proteinaze (Petri léksteliy
kairéje) antimikrobinis poveikis B. subtilis ssp. subtilis sporoms

Nustatyta, kad L. sakei gaminamos BPM yra plataus veikimo spektro ir slopina
tiek gramteigiamas, tiek gramneigiamas bakterijas, o P. acidilactici, P. pentosaceus
KTU05-8 ir KTU05-9 gaminamos BPM yra siauro veikimo spektro ir
antimikrobiniu poveikiu pasizyméjo tik prie§ gramteigiamas bakterijas (3.5 lent.). L.
sakei BPM slopino abi B. subtilis padermes: B. subtilis ssp. subtilis ir B. subtilis ssp.
spizizenii (slopinimo zonos skersmuo agaro terpéje buvo atitinkamai 15,8+0,4 ir
13,5£0,5 mm). 8 i§ 14 Pseudomonas genties bakterijos buvo slopinamos L. sakei
gaminamy BPM (slopinimo zonos skersmuo agaro terpéje buvo nuo 7x0 iki
13,5+0,5 mm), tarp jy Ps. aeruginosa, sukelianti infekcijas. Be to, L. sakei BPM
slopino E. coli, isskirta i§ ligoniy patologinés medziagos (slopinimo zonos skersmuo
agaro terpéje buvo 70 mm). L. sakei MP ir BPM antimikrobinis poveikis prie$ Ps.
gladioli pv. aliicola 3.1, Ps. fluorescens biovar. V 3.3 ir B. thuringiensis pateiktas
3.2 paveiksle.
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3.5 lentelé. Antimikrobinis PRB BPM (100 pl) poveikis gram -/+ bakterijoms

Augimo slopinimo zonos skersmuo agaro terp&je, mm

Indikatorinis L. sakei P. acidilactici P. pentosaceus
mikroorganizmas KTUO05-6 KTUOQ5-7 KTU05-8  KTUO05-9  KTUO05-10

IS maisto produkty ir vandens iSskirtos padermés

Gramteigiamos
B. thuringiensis 1.1 - - - - -
B. subtilis subsp. subtilis 15,8+0,4 17,5+0,6 19,3+0,5 19,5+0,6 20+0

B. subtilis subsp. subtilis** 15,4+0,5 16,3+0,4 18,1+0,6 18,5+0,5 19,5+0,5
B. subtilis subsp. spizizenii 13,5+0,5 13,8+0,5 14+0 16,2+0,5 16,3+0,5

B. subtilis subsp. spizizenii** 12,8+0,4 13,1+0,5 13,2+0,4 15,4+0,4 15,3+0,4

List. monocytogenes 1.1 - - — _ _

List. monocytogenes 1.5 - - — - -
Gramneigiamos

Ps. gladioli pv. aliicola 3.1 12,5+0,5 - - -

Ps. cepacia 1.1 7,3+0,5 - - - -
Ps. fluorescens biovar. V3.3 1310 - - - 10+0
Ps. marginalis 3.5 13,2+0,8 - - - -
Ps. fluorescens biovar V1.2 - - - - -
Ps. facilis 4.1 7,3+0,5 — — — —
Ps. aureofaciens biovar. 111 13,5+0,5 — — — —
Ps. marginalis 4.2 - - - - -
Ps. cichorii 7.3.1 10,2+0,4 — — — —

Ps. fluorescens biovar. 111 - — - - —
Ps. pseudoalcaligenes 11 - - - - -
Ps. cepacia 7.2 - - - - -
Ps. fluorescens biovar. | - - - - -
E. coli 1.10 - - - - -
ATCC kolekcijos padermés
Gramneigiamos
E. coli ATCC25922 - -
S. typhimurium ATCC 14028

Gramteigiamos
St. aureus ATCC 25923
B. cereus ATCC 10876 - — - _ _
I§ Santariskiy kliniky gautos padermés
Gramteigiamos
Micrococcus genties - - - _ _
Ent. faecalis - - - — _
St. aureus - - -
Listeria genties - - 8+0* _ _
B. macerans - - - _ _
Gramneigiamos
Ps. aeruginosa 7+0* - - - _
Y. enterocolitica - - - — _
S. enteritidis - - - - 7,5+0,4*
E. coli 9+0 — — — 12,5+0,4*

* bakteriostatinis poveikis; — antimikrobiniu poveikiu nepasizymeéjo; antimikrobinis poveikis jskaitant
6 mm Sulinélio diametra; ** antimikrobinis poveikis prie$ bakterijy sporas

P. pentosaceus KTU05-10 sintetinamos BPM slopino ne tik gramteigiamas B.
subtilis bakterijas (slopinimo zony skersmuo agaro terpéje buvo nuo 16,3+0,5 iki
20+£0 mm), bet ir gramneigiamas P. fluorescens biovar. V3.3, E. coli ir S. enteritidis
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bakterijas (slopinimo zony skersmuo agaro terpéje buvo atitinkamai 10,00,
12,5+0,4 ir 7,5£0,4 mm). Visy tirty PRB sintetinamos BPM pasizyméjo
baktericidiniu poveikiu ne tik prie§ B. subtilis lasteles, bet ir jy sporas (slopinimo
zonos skersmuo agaro terpéje buvo nuo 12,8+0,4 iki 19,5£0,5 mm).

3.2 pav. Antimikrobinis L. sakei MP (virSuje) ir BPM (apacioje) poveikis bakterijoms: a —
Ps. gladioli pv. aliicola 3.1; b — Ps. fluorescens biovar. V 3.3; ¢ — B. thuringiensis

L. sakei BPM pasizyméjo baktericidiniu poveikiu prie§ E. coli ir
bakteriostatiniu poveikiu prie§ Ps. aeruginosa, ta¢iau PRB miSiniy NMP, kuriy
sudétyje buvo L. sakei, antimikrobinis poveikis prie$ $iuos mikroorganizmus
nepasireiské. Tai patvirtina skirtingy junginiy ir ar jy koncentracijy susidaryma
fermentuojant PRB miSiniuose. P. pentosaceus KTU05-8 BPM pasizyméjo
bakteriostatiniu poveikiu pries Listeria genties bakterija, o dauginant P. pentosaceus
KTUO05-8 misiniuose kartu su P. pentosaceus KTUO05-9 ir KTU05-10 padermémis
nustatytas baktericidinis poveikis prie§ §ig paderme (baktericidinio poveikio
skersmuo agaro terpéje buvo 100 mm).

Nustatytas bakteriostatinis P. pentosaceus KTUO05-10 padermés poveikis E.
coli ir S. enteritidis augimui, tac¢iau kultivuojant P. pentosaceus KTUO05-10
mi$iniuose kartu su kitomis PRB padermémis antimikrobinis BPM poveikis pries S.
enteritidis isliko tik dauginant kartu su L. sakei ir P. acidilactici, o prie§ E. coli
nepasireiS$ké. Taciau, dauginant PRB P. pentosaceus KTUO05-8, KTUO05-9 ir
KTUO05-10 padermes kartu, nustatytas baktericidinis poveikis prie§ Listeria genties
bakterija, iSskirtg i§ ligoniy patologinés medziagos, prie§ kurig gryny PRB BPM
antimikrobiniu poveikiu nepasizyméjo.

Tyrimy rezultatai parodé, kad i$ ruginiy duonos raugy iSskirtos PRB L. sakei,
P. acidilactici ir P. pentosaceus gamina BPM, kuriy antimikrobinis poveikis
priklauso nuo PRB riiSies: L. sakei ir P. pentosaceus gaminamos BPM slopina tiek
gramteigiamas, tiek gramneigiamas bakterijas, o P. acidilactici, P. pentosaceus
KTUO05-8 ir KTUO5-9 padermiy sintetinamos BPM slopina tik gramteigiamas
bakterijas. Antimikrobinio aktyvumo tyrimy rezultatai patvirtina, kad fermentuojat
PRB miSinius susidaro skirtingu aktyvumu ir platesnio poveikio spektru
pasizymintys antimikrobiniai junginiai.

3.1.3. Pieno rugsties bakteriju neutralizuoty metabolizmo produkty
antigrybinis poveikis

Vertinant PRB NMP antigrybinj poveikj (3.6 lent.), nustatyta, kad visy penkiy
tyrimams naudoty PRB NMP pasizyméjo fungicidiniu poveikiu F. culmorum
augimui (slopinimo zony skersmuo agaro terpéje buvo nuo 7,5+0,6 iki 12,3+0,6
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mm), o NMP poveikis pries F. poae, Penic. chrysogenum, F. avenaceum, F. solani
ir A. niger mikroskopinius grybus nustatytas fungistatinis. L. sakei, P. acidilactici ir
P. pentosaceus KTUO05-9 pasizyméjo fungistatiniu poveikiu prie§ Penic. expansum,
0 dviejy P. pentosaceus KTU05-9 ir KTUO05-10 padermiy NMP antimikrobiniu
poveikiu prie§ § mikroskopinj grybg nepasizyméjo. NMP nepasizyméjo nei
fungicidiniu, nei fungistatiniu poveikiu pries Penic. verrucosum, A. versicolor, Alt.
alternata, A. tereus. Paveikus proteazémis, PRB ir jy miSiniy NMP antigrybinis
poveikis Fusarium genties grybams isliko, tai rodo, kad PRB NMP antimikrobiskai
aktyvis pries Fusarium ir Penicillium genties grybus néra baltyminés prigimties ir
negali buti priskirti bakteriocinams ar BPM. Visiskai kitokie rezultatai gauti
vertinant PRB NMP antimikrobinj poveikj pries A. niger, t.y. proteazémis paveikty
PRB NMP antimikrobinis poveikis nepasireiské. Tai patvirtina, kad antimikrobinis
poveikis pries A. niger buvo sglygotas baltyminés prigimties medziagy.

3.6 lentelé. PRB NMP (100 pul) antigrybinis poveikis

Augimo slopinimo zonos skersmuo, mm

Indikatorinis L. sakei P. acidilactici P. pentosaceus
mikroorganizmas KTUO05-6 KTUO05-7 KTU05-8  KTUO05-9 KTUO05-10
Penic. verrucosum - - - - -
F. culmorum | 9,0+1,8 10,5+0,6 8,540,6 7,5+0,6 8,0+0,8
F. culmorum Il 12,3+0,6 11,6+3,0 10,4+0,3 11,7410 8,5+2,1
A. versicolor - - - - -
F. poae 14,8+0,5* 14,5+0,6* 13,3+1,3* 13,0+0,8* 11,3+1,0*
Penic. chrysogenum 10,8+1,0* 15,8+1,5* 14,3+0,5* 16,0+1,8* 15,3+0,5*

Alt. alternata - - - _ _
Penic. cyclopium - - - _ _

F. avenaceum 11,5+0,6* 7,5%0,6* 9,5+0,6* 8,3+0,5* 10,5+2,9*
F. solani 12,5+0,6* 13,5+#1,3* 11,8+1,3* 12,3+0,5* 12,5+1,9*
A. tereus - - - - -
Penic. expansum 6,5+0,6* 10,5+1,3* - 6,5+0,6* -
A. niger 11,5+0,6* 11,0+1,2* 8,0£0,8* 8,0+0,8* 8,0+0,8
Rh. stolonifer 2-KA - - - - -
Penic. expansum 23L + + + + -

A. niger MD-029 + + + + +

A. versicolor MI-130 + + + - +

A. fumigatus KO-5 - - + — +
Penic. chrysogenum 48-L - + + + +

Alt. alternata 1-4U - - - - -
Penic. cyclopium 21AL - - - - -

A. tereus S-1 - - - - -

F. culmorum L-2 +++ +++ +++ +++ +++

F. solani 4-SA — — — — —

* bakteriostatinis poveikis; antimikrobinis poveikis jskaitant 6 mm Sulinélio diametra;
(-) poveikiu nepasizyméjo; (+) fungistatinis poveikis, (++) fungistatinis poveikis ir silpnas fungicidinis
poveikis; (+++) fungicidinis poveikis.

Kity autoriy tyrimy duomenimis PRB Lact. lactis ssp. lactis [55], L. casei ssp.
pseudoplantarum [273] ir P. pentosaceus [45] gaminami metabolitai buvo jautris
proteolitiniams fermentams, pvz., antigrybinis L. casei ssp. pseudoplantarum
poveikis, sukeltas peptido, kurio molekuliné masé yra 1 kDa, buvo nuslopintas
paveikus tripsinu arba chimotripsinu [273]. Magnusson ir Schnirer [274] tyrimai
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atskleidé, kad L. coryniformis ssp. coryniformis Si3 padermé gamina mazos
molekulinés masés (~3 kDa), aukstai temperatiirai atspary, antigrybiniu poveikiu
pasizymintj peptida, kuris buvo jautrus proteolitiniams fermentams ir pasizymeéjo
hidrofobiskumu bei greita adsorbcija.

Dauginant PRB L. sakei, P. acidilactici ir P. pentosaceus misiniuose,
sinergetinis  antimikrobinis jy poveikis prie§ testuotus indikatorinius
mikroorganizmus naudotomis sglygomis nepasireiske.

Vertinant PRB ir jy misiniy NMP antigrybinj poveiki jvairiy gené¢iy mieléms,
nustatyta, kad P. pentosaceus KTU05-9 padermés ir PRB L. sakei ir P. acidilactici
padermiy misinys pasizyméjo fungistatiniu poveikiu C. pelliculosa mieliy augimui —
slopinimo zony skersmuo agaro terpéje buvo atitinkamai 11,3+1,0 ir 11,3+0,5 mm.
L. sakei, P. pentosaceus KTUO05-8 ir KTU05-10 NMP, kaip ir MP, pasizyméjo
fungistatiniu poveikiu Pi. farinosa augimui (slopinimo zony skersmuo agaro terpéje
buvo nuo 9,8+0,5 iki 10,5+1 mm). Tuo tarpu, L. sakei, P. pentosaceus KTUQ5-8 ir
KTU05-9 NMP, kaip ir MP, pasizyméjo fungistatiniu poveikiu C. parapsilosis
augimui (slopinimo zony skersmuo agaro terpéje buvo nuo 10£0 iki 11+0,4 mm).
Antimikrobinis PRB miSinio, sudaryto i§ L. sakei, P. acidilactici ir P. pentosaceus
KTUO05-10 NMP, kaip ir MP, poveikis pasireiské pries Pi. membranifaciens, nors
pavieniy PRB NMP prie§ §] mikroorganizmg nebuvo antimikrobiskai aktyviis.
Proteazés testas patvirtino, kad antimikrobinis poveikis prie§ mieles pasireiSké ne
dél baltyminiy junginiy poveikio.

Nei gryny PRB NMP, nei jy miSiniy NMP neslopino Aure. pullalans, C.
kruisii, D. vanrijiae, G. fermentants, K. lodderae, K. marxianus, Pi. fermentans, R.
rubra, Pi. burtonii, Sach. capsularis, Z. bailii, Sc. cerevisiae, Y. lipolytica ir D.
hansenii mieliy augimo.

Tyrimo rezultatai rodo, kad ne tik PRB MP, bet ir NMP pasizymi antigrybiniu
poveikiu. PRB NMP antigrybinis poveikis pries Fusarium ir Penicillium genties
mikroskopinius grybus pasireiské ne dél baltyminés prigimties junginiy, dél to jie
negali biti priskirti bakteriocinams ar BPM (isskyrus A. niger).

3.1.4. Pieno ragsties bakteriju lasteliy antimikrobinis poveikis

Vertinant PRB lasteliy, kurios buvo gautos atskyrus supernatantus
centrifuguojant, antimikrobinj poveikj indikatoriniams mikroorganizmams,
nustatyta, kad PRB lastelés, augintos po vieng ir miSiniuose, nepasizymejo
antimikrobiniu poveikiu nei prie§ bakterijas, nei pries mikroskopinius grybus. Gauti
rezultatai patvirtina, kad PRB antimikrobinis poveikis pasireiskia dél fermentacijos
metu sintetinamy metabolizmo produkty pieno ir acto ragsciy (pagrindiniai
metabolizmo produktai), o taip pat kity organiniy ragséiy tokiy kaip
benzenkarboksirtigstis, 3-fenilpieno ruigstis, D-gliukurono raigstis, 3-fenil-propano
ragstis, p-kumarino ragstis, 2-hidroksi-benzenkarboksirtigstis [41, 42]. Be organiniy
rigsciy antimikrobiniu poveikiu pasizymi bakteriocinai ar BPM [48]. Taigi PRB
lasteliy priedai j terpes, nepalankias PRB augimui, neturés teigiamos jtakos
antimikrobiniam poveikiui.
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3.2. PIENO RUGSTIES BAKTERIJU FITAZINIS AKTYVUMAS

Dauguma mineraliniy medziagy griidingje Zaliavoje yra fitaty sudétyje ir jy
jsisavinimas Zmogaus organizme galimas tik suardZius fitaty kompleksus [157].
Paveikus fermentais — fitazémis suardomi fitaty kompleksai iki laisvo neorganinio
fosforo, metaly katijony bei Zzemesnés eilés mio-inozitolio fosfato esterio. Kai kurie
mikroorganizmai fermentacijos metu gamina mikrobinés kilmés fitazes, gebancias
ardyti Siuos kompleksus. Taigi, fitaziniu aktyvumu pasizymin¢iy PRB panaudojimas
fermentuoty produkty gamyboje galéty turéti svarbig reikSme viso grudo daliy
kepiniy maistinés vertés didinimui, praturtinant juos biologiskai pasisavinama
mineraliniy medziagy forma [183, 200, 201]. Taciau literatiiroje sutinkamos
priestaringos nuomonés dél PRB fitazinio aktyvumo. Siuo metu néra isskirtos PRB,
pasizymincios dideliu fitaziniu aktyvumu, kurias biity galima panaudoti duonos
gamyboje. Todél jy paieSka ir iSskyrimas i§ fermentuoty produkty bei tolesnis
pritaikymas vystant naujus bioproduktus yra aktualus, sprendZiant mineraliniy
medZziagy pasisavinamumo problema.

Ieskant fitaziniu aktyvumu pasizyminciy PRB, §io tyrimo etapo metu, i$
pramoniniy raugy iSskirtos ir atrinktos PRB, jvertinant jy dauginimosi galimybes
jvairiose minimalaus maistingumo mitybinése terpése, panaudojant skirtinga fosforo
Saltinj ir be jo. Fitaziniu aktyvumu pasizyméjusios PRB padermés identifikuotos ir
nustatytas jy fitazinis aktyvumas. Be to, fitazinis aktyvumas iStirtas ir penkiy
bakteriocinus gaminanéiy PRB, priklausanéiy L. sakei, P. acidilactici ir P.
pentosaceus rusims.

PRB iSskyrimui naudoty raugy charakteristika. Devyni raugai, surinkti i$
jvairiy Lietuvos kepykly ir naudoti PRB iSskyrimui (3.7 lent.), pasizyméjo
skirtingomis pH vertémis. Zemo aktyviojo riigstingumo (pH vertés 3,05-3,61) B, E,
F, G, H, | rauguose PRB kiekis buvo didziausias ((7,5-29,5)-10° KSV/g); vidutinio
aktyviojo riigStingumo (pH verté 3,91) A rauge nustatytas mazesnis PRB kiekis
(18-10° KSV/g); maziausi PRB kiekiai ir auksta pH verté, palyginus su kitais tirtais
raugais, nustatyta C ir D rauguose — atitinkamai 4,5:10° KSV/g (pH=5,2) ir 3-10°
KSV/g (pH=4,17).

Pasak Lonner [275], raugy sudétyje turéty bati daugiau, nei 5:10° KSV/g
metabolitiSkai aktyviy PRB, ir raugo pH vertés turéty biiti mazesnés, nei 4,5. Kiti
autoriai [8, 9, 10] pazymi, kad galutinés raugy pH vertés daugelyje kvietiniy ir
ruginiy raugy turéty biti 3,5-3,8.

3.7 lentelé. Raugy charakteristikos

Raugo méginys Kepykla pH BTR, °N PRB skaicius, KSV/g
A UAB 1% 3,91+0,1 29,6+0,3 (18,0+1)-10°
B » 3,61+0,1 34,8+0,1 (14,5:!:0,5)-1(?58
C w 5,20+0,1 11,340,3 (4,5+0,5)-10
D UAB .2 4,17+0,1 23,140,6 (3.0£0.5)10°
E 3,05+0,1 21,7+0,6 (17,5+0,5)-108
F 3,1040,1 42,2+0,4 (29,5+0,5)-108
G UAB 3 3,16+0,1 35,3+0,6 (13,0+1)-10°
H 3,200,1 40,6+0,0 (13,0£1)-10°
I 3,27+0,1 37,840,1 (7,5+0,5)-10°
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Fitaziniu aktyvumu pasifyminéiy PRB atranka. Sio etapo tikslas buvo
atrinkti fitaziniu aktyvumu pasizymincias PRB identifikavimui ir fermentinio
aktyvumo nustatymui, jvertinant PRB fitazinj aktyvuma kaip PRB galimybe¢ augti
skystoje mitybinéje terpéje ir ant mitybinio agaro, papildyto fito rugsties dikalio
druska kaip vieninteliu fosforo $altiniu.

Visi testuoti 168 PRB izoliatai gerai augo ant minimalaus maistingumo
mitybinés agaro terpés (MMT), kurios sudétyje buvo neorganinio fosforo KH,PO,
pavidalu. Labai silpnas arba vos matomas PRB augimas buvo stebimas ant
minimalaus maistingumo mitybinés agaro terpés, kurios sudétyje visiskai nebuvo
naudota fosforo (MMT-P), reikalingo PRB dauginimuisi. Tuo tarpu ant minimalaus
maistingumo agaro terpés, papildytos fito riigsties dikalio druska (MMT+FIT) kaip
vieninteliu fosforo Saltiniu, stebétas skirtingas PRB dauginimasis — tik 16 PRB
padermiy augo ant MMT+FIT agaro léksteliy 30 °C temperatiiroje. Keturios
bakterijy padermés i§ 16 fitaziniu aktyvumu pasizymincéiy panasiai augo ant abiejy
MMTHP ir MMT+FIT agaro terpiy, 0 gerokai mazesnés bakterijy kolonijos ant
MMTHFIT agaro 1éksteliy buvo nustatytos likusioms dvylikai fitaziniu aktyvumu
pasizymejusiy bakterijy. Labai silpnas visy testuoty PRB augimas buvo stebétas ant
MMT-P agaro Ieksteliy.

Penkios PRB (L. sakei, P. acidilactici, P. pentosaceus KTUO05-8, KTUO05-9 ir
KTUO05-10 padermés), anks¢iau iSskirtos i$ spontaniniy ruginiy raugy, taip pat gerai
augo ant abiejy MMT+P ir MMT+FIT agaro terpiy. P. acidilactici, P. pentosaceus
KTUO05-8, KTUO05-9 ir KTU05-10 padermiy augimas ant mitybiniy agaro terpiy
pateiktas 3.3 paveiksle. Trijy i§ penkiy PRB Iasteliy augimo intensyvumas ant
skirtingy MMT+P ir MMT+FIT agaro terpiy buvo labai panasus, 0 L. sakei ir P.
pentosaceus KTUO5-9 buvo Siek tiek mazesnis ant MMT+FIT, lyginant su kolonijy
dydziu ant MMT+P agaro terpés. Tai galima paaiskinti tuo, kad PRB kultiiros,
pasizyminc¢ios fitaziniu aktyvumu, mitybinéje terpéje skalde fitaty kompleksus,
vystymuisi panaudodamos atskeltg fosfora.

3.3 pav. PRB: a— P. acidilactici; b — P. pentosaceus KTUO05-8; ¢ — P. pentosaceus KTUOQ5-
9; d — P. pentosaceus KTUOQ5-10, augimas ant mitybinio agaro terpiy: MMT+P (kairéje),
MMT+FIT (desinéje) ir MMT-P (apacioje)

PRB augimas skystoje mitybinéje terpéje buvo vertintas matuojant terpés
drumstumg mikro lékstelése 48 val. (3.4 pav.). 7 i§ 21 bakterijy kultaros labai gerai
augo MMTHFIT skystoje terpéje. Jy terpés drumstumas sudaré 90-97 %, lyginant su
MMT+P terpés drumstumu. Atsizvelgiant j PRB augima skystoje MMT+FIT ir ant
MMT+FIT agaro léksteliy buvo atrinkta 16 PRB i§ 168 padermiy, pasizyméjusiy
fitaziniu aktyvumu. Taip pat fitaziniu aktyvumu pasiZzyméjo ir penkios PRB,
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esancios KTU Maisto mokslo ir technologijy katedros mikroorganizmy kolekcijoje
(P. pentosaceus KTUO05-8, P. pentosaceus KTUO05-9, P. pentosaceus KTU05-10, P.
acidilactici ir L. sakei).

P. pentosaceus KTU05-10 Lﬂ—:_{

P. pentosaceus KTUO5-9
P. pentosaceus KTUO5-8
P. pentosaceus 1.2
P. acidilactici KTU05-8
L. sakei KTU05-6
L. reuteri 2.3 '
L. reuteri 6.4 h .
L. reuteri 8.1 h——‘ |
L. reuteri 8.3
L. frumenti 2.1 %
L.ﬁ*umem‘f 25 _—m
L. fermentum 5.1
L. fermentum 5.2 —
L. fermentum 5.3 E_(
L. fermentum 5.15 "
L. fermentum 6.1
L. fermentum 7.2
L. fermentum 8.2

L. fermentum 9.5
L. fermentum 9.6

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Drumstumas

3.4 pav. Terpés drumstumas (MSSgq) auginant PRB lasteles skystose terpése: L1 —
MMT+P; B - MMT+FIT; ll - MMT-P, po 48 val. 30 °C temperatiiroje

Atrinkty fitaziniu aktyvumu pasiiymincéiy PRB identifikavimas. Pagal PRB
augimo rezultatus, 16 padermiy, geriausiai augusiy ant MMT+FIT terpés, buvo
analizuotos ps-PGR metodu. Pagal klasterio analizés rezultatus padermés buvo
sugrupuotos j keturias grupes pagal jy paliktus atspaudus agarozés gelyje (3.8 lent.).
I§ kiekvienos grupés isrinktos 9 padermés buvo sekvenuotos 16S rDNR geno sekos
amplifikacijos PGR metodu (Macrogen, Piety Kor¢ja) PRB raisies nustatymui. Po
sekvenavimo gautos PRB lasteliy 16S rDNR sekos palygintos su Nacionalinio
biotechnologijos informacijos centro (angl. National Center for Biotechnology
Information (NCBI)) bakterijy banko sekomis. Pagal sekvenavimo rezultatus buvo
identifikuotos keturios PRB riiSys: L. fermentum, L. reuteri, L. frumenti ir P.
pentosaceus.
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3.8 lentelé. PRB risiy identifikavimas16S rDNR geno sekos metodu

Grupé® Izoliato  16S rDNR geno sekos identifikavimas

Nr. lgis Sutapimas panaSumas GenBank PRB riiSis
sekoms, %

| 1.2 1501 1491/1493 99,9 ®P. pentosaceus

[ 2.1 1370 1369/1370 99,9 oL, frumenti
25 1370 1369/1370 99,9 L. frumenti

11 2.3 1371 1369/1371 99,9 °L. reuteri
8.1 1512 1512/1512 99,9 L. reuteri

\V4 5.1 1444 1444/1444 100,0 dL. fermentum
5.2 1518 1513/1515 99,9 L. fermentum
6.1 1485 1484/1485 99,9 L. fermentum
7.2 1508 1507/1509 99,9 L. fermentum

P, pentosaceus (bendras izoliaty kiekis 1); "L. frumenti (bendras izoliaty kiekis 2); ©L. reuteri (bendras
izoliaty kiekis 4); L. fermentum (bendras izoliaty kiekis 9); *Remiantis 16S rDNR sekvenavimo
rezultatais izoliatai suskirstyti j keturias grupes

Identifikuoty PRB fitazinio aktyvumo nustatymas. Eksperimento metu
nustatytas 9 skirtingy PRB padermiy, i$skirty i$ pramoniniy duonos raugy, ir 5 PRB,
gauty i8§ KTU Maisto mokslo technologijy katedros, intra- ir ekstralgsteliniai tGriniai
ir specifiniai fitaziniai aktyvumai (3.9 lent.).

3.9 lentelé. PRB tirinis (AV/ml) ir specifinis (AV/10™ KSV) fitaziniai aktyvumai

Rsis Padermé Fitaziniai aktyvumai®
Ekstralastelinis Intralgstelinis
AV/ml__ AV'10¥10°KSV__ AV/ml__ AV'10%10" KSV
L. sakei KTUO05-6 25+0 24+3 14+1 0,72+0,07
P. acidilactici KTUO05-7 11+1 13+3 17+0 1,05+0,11
P. pentosaceus KTUO05-10 21+4 2314 12+2 0,70£0,04
KTUO05-8 32+1 3043 8+3 0,34+0,10
KTUO05-9 54+6 25+4 28+3 0,68+0,05
1.2 43+2 2843 7+3 0,19+0,07
L. frumenti 21 5648 13+2 13+2 0,29+0,05
2.5 60£3 16+1 16+1 0,32+0,04
L. reuteri 2.3 6+1 1244 13+2 1,54+0,36
8.1 19+2 7+1 6114 1,17+0,12
L. fermentum 51 467 10+3 10+3 0,18+0,04
52 3+0 1+0 35+10 0,71+0,26
6.1 11+3 31 5246 0,83+0,02
7.2 16+9 6+3 61+9 1,24+0,25

*Fitazinis aktyvumas (AV) iSreik§tas nmol neorganinio fosforo, i§laisvinto per min matavimo
salygomis

Didziausias ekstralgstelinis trinis aktyvumas, nustatytas dviejy L. frumenti
padermiy (2.1 ir 2.5) ir P. pentosaceus KTUO05-9, buvo atitinkamai 568, 60+3 ir
54+6 AV/ml. Didziausiu ekstralasteliniu specifiniu fitaziniu aktyvumu pasizyméjo
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visos tirtos P. pentosaceus (23-30 AV-10%10" KSV) ragies bakterijos, taip pat
dideliu ekstralasteliniu specifiniu fitaziniu aktyvumu pasizyméjo L. sakei (24
AV-10*10" KSV). Vidutiniu ekstralasteliniu fitaziniu aktyvumu pasizyméjo P.
acidilactici (13 AV-10%/10°KSV), L. frumenti 2.1 ir 2.5 padermés (atitinkamai 13 ir
16 AV-10%10" KSV), taip pat L. reuteri 2.3 ir 8.1 padermés (atitinkamai 12 ir 7
AV-10*10"° KSV). Maziausias ekstralastelinis fitazinis aktyvumas buvo nustatytas
L. fermentum 5.2 ir 6.1 padermiy (atitinkamai 1 ir 3 AV-10%10° KSV).
Ekstralastelinis tiirinis ir specifinis aktyvumai tarp keturiy L. fermentum padermiy
nustatyta atitinkamai nuo 3 iki 46 AV/ml ir nuo 1 iki 10 AV-10%10" KSV. Tiek
tarinis, tiek specifinis ekstralgsteliniai aktyvumai didesni nustatyti L. fermentum 5.1,
lyginant su kitomis L. fermentum padermémis.

Intralgstelinis  fermentinis aktyvumas priklaus¢ nuo PRB padermés.
DidZiausiomis §io aktyvumo vertémis pasizyméjo L. fermentum 7.2, isskirta i$
ruginio raugo. Jos tarinis aktyvumas buvo 61+9 AV/ml, o specifinis aktyvumas
buvo 1,24+0,25 AV-10%10" KSV. Visy kity tirty PRB padermiy intralastelinis
fitazinis aktyvumas buvo Zenkliai mazesnis. Taip pat nustatyta, kad intralgstelinio
fitazinio aktyvumo dydis nepriklauso nuo ekstralgstelinio aktyvumo.

Raugy fermentacijos metu PRB ekstralgstelinis fitazinis aktyvumas yra
svarbesnis nei intralgstelinis dél j terpe iSskirty fermenty, kurie raugy fermentacijos
metu gali ardyti fitatus, atlaisvindami fosforg ir mineralines medziagas i§ fitaty
kompleksy ir, tokiu btidu, praturtindami kepinius biologiskai pasisavinama jy forma.
Efektyvus fitaty kiekio sumazinimas duonos gamybos metu gali biiti pasiektas raugy
fermentacijos arba prailgintos raugy fermentacijos metu, naudojant Siame darbe
atrinktas P. pentosaceus raSies PRB gaminancias ekstralgstelines fitazes. Nors PRB
vaidina svarby vaidmenj maisto produkty gamyboje, nedaug duomeny rasta apie jy
fitazinj aktyvuma. Palacios su bendraautoriais [276] jvardino L. reuteri L-M15, kaip
pasizymincig dideliu fitaziniu aktyvumu. Zamudio su bendraautoriais [205] nustaté,
kad P. pentosaceus NRRL B-14009 ir L. fermentum NRRL B-4524 pasizymi
ekstralgsteliniu  fitaziniu fermentiniu aktyvumu. Tadiau, pasak S$iy autoriy,
iSvardintos PRB nepasizymi intralgsteliniu fitaziniu aktyvumu. Kitokius tyrimy
rezultatus gavo De Angelis su bendraautoriais [184], tyr¢ bakterijy intralgstelinius
fermentus ir nustate L. fermentum gebé¢jimg gaminti fitazes. Anastasio su
bendraautoriais [277] nustaté, kad Ent. faecium A86 (0,74 AV/ml) ir L. plantarum
H5 (0,71 AV/ml) pasizyméjo fitaziniu aktyvumu, taciau musy atveju i§ raugy
i§skirtos PRB pasizyméjo didesniu aktyvumu.

Gauti tyrimy rezultatai parodé, kad didziausiu ekstralgsteliniu fitaziniu
aktyvumu pasizymeéjo P. pentosaceus rusiai priklausancios PRB padermés.

Atrinkus fitaziniu aktyvumu pasizymincias PRB (P. pentosaceus KTUOQ5-8,
KTUO05-9 ir KTU05-10), svarbu jvertinti jy gebéjimag skaldyti fito ragsties ir
mineraliniy medziagy kompleksus realiose sistemose ir praturtinti kvietinius viso
griudo kepinius biologiskai pasisavinama mineraliniy medziagy forma. Todél kito
tyrimy etapo metu buvo vertintos biologiskai pasisavinamy mineraliniy medziagy
susidarymo galimybés, organizmui galima jsisavinti forma, viso grido daliy
kvietiniuose kepiniuose, imituojant virSkinamojo trakto terpés pH vertes (3.4.2
skyrius).
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3.3. VEIKSNIAI, AKTYVINANTYS IR SLOPINANTYS PIENO RUGSTIES
BAKTERIJU AKTYVUMA

3.3.1. Fermentacinés terpés ir pieno riigsties bakterijuy Kultivavimo salygy jtaka
i bakteriocinus panasiy medziagy aktyvumui

Antimikrobiniy komponenty susidarymg lemia ne tik PRB padermé, bet ir
fermentacijai naudotos mitybinés terpés sudétis. Todél vertinant PRB gaminamy
BPM antimikrobinj aktyvuma, svarbu nustatyti mitybiniy terpiy ir jy komponenty
jtaka, taip pat — auginimo temperatiiros ir terpés pH veréiy poveikj PRB gaminamy
BPM aktyvumui.

3.3.1.1 Pieno rigsties bakterijy fermentacija MRS ir mMRS terpése

Sio etapo metu vertinta dazniausiai PRB kultivavimui naudojamy MRS ir
MMRS mitybiniy terpiy jtaka PRB lasteliy augimui ir BPM antimikrobiniam
aktyvumui pries B. subtilis ssp. subtilis. PRB augimas skystose MRS ir mMRS
terpése ir produkuojamy BPM antimikrobinis poveikis B. subtilis augimui pateiktas
3.5 paveiksle.

Gauti tyrimy rezultatai parodé, kad BPM aktyvumas pasireiské jau po 6 val.
kultivavimo MRS terpéje. Tai patvirtina, kad L. sakei, P. acidilactici, P. pentosaceus
KTUO05-8, KTUO05-9 ir KTUO5-10 padermiy sintetinamos BPM yra pirminiai
metabolizmo produktai. Kad bakteriocinai yra pirminiai metabolizmo produktai,
patvirtino ir kity autoriy publikuoti tyrimy rezultatai [100, 101, 104, 278, 279, 280].

Gauti rezultatai parodé, kad intensyviau visy tirty PRB lastelés dauginosi MRS
terpéje, o susidariusiy BPM antimikrobinis poveikis nustatytas Kkiek didesnis,
kultivuojant PRB padermes mMRS terpéje. Skirtingy pramoniniy terpiy poveikj
bakteriociny susidarymui tyrinéjo Todorov ir Dicks [100] ir nustaté, kad L. pentosus
ST151BR sintetinamy bakteriociny didziausias aktyvumas buvo kultivuojant PRB
MRS terpéje, o smegeny Sirdies infuziniame buljone ir M17 terpéje bakteriociny
aktyvumas buvo labai mazas, nepaisant gero bakterijy augimo. Tai galéjo salygoti
$iy terpiy sudétyje naudojami mazi mitybiniy komponenty kiekiai, lyginant su MRS
terpe. Tokius pat rezultatus gavo ir Todorov [278], vertindamas L. plantarum AMA-
K sintetinamo bakteriocino aktyvuma.

Didziausias bakteriociny antimikrobinis poveikis B. subtilis augimui nustatytas
ankstyvoje stacionarioje PRB augimo fazéje: L. sakei ir P. acidilactici BPM — 18-24
val. laikotarpyje; P. pentosaceus KTU05-10 18-27 val. laikotarpyje; P. pentosaceus
KTUO05-8 ir KTU05-9 — stacionarioje augimo fazéje, atitinkamai 15-27 ir 21-30 val.
laikotarpyje. Kiti autoriai didziausius bakteriociny kiekius nustaté taip pat
ankstyvoje stacionarioje fazéje [101, 104, 278].

Gauti tyrimy rezultatai rodo, kad antimikrobiniu aktyvumu pasizyminciy i
bakteriocinus panasiy medziagy aktyvumas priklauso nuo PRB kultivavimo terpés.
Todél sekancio etapo metu tirta jvairiy terpés komponenty jtaka PRB gaminamy
BPM aktyvumui.
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3.5 pav. Terpés drumstumas (MSSgq) auginant PRB: a — L. sakei; b — P. acidilactici; ¢ — P.
pentosaceus KTUO05-8; d — KTU05-9; ir e — KTU05-10 terpése: ¢ — MRS; A — mMRS. Ir
susidariusiy BMP antimikrobinis poveikis terpése: x — MRS; — — mMRS

3.3.1.2. Mitybinés terpés komponenty jtaka j bakteriocinus panasiy medZiagy
aktyvumui

Isitikinus, kad PRB gaminamy BPM poveikis priklauso nuo terpés, sekancio
etapo metu buvo tiriama mitybiniy terpiy komponenty, turiniy jvairius anglies,
azoto Saltinius, bei vitaminy ir mineraliniy medziagy jtaka BPM susidarymui.

PRB BPM aktyvumai pries§ B. subtilis ssp. subtilis kultivuojant PRB 21 val. ir
keiCiant mitybinés terpés sudétj pateikta 3.10 lenteléje.
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3.10 lentelé. Terpés komponenty jtaka BPM aktyvumui pries Bacillus subtilis

Aktyvumas, AV/ml

. P. pentosaceus P.
Komponentai Koncen- acidilactici
tracija, o/l KTU05-10 KTU05-9 KTU05-8 KTU05-7
Azoto $altinis
Triptonas (T) 20 310+14 280+28 260+28 220+28
Meésos ekstraktas (ME) 20 230+14a 180+0a 170+14a 150+14a
Mieliy ekstraktas (YE) 20 250+14a 180+0a 160+28a 150+14a
T+ME+YE 10+5+5 310+14 270+14 250+14 200+28
T+ME+YE 5+10+5 260+0a 200+28a 180+0a 150+14a
T+ME+YE 5+5+10 260+28a 210+14a 190+14a 170+14
T 5 180+0a 140+14a 150+14a 110+14a
T 10 230+14a 200+0a 190+14a 130+14a
T 15 270+14a 230+14a 2200 170+14
T 25 300+0 2800 250+14 200+0
Peptonas+ME+YE 10+5+5 230+14a 170+14a 180+0a 160+0a
Anglies $altinis
G+F+M T+7+7 310+14 270+14 250+14 200+28
Gliukozé (G) 21 330+14 280+28 250+14 210+14
G 5 170+14a 150+14a 140+0a 100+0a
G 10 220+28a 190+14a 180+0a 130+14a
G 15 250+14a 2400 23014 190+14
G 25 300+0 270+14 260+0 190+14
Fruktozé (F) 21 190+14a 190+14a 170+14a 120+14a
Maltozé (M) 21 250+14a 200+0a 190+14a 140+14a
Glicerolis 0 310+14 270£14 250+14 200+28
1 310+14 260+0 24040 200+0
5 280+28 240+28 23014 180+0
10 270+14a 2400 220+0 180+0
Mineralinés medziagos
K,HPO, - 3H,0 1,6 290+14 260+0 2400 190+14
2,6 310+14 270+14 250+14 200+28
5 300+0 260+0 2400 180+0
10 280+0 250+14 2200 180+28
MgSO, - 7H,0 0,05 29014 26028 240+28 190+42
0,1 31014 270x14 250+14 200+28
0,2 350+14a 320+0a 270+14 230+14
0,5 360+0a 340+14a 330+14a 180+0
MnSO, - 4H,0 0,025 290+14 260+0 2400 200+0
0,05 310+14 270+14 250+14 200+28
0,1 360+0a 320+0a 290+14a 250+14
0,2 360+0a 320+0a 300+0a 230+14
FeSO4 - 7TH,O 0 310+14 27014 250+14 200+28
0,1 290+14 27014 2400 190+14
0,2 290+14 260+0 2400 190+14
0,4 270x14a 25014 230+14 180+28
Aminortigstis
Cisteino-HCI - H,0 0,25 290+14 24010 2200 170+14
0,5 310+14 270£14 250+14 200+28
1 33014 280+28 290+14a 210+14
2 360+0a 340+0a 300+0a 260+0a
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3.10 lentelé (tgsinys). Terpés komponenty jtaka BPM aktyvumui prie§ Bacillus
subtilis ssp. subtilis

Aktyvumas, AV/ml
P. pentosaceus P

Medziaga S
Koncen- acidilactici
tracija, g/l KTUO05-10 KTUO05-9 KTUO05-8 KTUO05-7

Kiti terpés komponentai

Na-gliukonatas 1 290+14 260+0 230+14 190+28
2 310+14 270+14 250+14 200+28
5 300+0 270+14 250+14 180+28
10 270+14a 240+0 220+28 170414
Na-acetatas - 3H,0 2,5 300+0 250+14 240+0 180+28
5 310+14 270+14 250+14 200+28
10 300+28 240+0 220+28 170414
15 280+28 230+14a 220+28 170414
Tween 80, (ml/1) 0 300+28 260+28 240128 20040
1 310+14 270+14 250+14 200+14
2 290+14 270+14 240+0 190+14
5 270+14a 24040 230+14 180+10
Vitaminai
Tiaminas 0,001 320+28 280+28 260+14 210+28
Ciano kobalaminas 0,001 310+14 26010 26040 200+28
Folio rugstis 0,001 300+0 260+0 260+0 200+28
D,L-6,8-tioktiné riigstis 0,001 32028 270114 260+0 200+28
Terpés
MRS terpé 260+0a 220+0a 200+0a 160+0a
mMRS terpé 310+14 270+14 250+14 200+0

Vidutiniy veréiy reikSmés pazymétos raide a parodo, kad yra esminiai skirtumai tarp kontrolinio
(auginant PRB mMRS terpéje) ir tiriamojo méginio vertinant pagal Dunkano kriterijy (p < 0,05)

Tyrimy rezultatai parodé, kad fermentacinés terpés sudétis turi reik§mingg
jtakg BPM aktyvumui. Naudojant triptong (20 g¢/l) kaip vienintelj azoto Saltinj,
nustatyti didesni (310, 280, 260 ir 220 AV/ml, atitinkamai P. pentosaceus KTUQ5-
10, KTUO05-9, KTUO05-8 ir P. acidilactici) BPM aktyvumai, nei naudojant peptona,
mieliy ar mésos ekstraktus. Be to, mazinant azoto $altinio — triptono kiekj iki 15 g/l
ir maziau, nustatyti mazesni aktyvumai P. pentosaceus KTUO05-10, KTUO05-9
sintetinamy BPM, tuo tarpu P. pentosaceus KTUO05-8 ir P. acidilactici sintetinamy
BPM aktyvumo sumazéjimai nustatyti reikSmingai mazesni naudojant 10 g/l ir
mazesnius triptono kiekius. BPM antimikrobinio poveikio aktyvumas naudojant
azoto Saltinio miSinj sudaryta i$ triptono, mieliy ekstrakto ir meésos ekstrakto
(atitinkamai 10, 5 ir 5 g/l) prilygo aktyvumui naudojant 20 g/l triptono. Taigi,
triptonas yra svarbus azoto Saltinis, reikalingas BPM susidarymui. PanasSius tyrimy
rezultatus paskelbé ir kiti autoriai. Todorov [278] didziausius bakteriocino AMA-K
aktyvumus gavo, kai PRB kultivavimui naudojo 20 g triptono, ir 20 g miSinio,
sudaryto i§ triptono, mieliy ekstrakto ir mésos ekstrakto (atitinkamai 10, 5 ir 5 g/l).
Tuo tarpu L. plantarum sintetinamo bakteriocino ST414BZ didziausias aktyvumas
buvo pasiektas, kai PRB kultivavimui buvo naudota kaip tik 20 g/l triptono [102].

Naudojant gliukoze (20 g/1) kaip vienintelj anglies $altinj, nustatyti didesni P.
acidilactici, P. pentosaceus KTU05-8, KTU05-9 ir KTU05-10 padermiy sintetinamy
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BPM aktyvumai, nei analogiSkai naudojant maltoz¢ ar fruktoze, o maziausi
aktyvumai nustatyti mazinant gliukozés (anglies Saltinio) kiekj iki 5 ar 10 g/I. Be to,
P. pentosaceus KTUO05-10 sintetinamy BPM aktyvumai nustatyti reikSmingai
mazesni naudojant 15 g/l gliukozés. Padidinus gliukozés kiekj iki 25 g/I reikSminga
jtaka BPM aktyvumui nenustatyta. Pagal literatiiros duomenis, bakteriociny sintezé
priklauso nuo PRB padermés, angliavandeniy koncentracijos ir jy $altinio. Siame
darbe gauti tyrimy rezultatai neprieStarauja kity autoriy publikuotiems duomenims,
kurie nustaté, kad gliukozé kaip anglies $altinis labiau stimuliuoja BPM gamyba, o
fruktozés panaudojimas vietoj gliukozés zenkliai sumazina bakteriociny aktyvuma
[101, 104, 281]. Tuo tarpu Todorov ir Dicks [102], tyrinéje L. plantarum ST414BZ
ir ST664BZ sintetinamus bakteriocinus, nustaté, kad jy aktyvumas buvo du kartus
didesnis, kai vietoj gliukozés buvo naudota maltozé. Skirtingas anglies Saltinio
poreikis gali priklausyti nuo mikroorganizmy risies ir netgi padermés.

1, 5 ir 10 g/l glicerolio priedas mMRS terpé¢je neturéjo reikSmingos jtakos
BPM P. acidilactici, P. pentosaceus KTUO05-8 ir KTUO05-9 padermiy gaminamy
BPM aktyvumai, tuo tarpu 10 g/l glicerolio priedas reik§mingai sumazino P.
pentosaceus KTUO05-10 padermés gaminamy BPM aktyvuma. Glicerolio neigiamas
poveikis taip pat nustatytas bakteriocinui ST151BR, kurj sintetino L. pentosus
ST151BR [100].

2 g/l cisteino hidrochlorido priedas reik§mingai padidino P. acidilactici, P.
pentosaceus KTUO05-8, KTUO05-9 ir KTUO5-10 padermiy gaminamy BPM
antimikrobinj aktyvuma iki 25 %, be to 1 g/l cisteino priedas padidino P.
pentosaceus KTUO05-8 gaminamy BPM aktyvuma 16 %. Tai gali biti paaiSkinama
svarbiu cisteino vaidmeniu daugumos baltymy strukttroje.

5 ml/l Tween 80 priedas sumazino P. pentosaceus KTUO05-10, gaminamy
BPM aktyvumg 10 %, tuo tarpu kity PRB sintetinamoms BPM Tween 80 priedas
reikSmingos jtakos neturéjo. PrieSingus duomenis apie Tween 80 poveikj
bakteriociny aktyvumui paskelbé Nel su bendraautoriais [282], nustate, kad
padidintos jo koncentracijos teigiamai stimuliavo pediocino PA-1 aktyvuma, kuris
pasiektas didziausias naudojant 3 % Tween 80. Tuo tarpu Todorov ir Dicks [104,
283] nustaté, kad Tween 80 priedas sumazino bakteriociny aktyvuma daugiau kaip
50 %.

Iki 0,2 g/l padidinti MnSO,4H,0 kiekiai reikSmingai padidino P. pentosaceus
KTUO05-8, KTU05-9 ir KTU05-10 produkuojamy BPM aktyvuma, atitinkamai iki
360, 320 ir 300 AV/ml. Padidinus MgSO, 7H,0 koncentracijg 2,5 karto, t. y. iki 0,5
g/l, P. pentosaceus produkuojamy BPM aktyvumas padidéjo iki 32 %, o P.
acidilacticic BPM aktyvumas padidéjo 15 %, kai MgSO, 7H,O kiekis buvo
padidintas iki 0,2 g/I. Apie teigiama Mg** ir MnSO, poveikj savo tyrimuose taip pat
paskelbé ir Biswas [284], ir Nel su bendraautoriais [282]. Be to, i$ terpés paSalinus
magnio ir mangano sulfatus, reikSmingai sumaz¢jo bakteriocino AMA-K aktyvumas
[278]. Gauti ir priesingi duomenys: Juarez su bendraautoriais [285] nustaté, kad,
nors MnSQ, ir buvo privalomas optimaliam L. salivarius CRL 1328 augimui, taciau
neigiamai veiké bakteriociny susidarymg, 0 teigiamas poveikis jy aktyvumui buvo
pasiektas naudojant natrio acetato ir MgSO, priedo kombinacija, netgi sudétyje
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naudojant Mn**. Tai patvirtina, kad drusky miSiniai taip pat gali turéti jtakos
bakteriociny susidarymui.

Keturis kartus ir daugiau padidinti kalio ir natrio drusky kiekiai terpéje
sumazino P. pentosaceus KTU05-10 BPM aktyvuma 13 %. Literatiiros duomenimis,
kalio drusky poveikis bakteriociny aktyvumui labai priklauso nuo bakteriocino
prigimties. K,HPO, priedai nuo 2 iki 100 g/l neturéjo jtakos L. plantarum
sintetinamo bakteriocino ST414BZ aktyvumui, o 2 g/l KH,PO, priedas sumazino §io
bakteriocino aktyvumg perpus. L. plantarum sintetinamo bakteriocino ST664BZ
aktyvumga 2 g/l KH,PO, priedas padidino du kartus, o 20 ir 50 g/l priedai padidino
Siy bakteriociny aktyvuma 4 Kkartus [281]. Taigi mineraliniy medziagy priedy
poveikis priklauso nuo bakteriociny prigimties ir turi biiti parinktas kiekvienai PRB
padermei.

Vertinant vitaminy poveikj P. acidilactici, P. pentosaceus KTU05-8, KTUOQ5-
9 ir KTUO05-10 padermiy sintetinamy BPM aktyvumui, nustatyta, kad folio ragsties,
tiamino hidrochlorido, cianokobalamino ir D,L-6,8-tioktinés riigsties 1 mg/l priedai
neturéjo reik§mingos jtakos BPM aktyvumui. Literatiiros duomenimis, vitaminy
poveikis bakteriociny susidarymui labai priklauso nuo bakteriociny prigimties.
Todorov ir Dicks [102] atlikti tyrimai rodo, kad tiamino, D,L-6,8-tioktinés riigsties ir
L-askorbo rugsties 1 mg/l priedai sumazino bakteriocino ST414BZ aktyvuma, o
cianokobalaminas neturéjo jokios jtakos $iy bakteriociny aktyvumui. Bakteriocino
ST664BZ aktyvumui askorbo riigsties priedas turéjo neigiama jtaka ir sumaZzino
aktyvumg perpus, o D,L-6,8-tioktinés rugsties 1 mg/l priedas du kartus padidino
bakteriocino ST664BZ aktyvuma.

Apibendrinant tyrimy rezultatus, galima teigti, kad BPM antimikrobinj
aktyvumg didino azoto Saltiniu PRB kultivavimui naudojant 20 g/l triptono, o
anglies Saltiniu — 20 g/l gliukozés. Padidinti iki 0,2 g/l MgSO, 7H,0 ir iki 0,1 g/l
MnSO, 4H,0, o taip pat iki 2 g/l cisteino-HCI'H,O priedai didino BPM aktyvuma
pries B. subtilis.

Nustacius, kad terpés sudétis turi reikSmingg jtaka PRB sintetinamy BPM
aktyvumui, kitame tyrimo etape svarbu jvertinti ir fermentavimo salygy -
temperatiiros, terpés pH verciy ir pradinio PRB lasteliy inokuliato kiekio — jtaka
PRB sintetinamy BPM susidarymui.

3.3.1.3. Fermentacijos sqlygy jtaka j bakteriocinus panasiy medziagy aktyvumui

Sio etapo tikslas buvo jvertinti fermentacijos salygy (terpés pH veréiy,
temperatiiros ir inokuliato kiekio) jtaka BPM aktyvumui.

Nustatyta, kad, inokuliuojant 2 % PRB lasteliy suspensijos j $vieZig terpe,
antimikrobinis bakteriociny aktyvumas yra zenkliai didesnis, negu inokuliuojant
0,01 % (3.6 pav.). 2 % inokuliato padidino antimikrobinio poveikio zonos
susidaryma nuo 5 iki 13 mm. Apie didesnio kiekio (2 %) PRB pradinio inokuliato
teigiamg poveikj paskelbé ir kiti tyréjai [286], be to, kad bakteriociny aktyvumas ne
visada koreliuoja su PRB lasteliy augimu, yra paskelb¢ ir Kim su bendraautoriais
[287], ir Bogovic-Matijasic ir Rogelj [288].

Vertinant temperattros jtakg BPM susidarymui, didziausi BPM aktyvumai
nustatyti kultivuojant PRB Zemesnése nei optimalios jy augimo temperatiiros: P.
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pentosaceus KTUO05-10, P. acidilactici ir L. sakei 30 °C temperatiiroje (atitinkamai
320; 220 ir 310 AV/ml), o P. pentosaceus PRB KTUO05-9 ir KTU05-8 25 °C
(atitinkamai 270 ir 250 AV/ml) (3.11 lent.). Literatiiroje taip pat sutinkama duomeny
apie temperatiros poveikj bakteriociny aktyvumui [109, 289, 290], pvz., Zhang su
bendraautoriais [290] nustaté, kad P. acidilactici PA003 sintetinamy bakteriociny
aktyvumas pasiektas didZiausias prie 35 °C temperatiiros, o Todorov ir Dicks [291]
tyré P. pentosaceus AT44AM gaminamy bakteriociny aktyvumus 26, 30 ir 37 °C
temperatiirose ir nustaté, kad Sios kulturos kultivavimo temperatiira neturéjo
reik§mingos jtakos bakteriociny aktyvumui.
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3.6 pav. Susidariusiy BPM antimikrobinis aktyvumas, i$reikstas slopinimo zonos skersmeniu
(Sulinélio diametras nejskai¢iuotas): a — kai inokuliuota 0,01 %; ir b — 2 % PRB Igsteliy: A —
KTUO05-6; ¢ — KTUO05-7; x — KTU05-8; + — KTUO05-9; — — KTUO05-10 kulttry

3.11 lentelé. Kultivavimo temperattros ir pH jtaka BPM aktyvumui

Aktyvumas, AV/ml
P. pentosaceus P

Auginimo sglygos KTU05-10  KTU05-9  KTUO05-8 acidilactii KLT.LSJ&E)EEIG

) ) ) KTU05-7 i

20 200+28ab 200+0a 210+14a  130+28ab _ 2600ab

Temperatira, 25 230+l4cd  270+28acd  250+14bcd  160+14c  300+ldac
°C 30 320+0ac 200+14c 210+0c 220+14ac  310+14bd
35 310£14bd  180+14d 200+14d 200:0b  260+0cd

45 300+14 200+0ab 200:0ab  130+14ab  240+ldab

pH 5,5 3200 270+14a 250+14a 200£14a  300+l4a
6,5 320+14 270£28b 250+14b 220+0b 310£0b

Vidutiniy veréiy reikSmés pazymétos tokiomis pat raidémis: a, b ir ¢ parodo, kad yra esminiai skirtumai
jvertinti pagal Dunkano kriterijy (p < 0,05) lyginant augimo salygas atskirai

Vertinant pH verCiy jtaka PRB L. sakei, P. acidilactici, P. pentosaceus
KTUO05-8, KTU05-9 ir KTUO05-10 gaminamy BPM aktyvumui (3.11 lent.),
nustatyta, kad didziausias $iy medziagy antimikrobinis poveikis pasireiSke terpése,
kuriy pH vertés buvo 5,5 ir 6,5, o terpés pH verté 4,5 Zenkliai sumazino BPM
aktyvuma. pH jtaka bakteriociny aktyvumui taip pat gali priklausyti nuo PRB
padermés, pvz., Todorov ir Dicks [104] nustaté, kad L. plantarum ST28MS
Sintetinamy bakteriociny didziausi aktyvumai nustatyti, kai PRB daugintos terpése,
kuriy pH vertés buvo 6,0 ir 6,5, o bakteriocino ST26MS kai kerpés pH vertés buvo
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5,0 ir 5,5. Leuc. mesenteroides ssp. mesenteroides bakteriocino ST33LB didZiausias
aktyvumas susidare, kai terpés pH verté buvo 6 [101]. L. plantarum sintetinamy
bakteriocing AMA-K didZiausi aktyvumai nustatyti pH vertei esant 5,5 ir 6,0 [278].

Gauti tyrimy rezultatai patvirtino, kad L. sakei, P. acidilactici, P. pentosaceus
BPM susidarymas priklauso nuo PRB padermés, temperatiiros, inokuliato kiekio ir
terpés pH ver¢iy. Didziausias PRB BPM antibakterinis poveikis prie§ B. subtilis
pasireiské 15-30 val. laikotarpyje ir priklausé nuo PRB padermeés, terpés pH verciy
ir kultivavimo temperatiiros. Optimaliausia temperatiira P. pentosaceus KTUO05-10,
P. acidilactici ir L. sakei BPM susidarymui yra 30 °C, o P. pentosaceus KTU05-8 ir
KTUO05-9 padermiy BPM — 25 °C. Tinkamiausia terpés pH verté yra 6,5.

3.3.2. Ivairios kilmés augaliniy produkty panaudojimo galimybés pieno riigsties
bakteriju kultivavimui ir metabolizmo produkty susidarymui

3.3.2.1. Maisto gamybos Salutiniai produktai

Pagrindinis PRB fermentacijos produktas, pasizymintis antimikrobiniu
poveikiu, yra pieno ragstis. Nors fermentacija yra seniai zinomas ir taikomas maisto
pramongéje procesas, taciau, tobuléjant tyrimy technikai, iSaiSkinama vis naujy fakty,
i kuriuos reikéty atkreipti démesj, pvz., nepageidautiny junginiy formavimasi
pienartigs§tés fermentacijos metu. Vienas i$ pavojingiausiy junginiy, susidaranciy
taikant $ias technologijas, yra D(-) pieno riigSties izomeras, Kuris negali bati
metabolizuojamas zmoniy virSkinamajame trakte, o suvartojus didelj jo kiekj — gali
sukelti acidozes, t. y. rug$¢iy ir Sarmy pusiausvyros kraujyje sutrikimus. Pieno
rugsties D(-) izomero toksiSkumas kelia ypatinga susirlpinimg, nes jis ypac
pavojingas nusilpusiems ir sergantiems vaikams [292]. Dél $iy priezaséiy labai
svarbu uztikrinti, kad, parenkant fermentacijos technologijos salygas, galutiniame
produkte buity kuo mazesnis §io metabolito kiekis.

Sio tyrimo metu buvo jvertinta jvairiy maisto gamybos $alutiniy produkty
panaudojimo galimybés pieno riigSties ir D(-) izomero gamybai. Fermentuojant
melasa, zlaugtus, salyklojus ir kvie€iy sélenas, bioprodukty pH veréiy
priklausomybé nuo fermentacijos trukmés pateikta 3.7 paveiksle. Fermentuojant
melasa, didziausias pH ver¢iy pokytis nustatytas naudojant P. pentosaceus KTUO05-9
paderme, kai pH vertés sumazéjo nuo 8,56 iki 4,86. Fermentuojant sélenas, terpés
pH vertés sumazéjo nuo pradinés vertés 6,41 iki 3,73. DidZiausias pH veréiy
sumazéjimas séleny terpéje nustatytas po 48 val., fermentuojant su P. pentosaceus
KTUO05-10. Mazesni terpés pH pokyciai nustatyti, fermentuojant zlaugtus ir
salyklojus, atitinkamai nuo 4,20 iki 3,82 ir nuo 4,55 iki 3,75.

Vertinant PRB panaudojimo galimybes jvairiy maisto gamybos Salutiniy
produkty fermentavimui ir pieno rugsties gamybai, nustatyta, kad pieno rtgsties
susidarymas priklausé tiek nuo terpés, tiek nuo PRB padermés. Nepaisant to, kad
PRB skaicius kvieciy séleny terpéje nustatytas ribose nuo 10,2 iki 10,8 log;y KSV/g
(3.8 pav.), taciau pieno rugsties kiekiai séleny terpéje buvo nuo 6,3 (L. sakei) iki
78,1 (P. pentosaceus KTUO05-9) g/kg ir priklaus¢é nuo PRB padermés (3.9 pav.).
Fermentuotuose maisto gamybos Salutiniuose produktuose — melasoje, zlaugtuose,
salyklojuose ir sélenose pagrindinis pieno rugsties izomeras buvo L(+), 0 D(-)
izomero kiekiai nustatyti labai mazi (iki 0,06 g/l). Nustatytas P. pentosaceus
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KTUO05-9 tinkamumas pieno rugsties gamybai, fermentuojant ne tik kvieciy sé¢leny
terpe, bet ir melasos, ir salyklojy terpes, kuriose pieno riigSties kiekiai nustatyti
atitinkamai 62,1 ir 65,6 g/kg. Su kitomis PRB padermémis, fermentuojant melasg ir
salyklojus, pieno rtgsties kiekiai buvo zenkliai mazesni. Tuo tarpu fermentuojant
zlaugtus nustatytas P. acidilactici, P. pentosaceus KTUO05-8 ir P. pentosaceus
KTUO5-9 tinkamumas $iy terpiy fermentacijai, kadangi pieno riigSties kiekiai
nustatyti didZiausi ir sudaré atitinkamai 66,5, 74,6 ir 63,0 g/kg. Be to, zlaugty terpéje
gerai dauginosi visos tyrime naudotos PRB, jy skai¢ius nustatytas ribose nuo 9,0 iki
9,2 log;o KSV/g. Koreliacija tarp PRB skaiciaus ir pieno rugsties kiekio nenustatyta,
t. y. pieno rugsties susidarymas fermentacijos metu priklausé nuo fermentacijos
terpés ir nepriklausé nuo PRB pajégumo daugintis terpése. Tai gali bti paaiskinama
skirtinga sacharidy sudétimi ir PRB gebé&jimu juos asimiliuoti. Pieno rigsties kiekis
taip pat buvo jvertintas bulviy sul¢iy ir bulviy sul¢iy su ekstruduotais ryziais terpéje.
Didziausias L(+) pieno riigsties kiekis nustatytas fermentuojant bulviy sultis su L.
sakei (24,3 g/l). Maisto gamybos Salutiniuose produktuose melasoje, zlaugtuose,
salyklojuose ir sélenose pagrindinis pieno riigsties izomeras buvo L(+), o bulviy
suléiy terpése D(-) izomero kiekiai nustatyti didesni. DidZiausig D(-) pieno ragsties
kiekj bulviy suléiy terpéje gamino L. sakei (5,4 g/), o maziausig — P. pentosaceus
KTUO05-10 (1,6 g/1). Ekstruduoty ryZiy priedai sumazino D(-) pieno rigsties kiekj.
Maziausi D(-) pieno rugsties kiekiai nustatyti bulviy suléiy terpéje su ekstrudaty
priedais buvo naudojant P. acidilactici (0,5 g/l).

A —4—P.p.10 0—Pp.9 —A—Pp.8 —A—P.a. ——Ls B —4—Pp.10 0—Pp.9 —A—Pp.8 —4—Pa ——Ls
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o I i 0
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3.7 pav. pH ver¢iy priklausomybé nuo fermentacijos trukmés terpése: a — séleny; b —
melasos; ¢ — zlaugty; d — salyklojy, fermentuojant su: L.s. — L. sakei; P.a. — P. acidilactici;
P.p. 8 — P. pentosaceus KTU05-8; P.p. 9 — KTUO05-9; P.p. 10 — KTU05-10 padermémis

81



11 1

10 A

©
L

PRB, log KSV/g

P. pentosaceus P. pentosaceus P. pentosaceus P. acidilactici L. sakei
KTUO05-10 KTU05-9 KTUO05-8

DOKvie¢iy sélenos OMelasa B Zlaugtai B Salyklojai

3.8 pav. PRB skaicius fermentuotuose produktuose, ruostose i§ maisto gamybos Salutiniy
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3.9 pav. Pieno riigsties ir jos izomery susidarymas skirtingomis PRB: Ls — L. sakei; Pa — P.
acidilactici; Pp8, Pp9 ir Pp10 — atitinkamai P. pentosaceus KTU05-8, KTU05-9 ir KTU05-
10 padermémis, fermentuotuose bioproduktuose, ruostuose i$ maisto gamybos Salutiniy
produkty (*papildyta 5 % ekstrudaty, Mg, Mn ir Cys priedais)

Panasius tyrimy rezultatus paskelbé¢ ir kiti autoriais. Literatiiros duomenimis,
didelius pieno rugsties kiekius fermentacijos budu sintetino L. delbrueckii NCIMB
8130 (90 g/1), fermentuojant runkeliy melasg [293], o fermentuojant kviecius, dideli
pieno rigsties kiekiai (106 g/1) gauti naudojant Lact. lactis ssp. lactis ATCC 19435
paderme [294]. Fermentuojant bulves su L. amylovorus ATCC 33620, mazus pieno
rugsties kiekius (4,2 g/l) gavo Xiaodong su bendraautoriais [295]. Tai atitinka Siame
darbe gautus rezultatus.

Apibendrinant tyrimy rezultatus, L(+) pieno rugsties kiekis priklauso tiek nuo
PRB padermés, tiek nuo fermentacijos terpés. Gauti rezultatai rodo, kad analizuotos
PRB kvieéiy séleny, melasos, Zlaugty ir salyklojy terpése pagrinde gamino didesnius
L(+) pieno rugsties kiekius (nuo 99,68 iki 99,97 % bendro pieno riigsties kiekio), o
bulviy terpése D(-) izomero kiekiai sudaré nuo 4,3 iki 52,2 % bendro pieno riigsties
kiekio, priklausomai nuo naudotos PRB padermés, tuo tarpu naudojant ekstruduoty
ryziy, mineraliniy medziagy ir amino rug$¢iy priedus j bulviy terpe, D(-) izomero
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kiekiai zenkliai sumazéjo ir buvo labai nedideli (nuo 4 iki 23 % ir priklausé nuo
PRB padermés), todél bioprodukty, skirty griidy séklos biologinés tarSos mazinimui
naudoti tinkantys.

3.3.2.2. Krakmolingi augaliniai produktai

Kuriant PRB bioprodukta ekologinei zemdirbystei, svarbu istirti pigiy Zaliavy
panaudojimo galimybes jo gamyboje. Ieskant pigios zaliavos PRB dauginimui,
svarbu atkreipti démesj | Lietuvoje gausiai auginamas darzoves. Vienos i$ tokiy yra
bulvés. Siy tyrimy etapo metu buvo jvertinta skirtingai paruosty bulviy terpiy
panaudojimo PRB dauginimui galimybés. Tam buvo tirtas didziausiu antimikrobiniu
aktyvumu prie$ Fusarium genties grybus pasizyméjusiy PRB L. sakei, P. acidilactici
ir P. pentosaceus KTUQ05-10 augimo galimybés jvairiose bulviy sulCiy terpése ir
aktyviojo rugstingumo priklausomybé nuo fermentacijos trukmeés.

Bulviy terpés jtaka pH veréiy pokyciams fermentacijos metu. pH verciy
priklausomybé nuo fermentacijos trukmés jvairiai paruostose bulviy terpése: bulviy
sul¢iy terpéje; bulviy suléiy terpéje, atskyrus nusistovéjusj krakmolg; ir tarkuoty
bulviy maséje, fermentuojant su L. sakei, P. acidilactici ir P. pentosaceus KTUO5-
10, pateikta 3.10 paveiksle. Nustatyta P. acidilactici ir P. pentosaceus KTUO05-10
padermiy greita adaptacija bulviy suléiy terpése tiek su krakmolu, tiek atskyrus
nusistovéjusj krakmolg — intensyviausi pH veréiy poky¢iai vyko per pirmasias 24
val., 0 L. sakei intensyviausi pH poky¢iai jvyko per 48 val. Vertinant pH verciy
pokyCius fermentacijos metu tarkuoty bulviy terpéje, pastebétos panaSios
tendencijos, kaip ir bulviy suléiy terpése, iSskyrus L. sakei fermentuojamy terpiy pH
ver¢iy pokycius — Cia nustatytas intensyvus pH verCiy sumazgjimas per pirmasias
fermentacijos 24 val. Po 48 val. fermentacijos Zemiausios pH vertés pasiektos
terpése su P. acidilactici buvo 3,96, 4,09 ir 3,81 atitinkamai bulviy sulCiy terpéje,
bulviy sul¢iy terpéje, atskyrus nusistovéjusj krakmolg ir tarkuoty bulviy maséje, 0
po 72 val. fermentacijos nustatytos pH vertés buvo lygios atitinkamai 3,85, 3,91 ir
3,78. llgesné fermentacija (72 val.) reikSmingai sumaZzino terpés rigstinguma,
fermentuojant su L. sakei bulviy sulCiy terpéje ir bulviy sulCiy terpéje atskyrus
krakmola, atitinkamai 6,9 ir 6,4 %.

7

——P. pentosaceus KTUO05-10 - = - P. acidilactici —— L. sakei
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Fermentacijos trukme, val

3.10 pav. pH ver¢iy priklausomybé nuo trukmés bulviy suléiy terpése: | — neatskyrus
krakmolo; Il — atskyrus krakmola; Il — tarkuoty bulviy terpéje, fermentuojant su PRB
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Bulviy terpés jtaka PRB augimui fermentacijos metu. PRB augimo
priklausomybé nuo trukmés skirtingose bulviy suléiy terpése pateikta 3.11
paveiksle. Tyrimo rezultatai parodé, kad 72 val. fermentacijos metu, bulviy suléiy
terpése P. pentosaceus KTUO05-10 ir P. acidilactici bakterijy skaiCius didéjo.
Didziausi P. pentosaceus KTUO5-10 ir P. acidilactici bakterijy kiekiai nustatyti po
72 val. fermentacijos buvo 9,71 ir 9,53 logy,y KSV/ml bulviy sul¢iy terpéje,
neatskyrus krakmolo, ir 9,21 ir 9,45 logyy KSV/ml bulviy suléiy terpéje, atskyrus
krakmolg. L. sakei, didziausias bakterijy skaicius nustatytas po 48 val. fermentacijos
bulviy sul¢iy terpéje, neatskyrus krakmolo buvo 9,42 log;o KSV/ml, ir bulviy suléiy
terpéje su atskirtu krakmolu buvo 9,02 logyy KSV/mI. Rezultatai parodé, kad
bakterijy augimo intensyvumas priklauso nuo terpés sudéties, PRB riisies ir
fermentavimo trukmés. Gauti tyrimy rezultatai patvirtino, kad bulviy terpé yra
tinkama ir gali biiti naudojama PRB dauginimui.

0 ——P.pentosaceus KTU05-10 --=-- P.acidilactici —— L.sakei
9,5 g 3P +
A F/ /)
A /) /)
el - s
! 0 ‘ 24 ‘ 48 ‘ 72 ‘ 0 ‘ 24 ‘ 48 ‘ 72 ‘ 0 ‘ 24 ‘ 48 ‘ 72
| I 1]

Fermentacijos trukmé, val

3.11 pav. PRB augimo priklausomybé nuo trukmés bulviy sulCiy terpése: | — neatskyrus
krakmolo; Il — atskyrus krakmolg; 11 — tarkuoty bulviy, fermentuojant su PRB

Ekstrudaty priedo jtaka fermentuoto produkto pH vertéms, bendram
titruojamajam riig§tingumui, reologinéms savybéms ir PRB augimui. Siy tyrimy
etapo metu jvertinta ekstruduoty ryziy, magnio ir mangano drusky ir cisteino priedy
poveikis antimikrobiniu aktyvumu pasizyméjusiy PRB L. sakei, P. acidilactici ir P.
pentosaceus KTUO05-10 misinio dauginimui, panaudojant jvairius ekstruduoty ryziy
produkto kiekius (1, 3, 5, 10, 15, 20 ir 25 % bulviy masés). pH veréiy
priklausomybé nuo fermentacijos trukmés pateikta 3.12 paveiksle. Fermentacijos
metu terpés pH vertés visais atvejais mazéjo. Sparciausias pH verciy mazéjimas
nustatytas po 24 val. fermentacijos. Naudojant ekstrudaty priedus terpés pH vertés
nustatytos mazesnés lyginant su bulviy suléiy terpe be ekstrudaty priedo. Didinant
ekstruduoty ryziy kiekj terpés pH nezymiai mazéjo. Zemiausias terpés pH nustatytas
naudojant 5 ir 10 % ekstruduoty ryziy ir MgSQO,4 7H,0, MnSO,4-4H,0 ir cisteino-
HCI-H,O prieda po 48-72 val. fermentacijos (atitinkamai 3,5-3,7 ir 3,5-3,6) (3.12 b
pav.). Maziausios pH vertés nustatytos ilgesnés fermentacijos metu (48-72 val.)
terpése su ekstrudaty priedais.

Bioprodukty reologinés savybés, tokios kaip kietumas, tirStumas ir lipnumas,
nustatytos prie§ fermentacija ir po 72 val. fermentacijos, pateiktos Il priedo 1
lenteléje. Ekstruduoty ryziy priedas didino tiek terpés prie§ fermentacija, tiek ir
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bioprodukto kietuma, tirStumg ir lipnumg. Po fermentacijos iSryskéjo bioprodukto
kietumo ir tirStumo sumazéjimas, ypa¢ naudojant didesnj ekstrudaty priedo kiekj.
Didesnis ekstrudaty priedo Kiekis salygojo didesnj bioprodukto kietuma ir tir§tuma.

651 ——0 —=—1% —43% —5% 6,5 .
———10% —%—15% —e—20% ——25% —¥—Mg, Mn ir Cys ——59% MRS
6 —a—10 % MRS ——15 % MRS
55 A 55 4
= T 5
S
45 A 45 -
4
3,5 T T T T 1 3'5 T T T T T T T T T d
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
a Trukmeg, val. b Trukme, val.

3.12 pav. pH verciy priklausomybé nuo fermentacijos trukmés bulviy sul¢iy terpése: a — su
jvairiais ekstrudaty priedais; b — su MRS terpés, magnio, mangano ir cisteino priedais,
naudojant 5 % (b, kairéje) ir 10 % (b, desinéje) ekstruduoty ryziy produkto

PRB misinio, sudaryto i§ L. sakei, P. acidilactici ir P. pentosaceus KTU05-10,
augimo priklausomybé nuo fermentacijos trukmés bioprodukto gamybos metu iki 96
val. fermentacijos, naudojant 1, 3, 5 ir 10 % ekstruduoty ryziy prieda bei magnio,
mangano drusky ir cisteino priedus, kultivuojant 35 °C temperatiiroje pateikta 3.13 a
paveiksle. PRB intensyviausiai augo iki 48 val. fermentacijos naudojant 5 ir 10 %
ekstruduoty ryziy bei magnio, mangano drusky ir cisteino priedus, o 48-72 val.
laikotarpyje PRB skaicCius kito nezymiai. Maziausias PRB lasteliy skaicius
nustatytas terpése su 1 ir 3 % ekstruduotais ryziais. Visais atvejais pastebétas PRB
lasteliy skai¢iaus mazéjimas po 96 val. fermentacijos.

Nustatyta, kad ekstruduoty ryziy ir bulviy terpé tinkama PRB dauginimui,
todél gali biiti naudojama bioprodukto gamybai. Optimaliam fermentacijos procesuli
pasiekti rekomenduojama 48-72 val. fermentacija.

35
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a Trukmé, val. Ryziy priedas, %

3.13 pav. a — PRB augimo priklausomybé nuo trukmés; b — terpés BTR poky¢iai, (*naudoti
magnio, mangano drusky ir cisteino priedai)

Bioprodukty su jvairiais ekstruduoty ryziy priedais BTR vertés pateiktos 3.13
b paveiksle. Ekstruduoty ryZziy priedas ir magnio, mangano drusky ir cisteino priedai
didino terpés BTR vertes. Didziausios BTR vertés nustatytos naudojant 20 ir 25 %
ekstruduoty ryziy produkty prieda (atitinkamai 27,8 ir 26,0 °N) po 72 val.
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fermentacijos. Zenkliausias BTR padidéjimas nustatytas iki fermentacijos 72 val., 0
ilgéjant fermentacijos trukmei iki 96 val. BTR vertés nekito. Didinant ekstrudaty
priedo kiekj terpés drégnis mazéjo. Nustatytas vidutinio stiprumo koreliacinis rySys
(R?= 0,825, 0,737 ir 0,878 atitinkamai po 24, 48 ir 72 val. fermentacijos) tarp terpés
drégnio ir bioprodukto BTR verciy, fermentuojant bulviy terpg su PRB misiniu (l1
priedo 1 pav.).

3.3.3. Temperatiiry jtaka pieno rugsties bakterijy rasiniams poky¢iams duonos
raugy fermentacijos gamybinése salygose metu

Dauginant raugus kepyklose ne visada yra uztikrinama pastovi temperatiira.
Kai kurie duonos raugai, ypa¢ termofiliniy bakterijy, kepyklose dauginami
fermentatoriuose grieztai kontroliuojant fermentacijos temperatiira. Taciau
daugumoje kepykly raugai ruoSiami kubiluose kepyklos patalpose neuztikrinant
pastovios temperatiiros. Taip dauginant raugus kepykloje temperatiira kinta
priklausomai nuo mety laikotarpio, 0 temperatiros pokyciai skirtingy sezono
laikotarpiy metu gali turéti jtakos PRB rusiy sudéciai rauguose.

Siy tyrimy etapo tikslas buvo jvertinti temperatiros pokyciy kepyklose,
skirtingy mety laikotarpiu jtakg PRB populiacijai. Tam buvo rinkti raugy méginiai i§
kepyklos Ziemos metu vieno ménesio laikotarpyje (tuo metu raugy dauginimo
patalpose buvo 18 °C temperatiira). Po to, papildomai raugai buvo dauginti 25 °C
temperatiiroje imituojant vasaros laikotarpio temperatiira kepykloje.

Dominuojanti PRB mikroflora pirma eksperimento dieng ir po 10 savaiciy
fermentacijos buvo vertinta pagal ps-PGR elektroforezés spektrus agarozés gelyje.
Pagal paliktus pédsakus agarozés gelyje PRB izoliatai suskirstyti j grupes, i$ kuriy
po vieng atsitiktinai atrinktos PRB genetiskai identifikuotos, kad bity galima
nustatyti PRB rasj. ps-PGR elektroforezés ir sekvenavimo rezultaty suvestiné
pateikta 3.12 lenteléje. Pagal i§ pirmos raugy fermentacijos dienos gautus rezultatus
buvo isskirtos ir identifikuotos PRB rasys: L. sanfranciensis, L. crustorum, L.
curvatus ir L. plantarum / pentosus. Tuo tarpu po 10 savailiy fermentacijos, kai
raugai 6 savaites dauginti imituojant vasaros sezono temperatiirg kepykloje (25 °C),
iSskirtos ir identifikuotos kitos PRB rasys: L. paraalimentarius, L. brevis, L.
spicheri, L. fabifermentans, L. plantarum / pentosus / paraplantarum, L. crustorum
ir L. sanfranciensis.

Palyginamasis dominuojancios PRB riisinés sudéties jvertinimas, dauginant
raugus 18 °C temperatiiroje ir imituojant vasaros laikotarpio temperatiirg (dauginant
25 °C) pateiktas 3.13 lenteléje. Ruginiame ir kvietiniame rauguose (fermentuotuose
~18 °C) dominavo L. sanfranciscensis, atitinkamai 78,1 ir 93,1 % iskirty izoliaty. Be
to, i§ kvietinio raugo iSskirtos L. curvatus sudaré 6,9 %, o i$ ruginio raugo isskirtos
L. crustorum ir L. plantarum rtsies bakterijos sudaré atitinkamai 16,6 ir 6,3 %.
Pakélus temperatiirg iki 25 °C, imituojant vasaros laikotarpio temperatiirg kepyklose,
ruginiuose rauguose dominuojanti PRB riiSiné sudétis stipriai pasikeité: PRB 16S
rDNR geno sekos metodu ruginiame rauge identifikuotos L. sanfranciscensis sudaré
14,8 %, o naujai iSskirtos L. paraalimentarius, L. spicheri, L. fabifermentans ir L.
brevis sudaré atitinkamai 37,0, 18,5, 14,8 ir 3,7 %. Kvietiniame rauge PRB raiSiy
poky¢iai nebuvo ryskiis. Pagrindiné dominuojanti L. sanfranciscensis isliko ir
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sudare didziaja dalj PRB izoliaty, o vietoj L. curvatus rastos dvi naujos padermés, L.
paraalimentarius ir L. crustorum, sudaré vos po 3,2 % isskirty izoliaty.

3.12 lentelé. PRB identifikavimas 16S rDNR geno sekos metodu rauguose,

daugintuose 18 ir 25 °C temperatiirose

Pirma eksperimento diena — fermentacija
kepykloje 18 °C temperatiiroje

Paskutiné eksperimento diena - po 10 savaiciy
fermentacijos, i$ jy paskutinés 6 savaités 25 °C
temperatiiroje

Grupé® Padermé PRB riidis Grupe" Padermé PRB riisis
I MR9 8. sanfranciensis | W2 4L. sanfranciensis
MR25.4 L. sanfranciensis R1 L. sanfranciensis
MR29 L. sanfranciensis 1l R7 P, paraalimentarius
MwW4 L. sanfranciensis 11 R26 °L. brevis
MW23 L. sanfranciensis v R11 9L, spicheri
1l MW5 b curvatus \Y R25 ®L. fabifermentans
MW11 L. curvatus VI R5 L. plantarum/ pentosus/
paraplantarum
" MR6 °L. nantensis / crustorum Vil W19 SL. crustorum
MR19 L. nantensis / crustorum R21 L. crustorum
MR26 L. nantensis / crustorum R26 L. crustorum
MR28 L. nantensis / crustorum ®L. sanfranciensis (bendras izoliaty kiekis 33);
v MR24 9L, plantarum / pentosus b paraalimentarius (bendras izoliaty kiekis 11);

®L. sanfranciensis (bendras izoliaty kiekis 68);
°L. curvatus (bendras izoliaty kiekis 2); °L.
nantensis ar L. crustorum (bendras izoliaty
kiekis 5); °L. plantarum ar L. pentosus (bendras
izoliaty kiekis 2); ® Remiantis sekvenavimo
rezultatais izoliatai suskirstyti i keturias grupes.

°L. brevis (bendras izoliaty kiekis 10); L.
spicheri (bendras izoliaty kiekis 5); °L.
fabifermentans (bendras izoliaty kiekis 4); L.
plantarum/pentosus/paraplantarum (bendras
izoliaty kiekis 1);°L. nantensis ar L. crustorum
(bendras izoliaty kiekis 3); "Remiantis
sekvenavimo rezultatais izoliatai suskirstyti
septynias grupes.

3.13 lentelé. PRB riisinés sudéties pokyc€iai duonos rauguose, %

PRB ruisiné sudétis, %

Raugy dauginimo temperatiira ~18°C 25°C
Ruginis raugas
L. sanfranciscensis 78,1 14,8
L. crustorum 15,6 7.4
L. plantarum/pentosus/ paraplantarum 6,3 3,7
L. paraalimentarius - 37,0
L. spicheri - 18,5
L. fabifermentans - 14,8
L. brevis - 3,7
Kvietinis raugas
L. sanfranciscensis 93,1 93,6
L. curvatus 6,9 -
L. crustorum - 3,2
L. paraalimentarius - 3,2

PRB riiSies poky¢ius ruginiame rauge deSimties savai¢iy fermentacijos metu
imituojant vasaros laikotarpio temperattira kepykloje jrodé taip pat polimerazés

87



grandininés reakcijos ir denatiiruojanCio gradiento gelio elektroforezés metodas
(PGR-DGGE). PGR-DGGE analizés rezultatai parodé, kad, pakélus raugy
fermentacijos temperatiirg iki 25 °C ruginiuose rauguose fermentacijos metu, pagal
PGR-DGGE gautus spektry pokycius aptikti nauji atspaudai, kurie ir atitinka naujas
PRB raisis. Nustatyta, kad temperatiiros pokyciai skirtingy sezono laikotarpiy metu
gali turéti jtakos PRB rusiy sudéciai rauguose. Pagal PGR-DGGE elektroforezés
rezultatus galime teigti, kad dominuojan¢ios PRB kvietiniame rauge buvo L.
sanfranciscensis. Ruginiame rauge L. sanfranciscensis rtsies PRB dominavo tik
rauguose, daugintuose 18 °C temperatiiroje. Be to, ruginiame rauge nustatytos L.
curvatus, L. crustorum ir L. plantarum arba L. pentosus rasies PRB, kurios
neaptiktos kvietiniame rauge.

Vertinant PRB populiacijos pokyc¢ius lietuviskuose duonos rauguose M, GH ir
GL, surinktuose i kepykly ziemos sezono metu vieno ménesio laikotarpyje,
nenustatyta PRB risiy pasikeitimy. Vieno ménesio laikotarpyje rauge GH dominavo
L. frumenti, L. panis, L. amylovorus; rauge GL dominavo L. amylovorus, L. rossiae,
0 rauge M - L. crustorum ir L. rossiae bakterijy risys. PRB populiacijos stabilumui
jtakos galéjo turéti pastovi fermentacijos temperatiira kepykloje.

Apibendrinant tyrimy rezultatus galima teigti, kad temperatiiros pokyciai
skirtingy sezony metu gali turéti jtakos PRB populiacijai. Nustatyta, kad pakeitus
fermentacijos temperatiirg i$ 18 °C (biidinga Ziemos laikotarpiui kepyklose) j 25 °C
(buidinga vasaros laikotarpiui kepyklose) ruginiuose rauguose pasikeit¢é PRB
populiacija: sumazgjo tipiné raugy mikroflora — L. sanfranciscensis, L. crustorum —
ir atsirado naujos PRB rasys — L. brevis, L. fabifermentans, L. spicheri, L.
paraalimentarius. PRB populiacijos poky¢iai priklausé ne tik nuo fermentacijos
temperatiiros, bet ir nuo naudotos raugy ruoSimui zaliavos; ir labiau kito raugy
gamybai naudojant ruging zaliava, nei kvieting.

3.3.4. Bakteriofagai ir jy jtaka pieno riigSties bakteriju pokyc¢iams raugy
dauginimo gamybinése salygose metu

Duonos raugai stipriai jtakoja kepiniy kokybe — suteikia kepiniui pageidauting
skonj, aromata, tekstiiros savybes, pasizymi antimikrobiniu poveikiu. Raugy kokybe
lemia rauge dominuojantys mikroorganizmai, t.y. mielés ir PRB, 0 taip pat jy sudétis
ir kiekis. Taigi norint gauti pastovig kepinio kokybe, svarbu uztikrinti pastovig
pradiniy kultGry populiacija rauguose. Taciau raugy dauginimo metu j terpg gali
patekti bakteriofagai — bakterijas infekuojantys virusai. Sie mikroorganizmai
fermentacijos procesa gali pakreipti nepageidautina linkme, dél to nebus gautas
pageidautiny savybiy kokybiskas produktas.

Siekiant jvertinti PRB populiacijos poky¢ius duonos raugy dauginimo metu ir
iSskirti bei genetiskai identifikuoti rauguose vyraujancius bakteriofagus, o taip pat
nustatyti jy jtaka PRB, i§ Lietuvos kepykly ménesio laikotarpyje surinkti duonos
raugy (GL, GH ir M) méginiai (i$ viso — 84 méginiai). Be to, ménesio laikotarpyje
rinkti dviejy risiy raugai (kvietinis ir ruginis) i§ Danijos kepyklos (i§ viso — 40
méginiy), kurie véliau papildomai dar SeSias savaites dauginti laboratorijoje (i§ viso
— 60 méginiy) pagal kepykloje naudojama receptira.
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PRB kiekis kvietiniuose ir ruginiuose rauguose, daugintuose tiek kepykloje,
tiek laboratorijoje, buvo 10°~10™ KSV/g ribose. Vertinant PRB kolonijy ant agaro
pavirSiaus iSvaizda (forma, dydj, atspalvj), pastebéta, kad iSaugusiy PRB i§vaizda
skyrési visu fermentacijos laikotarpiu, netgi fermentuojant toje pacioje
temperatiiroje. Tai patvirtino, kad ilgos fermentacijos metu dominuojancios PRB
padermés neisliko ir buvo pakeistos kitomis, todél bendras PRB skaicius liko
nepakitgs. Tai gali buti paaiSkinama tuo, kad duonos raugy fermentacijos metu
vyrauja jvairiy rasiy ir padermiy PRB. D¢l to jautrios PRB lastelés pakeiciamos
kitomis padermémis, patekusiomis j terpe daugiausia su zaliavomis.

Norint surasti ir iSskirti bakteriofaga, reikia turéti jam jautrig bakterine Igstele,
todél i§ raugy pirmos fermentacijos (eksperimento) dienos isskirti 77 PRB izoliatai
ir i§ paskutinés fermentacijos dienos buvo isskirti 69 PRB izoliatai, kurie buvo
naudoti bakteriofagy paieskai méginiuose, Kkaip jiems jautrios PRB Iastelés.
Naudojant dvisluoksnio agaro metoda, i$ viso i§ danisky duonos raugy buvo isskirti
keturi bakteriofagai ®MR29, ®MWI15, ®W2 ir ®W19, infekuojantys keturias
skirtingas PRB padermes, priklausancias L. sanfranciscensis ir L. crustorum rasims.
I3 jy dvi iSskirtos i§ fermentuoty raugy 18 °C temperatiiroje (L. sanfranciscensis
MR29 ir MW15 padermés) ir dvi PRB — i§ raugy, fermentuoty 25 °C temperatiiroje
(L. sanfranciscensis W2 ir L. crustorum W19). Bakteriofagy kolonijy morfologinis
vaizdas ant agaro léksteliy pateiktas 3.14 paveiksle.

Bakteriofagai ®MR29 ir ®W2 formuoja ~1-1,5 mm skersmens skaidrias
bakterijy slopinimo zonas, o bakteriofagai ®MW15 ir ®W19 ant agaro 1éksteliy
formuoja labai mazas — mikro zonas, ~ 0,2 mm skersmens.

3.14 pav. Bakteriofagy: a — ®MW15; b — ®M29; ¢ — ®W2; d — DW19, kolonijy
morfologiné i§vaizda ant agaro 1éksteliy
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Vertinant bakteriofagy koncentracija duonos rauguose, nustatyta, kad
bakteriofagai, atakuojantys L. sanfranciscensis MR29 lasteles, rasti tik ruginiame
rauge ir gyvybingi isliko 8 dieny fermentacijos laikotarpyje; jy titras buvo 10°-10°
KSV/g ribose. Bakteriofagai, atakuojantys L. sanfranciscensis MW15 lasteles,
aptikti ir ruginiuose ir kvietiniuose daniSkuose duonos rauguose. Kvietiniame rauge
Sie bakteriofagai gyvavo devynias fermentacijos dienas, o jy titras buvo 10°-10°
KSV/g ribose, o ruginiame rauge — keturiolika fermentacijos dieny ir jy titras
nevir§ijo 10®° KSV/g. Didziausia bakteriofagy koncentracija, nustatyta méginyje
W29/1, buvo 8-10° KSV/g ir tokia isliko tik 1 diena. Tuo tarpu bakteriofagy,
atakuojan¢iy L. sanfranciscensis W2 lasteles, titras rauguose buvo 10°-10° KSV/g.
L. sanfranciscensis W2 padermés nebuvo dominuojan¢ios pirmomis fermentacijos
dienomis, jos buvo isskirtos tik po 10 savaiCiy fermentacijos. Bakteriofagai,
atakuojantys L. sanfranciscensis W2 lasteles, aptikti tik ruginiuose daniSkuose
duonos rauguose, kur jie gyvavo dvylika fermentacijos dieny; jy titras rauguose
buvo 10°-10° KSV/g ribose. Bakteriofagai, atakuojantys PRB W19 lasteles, buvo
aptikti tik kvietiniame rauge, mazomis koncentracijomis, dviejy fermentacijos dieny
laikotarpyje 10°-10° KSV/g ribose. Gali bati, kad bakteriofagai ®W19 yra profagai,
kurie integruojasi ] lastelés-Seimininkés vidy, jos nesuardydami auga kartu su Igstele
ir tik esant tam tikriems aplinkos poveikiams i$silaisvina j terpe, suardydami Igstele.

Vertinant bakteriofagams jautriy bakteriniy lasteliy spektra nustatyta, kad L.
sanfranciscensis MR29 lastelés jautrios tik bakteriofagui ®MR29, o L. crustorum
W19 lgstelés jautrios tik bakteriofagui ®W19. Tuo tarpu L. sanfranciensis MW15
lastelés jautrios bakteriofagui ®MWI15 ir ®W19 (3.14 lent.). Nustatyta, kad L.
sanfranciensis W2 lgstelés yra jautrios visiems keturiems bakteriofagams — ®W2,
OW19, ®MR29 ir ®MW15. Bakteriofagui ®MW15 jautri L. sanfranciscensis
MW15 padermé, pirmg raugy vertinimo dieng kvietiniame rauge sudaré 21 % PRB
izoliaty, 0 po 10 savaiCiy fermentacijos nebuvo rasta tarp i$skirty PRB izoliaty. Be
to, lyginant PRB ps-PGR elektroforezés spektrus i§ pirmos ir paskutinés
fermentacijos dienos, nustatyta, kad bakteriofagui MR29 jautri L. sanfranciscensis
MR29 padermé, iSskirta i§ pirmos ruginio raugo fermentacijos dienos buvo
dominuojanti padermé ruginiame rauge ir sudaré 72 %, o po deSimt savaiCiy
fermentacijos nebebuvo aptikta tarp PRB izoliaty.

3.14 lentelé. PRB lasteliy jautrumas bakteriofagams

Bakteriofagai
PRB padermés DMR29 DOMW15 DdW2 DdW19
L. sanfranciensis MR29 + - - R
L. sanfranciensis MW15 + +
L. sanfranciensis W2 + + + +

L. crustorum W19 -
L. sakei KTUO5-6 - - -
P. acidilactici KTU05-7 - - -
P. pentosaceus KTUO05-8 - - -
P. pentosaceus KTU05-9 - - -
P. pentosaceus KTU05-10 - - -

+ Jautrios bakteriofagams PRB; - bakteriofagy slopinamasis poveikis PRB nepasireiské
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Lyginant padermiy pokyCius fermentacijos metu, buvo sudarytos
dendrogramos BioNumerics 7.1 kompiuterine programa (Applied Maths NV, Sint-
Martens-Latem, Belgija) pagal PRB ps-PGR produkto elektroforezés spektrus
agarozés gelyje (III priedo 1 pav.). Nustatyta, kad deSimt savaiCiy trukmés
fermentacijos laikotarpyje jvyko Zymits PRB populiacijos pokyciai.

Vertinant bakteriofagy neigiamg poveiki PRB L. sakei, P. acidilactici, P.
pentosaceus KTU05-8, KTU05-9 ir KTU05-10, isskirtoms i§ duonos raugy ir
pasizyméjusioms pla¢iu antimikrobinio poveikio spektru bei fitaziniu aktyvumu,
nustatyta, kad Siy PRB lastelés nebuvo jautrios i§ raugy iSskirtiems bakteriofagams
OMW15, ®PM29, OW2 ir DW109.

Sukoncentruoti ir iSgryninti bakteriofagai, mikroskopuoti transmisiniu
elektroniniu mikroskopu (3.15 pav.). Bakteriofagai ®MW15, ®MR29 ir OW?2
atakuojantys L sanfranciscensis, priklauso Siphoviridae seimai ir pagal morfologija
priskirti B1 tipui. Bakteriofagy ®MR29 ir ®DMW 15 uodegeélés ilgis — po 360 nm.
Tuo tarpu bakteriofagas ®W?2 turi uodegéle, sudaryta i$ storosios jos dalies, kurios
ilgis 190 nm, ir labai plonytés uodegelés, kurios ilgis 160 nm. Bendras $io
bakteriofago uodegélés ilgis 350 nm.

Buvo rasta daugybé tusciy bakteriofagy ®MR29 ir DMW15 galvy (3.15b ir ¢
pav.), galimai dél jautrumo ir mazo stabilumo naudotoms koncentravimo ir
gryninimo salygoms. Deja, bakteriofago ®W19 nepavyko sukoncentruoti dideliais
kiekiais, reikalingais jo iSgryninimui naudojant CsCl gradients, todél jis nebuvo
identifikuotas.

A
.

3.15 pav. I8 duonos raugy isskirti bakteriofagai: a — ®W2; b — ®MR29; ¢ — MW 15
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Sekvenuoty bakteriofagy pagrindinés genomo savybés, tokios kaip dydis,
citozino ir guanino kiekis pateiktos 3.15 lenteléje. Bakteriofagy genomy dydziai
nustatyti nuo 34896 iki 39375 bp. Bakteriofagy ®W2 ir ®DMR29 genomai turi po 49
koduojancias sekas, o bakteriofago ®MW15 genomas sudarytas i§ 45 koduojanciy
seky.

3.15 lentelé. Sekvenuoty bakteriofagy genomy savybés

Bakteriofagas Genomo dydis, bp citc;tzj?r?c:nlfielliis Koduojanciy seky skaicius
DOW2 39375 40,8% 49
OMR29 34896 37,2% 49
OMWI15 38820 37,1% 45

Atliktas schematinis sekvenuoty bakteriofagy DNR genomy koduojanéiy seky
palyginimas pateiktas 3.16 paveiksle. AtpaZintos penkios koduojancios sekos
atsakingos uz bakteriofagy DNR susipakavima, morfogenezg, replikacija, lizés
baltymus, lizogenisSkuma, o taip pat aptikta daugybé kitas funkcijas koduojanciy
geny seky, kurios néra atpazintos. Lyginant, i§ duonos raugy isskirty, bakteriofagy
genomy koduojanéiy seky funkcijas tarpusavyje iSryskéja skirtumai tarp
bakteriofagy genomy, kas patvirtina jy savituma. Nustatyta, kad bakteriofagy ®Ww2,
®MR29 ir ®MW15 genomy koduojancios sekos tarpusavyje labai skiriasi, be to
skiriasi geny i$sidéstymas ir dydis. Tai nulemia jy selektyvuma, skirtingg vystymasi,
jautruma  gryninimo  salygoms, bakteriniy  lgsteliy-Seimininkiy  spektra,
konkurencinguma tarp kity fagy ir kitas funkcijas. Atpazintos bakteriofagy ®W2 ir
®MR29 lizogeniskumo funkcijos atsakingos uz bakteriofago nukleino riigsties
jterpima ] bakterine lastele ir lizogeninj cikla, tuo tarpu bakteriofago ®MWI15
genome Sios funkcijos nenustatytos. Schematinis sekvenuoty bakteriofagy DNR
genomy palyginimo vaizdas parodo, kad bakteriofagy ®W2 ir ®MR29 genominés
DNR sekos yra panaSesnés nei bakteriofago DMW15.

Gauti tyrimai patvirtina, kad duonos raugy mikroorganizmai yra ne tik mielés,
PRB, bet ir mazi mikroorganizmai — bakteriofagai, galintys infekuoti PRB ir tokiu
btudu pakeisti jy populiacijg ilgalaikés duonos raugy fermentacijos metu. Taigi
ilgalaikés raugy fermentacijos metu pradinés PRB kulttiros gali nebeislikti ir buti
pakeistos kitomis padermémis, kurios gali salygoti visi§kai kitas galutinio produkto
savybes, todél svarbu $§j technologinio proceso etapa kontroliuoti ir prireikus ruosti
naujus raugus su pageidautinomis pradinémis PRB kultiiromis, kad pavykty islaikyti
produkto pastovias savybes.
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3.16 pav. Schematinis sekvenuoty bakteriofagy DNR genomy palyginimo vaizdas. Genomai nurodyti plona juoda linija. Rodyklés vaizduoja

spéjama koduotg DNR seka. Rodykliy spalva parodo spéjamg geno funkcija. Oranziné spalva, jungianti du genomus, vaizduoja panasumo lygj,
gauta naudojant tblastx palyginimag
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3.4. PIENO RUGSTIES BAKTERIJU PANAUDOJIMAS NAUJU
BIOPRODUKTU GAMYBOJE

Ankstesniuose tyrimy etapuose, nustatyta, kad PRB L. sakei KTU05-6, P.
acidilactici KTUOQ5-7, P. pentosaceus KTUO05-8, KTU05-9 ir KTUO5-10 pasizymi
antimikrobiniu poveikiu jvairiems mikroskopiniams grybams, ypa¢ Fusarium
genties. Todél Siy PRB panaudojimas galéty bati puiki alternatyva cheminiams sékly
apdorojimo metodams ir rasti pritaikyma ekologinéje zemdirbystéje. Be to, PRB
bioproduktai galéty buti pritaikyti ir duonos kepiniy gamyboje ne tik
mikrobiologinei tarSai mazinti, bet ir mineraliniy medziagy biologiniam
pasisavinamumui didinti, panaudojant dideliu fitaziniu aktyvumu pasiZymincias
PRB P. pentosaceus KTUO05-8, KTUO05-9 ir KTU05-10 padermes kvietiniy viso
griiddo daliy kepiniy maistinei vertei didinti.

3.4.1. Pieno riigsties bakterijuy bioprodukty panaudojimo galimybés sékliniy
vasariniy kvie¢iy griidy biologinés tar§os mazinimui ir sveikumo didinimui

Ekologinés zemdirbystés sistema labai apriboja sudétiniy sintetiniy trasy,
pesticidy, herbicidy, augimo reguliatoriy naudojima. Kol kas bioproduktai dar itin
retai naudojami lauko augaly apsaugai. Labai menkas alternatyviy priemoniy ir
biologiniy augaly apsaugos produkty pasirinkimas Lietuvoje yra viena i§ priezasciy,
ribojanciy efektyviag kenksmingyjy organizmy kontrole ekologiniuose tkiuose.
Vertinant problemos aktualumg svarbu sukurti antimikrobiskai aktyviy PRB
bioproduktg sékliniams griidams apdoroti pries s€jg ir iSbandyti jo efektyvumga pries
daugiausia problemy ekologinéje zemdirbystéje sukelianc¢ius Fusarium ir
Cochliobolus sativus fitopatogenus.

Pirmame §iy tyrimy etape antimikrobiniu aktyvumu pasizyméjusios PRB L.
sakei, P. acidilactici, P. pentosaceus KTUO05-8, KTUO05-9 ir KTU05-10 padermés
buvo daugintos MRS terpéje. Gauti PRB bioproduktai isbandyti kvie¢iy grudy
‘Grami’ se¢kly pavirSiaus tarSos mazinimui ir sveikumo didinimui.

PRB, dauginty MRS terpéje, poveikis kviecCiy gridy sékly pavirSiaus
biologinés tarSos maZinimui ir sveikumo didinimui

Tyrimai atlikti naudojant gausiai Fusarium genties mikroskopiniais grybais
uzsikrétusius vasariniy kvieciy grudus. Prading informacija apie sékly mikologine
bikle suteikia pavirSinio sékly uzsiterSimo jvertinimas, todél pradzioje nustatyta
PRB L. sakei, P. acidilactici, P. pentosaceus KTU05-8, KTU05-9 ir KTUO05-10
bioprodukty jtaka Siam rodikliui. Pirmoji analizé buvo atlikta po 4 val. ekspozicijos,
100-ui g grady apdorojus 10 ml PRB bioprodukto.

Gauti rezultatai parodé, kad PRB L. sakei, P. pentosaceus KTUO05-9 ir
KTUO5-10 padermiy bioproduktai reik§mingai mazino mikroskopiniy gryby
kolonijas suformuojanciy vienety skai¢iy viename grame sékly (3.17 pav.).

Vertinant PRB efektyvuma prie§ Fusarium genties mikroskopinius grybus,
buvo naudoti 100 % Siais grybais uzsikréte vasariniy kvieciy grudai. Pirmoji analize
atlikta siekiant jvertinti PRB bioprodukto jtaka griidy pazeidimui Sios genties
grybais, esant jvairioms temperatiiroms. Geriausi rezultatai gauti inkubuojant Petri
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léksteles 15, 20 ir 25 °C temperatiirose, kur net vizualiai buvo galima jzvelgti
skirtumus (IV priedo 1 ir 2 pav.).

40 -
36 353

33

~ 30 - 27.3*
5 25 | 23,5%*
=]

19,8**

Kontrolé L. sakei P. acidilactici P. pentosaceus P. pentosaceus P. pentosaceus
KTU05-6 KTU05-7 KTU05-8 KTU05-9 KTU05-10

3.17 pav. Fusarium genties mikroskopiniy gryby skaiéius ant vasariniy kvie¢iy ‘Grami’
(kontrolinis méginys) ir apdoroty PRB bioproduktais (* ir ** — esminiai skirtumai, palyginti
su kontroliniu variantu, esant 95 ir 99 % tikimybés lygiui)

Rezultatai rodo, kad visy apdorojimui panaudoty PRB bioproduktai stipriai
mazino Fusarium genties mikroskopiniy gryby infekcija vasariniy kvie¢iy graduose
(3.16 lent.). Lyginant skirtingy PRB bioprodukty jvairiose temperatiirose jtaka su
kontroliniu méginiu, tik P. pentosaceus KTUO05-8 prie 25 °C temperatiiros neturéjo
poveikio Sios genties grybams, tafiau Zemesnése temperatiirose §i0S PRB
bioproduktas pastebimai mazino Fusarium infekcijg. Vertinant temperatiry poveikj
PRB veiksmingumui, gautas mazesnis PRB bioprodukto antimikrobinis poveikis
didéjant temperatiirai. Tai gali buti paaiSkinama tuo, kad 25 °C temperatiira
Fusarium genties mikroskopiniams grybams augti yra palankesné, negu Zemesné
(20 ar 15 °C) temperatiira, kas ir sglygojo didesnj méginiy uZzterStuma. Vertinant
PRB bioprodukty poveikj Fusarium genties mikroskopiniy gryby tar§os mazinimui,
nustatytas stiprus L. sakei ir P. pentosaceus KTU05-10 bioprodukty antimikrobinis
poveikis, netgi 25 °C temperatiiroje. L. sakei bioprodukty poveikis griidy
uzterStumui ant agaro léksteliy 25 °C temperatiiroje pateiktas IV priedo 2 paveiksle.

Antrame tyrimo etape jvertinta skirtingy PRB bioprodukty ir jy kiekiy jtaka
Fusarium genties mikroskopiniy gryby infekcijai vasariniy kvie¢iy gruduose. Visos
griidy apvélimui naudotos PRB stipriai mazino Fusarium genties infekcijg 20 °C
temperatiroje (3.17 lent.)). Panaudojus gridy apdorojimui 20 ir 30 ml PRB
bioprodukto 100 g grudy, Fusarium genties mikroskopiniy gryby tarSa buvo daug
mazesné, nei panaudojus 10 ml/100 g grudy. Reik§mingas skirtumas tarp 20 ir 30 ml
bioprodukto kiekio nenustatytas.

PRB antimikrobinis poveikis Fusarium genties grybams pasireiskia dél
fermentacijos metu susidariusiy antimikrobinémis savybémis pasiZyminCiy
metabolizmo produkty pieno, acto ragsciy ir kity junginiy. Kiti autoriai taip pat
nustaté, kad mikroskopiniai grybai yra jautriis fermentacijos produktams, ypac pieno
ir acto riigS§tims [296]. Be to, propiono riigstis sumazina gryby augima, ypac prie
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zemesniy pH veréiy [297], stabdo aminoriigs¢iy pasisavinimg [298]. Schniirer ir
Magnusson [299] tyrimai jrodé, kad antigrybiniu poveikiu pasizymintys
metabolizmo produktai, tokie kaip peptidai, fenilpieno roigstis, baltyminiai junginiai
ir 3-hidroksiriebaly rigstys, buvo taip pat sintetinami PRB fermentacijos metu.

3.16 lentelé. PRB bioprodukty (10 ml/100 g gridy) poveikis Fusarium genties

mikroskopiniams grybams, inkubuojant septynias dienas kvie¢iy gridus ‘Grami’
Petri lekstelése ant BDA skirtingose temperatiirose

Fusarium genties mikroskopiniais grybais uztersty griidy kiekis, %

Temperatiira, °C

PRB padermé 15 20 25
Kontrolé 74,2 88,3* 90,8*
KTUO05-6 60,8 56,7* 36,7**
KTUO05-7 38,3** 62,5 56,7*
KTUO05-8 48,3** 49,2** 95,8
KTUO05-9 65,0 74,2 79,2
KTUO05-10 51,7** 50,8** 45,0**
Ros 8,43 5,961 14,601
Ro1 11,236 7,945 19,461

*ir ** — esminiai skirtumai, palyginti su kontroliniu variantu, esant 95 ir 99 % tikimybés lygiui

3.17 lentelé. PRB bioprodukty skirtingy koncentracijy jtaka Fusarium genties
mikroskopiniams grybams, inkubuojant kvieéiy gridus ‘Grami’ septynias dienas
Petri 1ekstelése ant BDA, 20 °C temperatiiroje

Fusarium genties mikroskopiniais grybais uzterSty grudy kiekis, %

Naudotas PRB suspensijos kiekis 100 g grudy, ml

PRB padermé 10 20 30
Kontrolé 84,2 84,2 84,2
KTUO05-6 35,0** 15,0** 17,5**
KTUO05-7 32,5** 18,3** 19,2**
KTUO05-8 30,0** 18,3** 13,3**
KTUO05-9 33,3** 24,2%* 22,5**
KTUO05-10 35,8** 17,5** 22 5**
Ros 2,964 2,096 5,133
Ro1 3,95 2,793 6,841

*ir ** — esminiai skirtumai, palyginti su kontroliniu variantu, esant 95 ir 99 % tikimybés lygiui

PRB jtaka vasariniy kvieCiy daigy ligotumui. PRB bioprodukty jtaka
vasariniy kvieciy daigy paSaknio puviniy iSplitimui ir intensyvumui buvo vertinta
rulony metodu. Nustatytas apatinés stiebo dalies ir daigy Sakneliy ligotumas. PRB
jtaka Sakny ligotumui nenustatyta (3.18 lent.), tatiau kvie¢iy daigy ligotumas
apdorojus griidus 10 ml/100 g gridy L. sakei ir P. acidilactici bioproduktais
sumazéjo atitinkamai 33,2 ir 29,1 %. Be to, apdorojus L. sakei, P. acidilactici ir P.
pentosaceus KTUOQ5-10 bioproduktais, daigy apatiné stiebo dalis buvo atitinkamai
33,7, 23,6 ir 15,6 % maziau paZeista paSaknio puviniy, 0 L. sakei, P. acidilactici, P.
pentosaceus KTUO05-8 ir KTUO5-10 padermiy bioproduktai sumazino kvieciy Sakny
puvinj atitinkamai 6,0, 11,0, 7,9 ir 11,5 %.
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3.18 lentelé. PRB bioprodukty (10 ml/100 g grudy) jtaka vasariniy kvie¢iy ‘Grami’
daigy ir Sakny ligotumui

Daigy ligotumas, % Sakny ligotumas, %

PRB padermé  paZeista daigy ligos indeksas paZeista Sakny ligos indeksas
Kontrolé 54,6 247 96,8 475
KTUO05-6 36,2 16,5 91,0 60,3
KTUO05-7 41,7 17,5 86,2 47,2
KTUO05-8 54,1 26,8 89,2 42,3
KTUO05-9 52,5 21,4 95,9 42,2
KTUO05-10 46,1 22,2 85,7 51,5

Ros 22,848 11,497 10,976 16,843
Ro1 31,587 15,895 15,174 23,285

*ir ** — esminiai skirtumai, palyginti su kontroliniu variantu, esant 95 ir 99 % tikimybés lygiui

Bioprodukto jtakos gridy dygimo gebai nustatymas. Vasariniy kvie¢iy sékly
daigumas, daigy aukstis, Sakny ilgis vertinti Keturias dienas po sékly paséjimo.
Daugeliu atveju pastebétos aktyvinimo tendencijos, kurios atskirais atvejais buvo
reikSmingos, lyginant su kontroliniu méginiu. Atlikta analizé parodé, kad PRB
bioproduktai Siek tiek didino sékly daiguma, o L. sakei, P. acidilactici ir P.
pentosaceus KTUO5-10 bioproduktai pirmajg vertinimo dieng parodé Zenkly
teigiamg poveikj (3.19 lent.). Beveik visais atvejais pastebétos teigiamos tendencijos
ir daigy auksCiui, kur stipriausiu teigiamu poveikiu issiskyré P. acidilactici
bioproduktai. Tam jtakos galéjo turéti padidéjes grudy sveikumas, sumazinus jy
pavirSiaus tar§g. Teigiamas PRB bioprodukty poveikis Sakny ilgiui labiausiai
pasireiské antraja augimo diena, kai buvo nustatyta, kad visos PRB, isskyrus P.
pentosaceus KTUO5-10, Zenkliai didino $akny ilgj. Ypaé iSsiskyre P. acidilactici
bioproduktas, kurio teigiamo poveikio tendencija i§liko viso tyrimo metu. PRB jtaka
vasariniy kvie¢iy Sakny skaiciui bei daigeliy svoriui nepastebéta.

3.19 lentelé. PRB bioprodukty (10 ml/100 g grudy) jtaka vasariniy kvieciy sékly
‘Grami’ daigumui, daigy auksciui ir Sakny ilgiui

Vasariniy kvieciy s¢kly daigumas, %

PRB padermé Po 3 dieny Po 4 dieny Po 5 dieny Po 6 dieny
Kontrolé 37,5 57,5 72,5 80,0
KTU05-6 60,0* 65,0 72,5 80,0
KTUO05-7 80,0** 80,0 82,5 82,5
KTUO05-8 57,5 775 80,0 85,0
KTUO05-9 52,5 72,5 82,5 92,5
KTUO05-10 65,0* 75,0 82,5 87,5
Ros 20,143 22,056 23,764 19,89
Ro1 27,847 30,493 32,854 27,498
Daigy aukstis, mm

Kontrolé 3,9 13,2 251 39,1
KTUO05-6 5,9 18,1 31,1 42,7
KTU05-7 6,0 20,0 37,5*% 60,6*
KTU05-8 53 12,5 24,3 41,7
KTU05-9 52 14,1 31,1 50,2
KTU05-10 4,7 13,8 29,7 494
Ros 2,574 6,858 12,256 15,979
Ro1 3,559 9,482 16,944 22,091
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3.19 lentelé (tgsinys). PRB bioprodukty (10 ml/100 g griidy) itaka vasariniy kvieciy
sékly ‘Grami’ daigumui, daigy auksciui ir Sakny ilgiui

Tyrimo variantai Sakny ilgis, mm

Naudotos PRB Po 2 dieny Po 3 dieny Po 4 dieny Po 5 dieny Po 6 dieny
Kontrolé 1,8 16,2 41,3 51,0 65,3
KTUO05-6 4,8 25,2** 45,8 53,0 65,0
KTUO05-7 49 29,5** 56,4 70,4 83,4
KTUO05-8 35 24.2* 45,4 52,8 74,6
KTUO05-9 34 22,7* 42,1 47,5 72,1
KTUO05-10 3,6 17,1 41,3 56,4 77,5
Ros 2,116 6,262 12,795 15,841 16,711
Ro1 2,925 8,657 17,689 21,901 23,103

*ir ** — esminiai skirtumai, palyginti su kontroliniu variantu, esant 95 ir 99 % tikimybés lygiui

Pagal sio tyrimy etapo eksperimento duomenis buvo atrinkta P. pentosaceus
KTUO05-10 padermé¢ ir sudaryti PRB padermiy miSiniai: I — KTUO05-7 ir KTU05-10
padermiy; II — KTUO05-6, KTUO05-7 ir KTU05-10 padermiy, kurie isbandyti
bioprodukto gamyboje dauginant MRS mitybingje terpéje ir technologinéje bulviy
sul¢iy terpéje, papildytoje 5 % ryziy ekstrudatais, 0,2 g/l MgSO, 7H,0O, 0,1 g/l
MnSQ,4 4H,0 ir 2 g/l cisteino-HCI-H,O priedais. Gauti bioproduktai sekancio tyrimy
etapo metu isbandyti vasariniy kvie¢iy grudy ‘Triso’ sveikatingumo tyrimuose.

Atrinkty PRB ir jy miSiniy, dauginty MRS terpéje ir bulviy sulciy terpéje,
poveikis kvieliy griidy sékly pavirSiaus biologinés tarSos maZinimui ir sveikumo
didinimui.

Bioprodukto gamybai technologinéje bulviy terpéje naudota 5 % ekstruduoty
ryziy ir parinkti MgSO, 7H,0, MnSO, 4H,0 ir cisteino-HCI-H,O priedai, taip pat
atsizvelgiant j pradinius tyrimus sudaryti PRB miSiniai.

Siame tyrimy etape nustatyta PRB bioprodukty, ruosty i§ gryny PRB ir jy
misiniy, jtaka vasariniy kvie¢iy grady ‘Triso’ sveikumui (in vitro tyrimai). Fusarium
gryby infekcijos lygj vasariniy kvieCiy séklose efektyviai mazino visy tyrimuose
naudoty PRB bioproduktai (3.20 lent.). Bioproduktas, ruo$tas naudojant P.
pentosaceus KTUO05-10 paderme bei bioproduktas, ruostas fermentuojant P.
pentosaceus KTUO05-10, P. acidilactici ir L. sakei bakterijy miSiniu, taip pat labai
efektyviai mazino ir Cochliobolus sativus, ir Alternaria genties mikroskopiniy gryby
infekcija vasariniy kvieciy griidy sékloje. Nustatytas bioprodukto, ruosto naudojant
bulviy terpe ir PRB P. pentosaceus KTUO05-10, P. acidilactici ir L. sakei misinj,
teigiamas poveikis prie§ Fusarium genties mikroskopinius grybus. Vertinant
bioprodukto antimikrobinj poveikj Coch. sativus mikroskopiniams grybams
didZiausiu efektyvumu iSsiskyré bioproduktai, ruosti naudojant MRS terpe (visi
tyrimo variantai) ir bulviy sul¢iy terpe fermentuojant su P. pentosaceus KTU05-10
paderme ir PRB P. acidilactici ir P. pentosaceus KTU05-10 padermiy miSiniu.
Reiksmingas Alternaria genties mikroskopiniy gryby tarSos sumazéjimas nustatytas
naudojant bioproduktus ruosus tiek i§ MRS terpés, tiek i$ bulviy sulCiy terpés,
i8skyrus atvejj, kai bioprodukto paruo$imui naudota bulviy sulciy terpé ir PRB P.
acidilactici ir P. pentosaceus KTUO05-10 padermiy miSinys (teigiamas poveikis
pasireiske tik iki penktos eksperimento dienos 10 °C temperatiiroje).
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3.20 lentelé. PRB bioprodukty (20 ml/100 g produkto) jtaka Fusarium, Alternaria ir
Cochliobolus sativus mikroskopiniams grybams (vasariniy kviec¢iy ‘Triso’), esant
skirtingai méginiy inkubavimo temperattrai ir trukmei

Tyrimo variantai Fusarium genties mikroskopiniais grybais uztersty grudy sékly kiekis, %
(naudotos PRB padermés ir Po 5 dieny Po 10 dieny Po 15 dieny Po 20 d.
ju miSiniai) 10°C 15°C 10°C 15°C 10°C 15°C 10°C
Kontrolé 0,0 10,8 16,7 56,7 17,5 56,7 18,3
KTUO05-10 0,0 0,8** 4,2%* 12,5** 5,8** 12,5** 5,8**
KTUO05-7 ir KTU05-10 0,0 0,0** 5,8** 7,5%* 8,3* 7,5%* 10,0
KTUO05-6, KTUO05-7 ir

KTUO05-10 0,8 0,8** 4,2%* 15,0%* 5,8** 15,0%* 6,7*
KTUO05-10T 0,0 0,0** 4,2%* 35,0** 13,3 38,3** 15,8
KTUO05-7 ir KTUO05-10T 0,0 0,8** 5,0** 10,0** 10,0 12,5** 10,8
KTUO05-6, KTUO05-7 ir

KTUO05-10T 0,0 0,8** 2,5** 6,7** 5,0** 10,0** 5,0**
Ros 4,36 7,47 11,51 7,93 12,84 8,77
Ro 5,97 10,23 15,77 10,86 17,59 12,01

Cochliobolus sativus mikroskopiniais uztersty grudy sékly kiekis, %

Kontrolé 58 20,0 10,8 23,3 18,3 25,0 20,0
KTUO05-10 0,0** 3,3** 0,8** 9,2** 6,7** 10,8** 7,5%*
KTUO05-7 ir KTU05-10 0,0** 1,7%* 3,3** 3,3** 10,0* 6,7** 10,0*
KTUO05-6, KTUO5-7 ir

KTUO05-10 0,0** 1,7%* 0,0** 8,3** 7,56%* 10,8** 9,2**
KTUO05-10T 0,0** 1,7%* 1,7%* 6,7** 6,7** 15,0** 10,0*

KTU05-7 ir KTU05-10T 0,0** 3,3** 0,8** 13,3** 5,8** 15,8** 7,5%*
KTUO05-6, KTUO05-7 ir

KTU05-10T 0,04  0,8**  17* 19,2 8,3* 20,0 15,0
Ros 2,36 6,42 4,69 6,74 7,39 6,29 7,46
Roy 3,23 8,79 6,43 9,24 10,12 8,61 10,22
Alternaria genties mikroskopiniais grybais uztersty griidy sékly kiekis, %
Kontrolé 225 53,3 60,0 68,3 63,3 75,0 67,5
KTU05-10 0,0** 9,2%* 20,0%*  258** 27,5%* 30,8** 30,0**

KTUO05-7 ir KTU05-10 1,7%* 9,2** 17,5%* 30,0%* 26,7** 35,0%* 30,0**
KTU05-6, KTUO5-7 ir

KTU05-10 0,8** 9,2%* 20,0** 26,7** 30,0** 33,3** 34,2%*
KTU05-10T 1,7+ 10,8** 32,5%* 37,5** 40,8** 51,7** 49,2*
KTUO05-7 ir KTU05-10T ~ 2,5** 45,0 55,8 65,0 66,7 68,3 70,0

KTUO05-6, KTUO05-7 ir

KTU05-10T 2,5%* 20,0** 38,3**  41,7** 50,8* 46,7** 53,3*
Ros 7,031 12,34 13,34 14,89 10,43 14,00 13,43
Ros 9,633 16,90 18,27 20,39 14,29 19,18 18,40

*ir ** — esminiai skirtumai, palyginti su kontroliniu variantu, esant 95 ir 99 % tikimybés lygiui;
T — bioproduktas ruostas i§ bulviy suléiy terpés, naudojant 5 % ekstrudaty, magnio, mangano drusky ir
cisteino priedus

PRB bioprodukty poveikis vasariniy kvieCiy daigy ligotumui nepasireiskeé,
taciau P. pentosaceus KTU05-10 bei dvikomponentis PRB miSinys, sudarytas i$ P.
acidilactici KTUO5-7 ir P. pentosaceus KTUO05-10 padermiy, dauginty MRS terpéje;
ir P. pentosaceus KTUO05-10, dauginta technologinéje bulviy terpéje, bei
trikomponentis misinys L. sakei KTUO5-6 ir P. acidilactici KTUO5-7 ir P.
pentosaceus KTUO05-10, daugintas technologinéje bulviy terpéje, efektyviai mazino
Sakny ligotumg (3.21 lent.). P. pentosaceus KTUOQ5-10 ir trikomponentis miSinys L.
sakei ir P. acidilactici ir P. pentosaceus KTUO05-10, daugintas tiek technologinéje
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bulviy terpéje, tiek MRS terpéje, taip pat efektyviai mazino Cochliobolus sativus
infekcija seklose.

3.21 lentelé. PRB bioprodukty (20 ml/100 g produkto) jtaka vasariniy kvieciy
“Triso’ Sakny ir daigy ligotumui bei sékly pazeidimui Fusarium ir Coch. sativus
mikroskopiniais grybais

Tyrimo variantai Daigy ligotumas, % Sakny ligotumas, % Pazeista sékly, %
(naudotos PRB padermés ir ~ paZeista ligos pazeista ligos Fusarium Coch.
ju miSiniai) daigy indeksas Sakny indeksas genties sativus
Kontrolé 58,5 23,8 73,0 27,4 7,5 30,0
KTUO05-10 51,6 20,2 36,1** 12,9** 8,5 11,5**
KTUO05-7 ir KTU05-10 57,6 21,6 48,7* 17,9* 4,0 17,0
KTUO05-6, KTUQ05-7 ir

KTUO05-10 67,3 25,3 62,3 21,6 11,0 11,5**
KTUO05-10T 57,5 20,0 39,1** 13,0** 1,0 16,0*
KTUO05-7 ir KTU05-10T 77,0 28,2 71,0 24,8 3,0 27,5
KTUO05-6, KTU05-7 ir

KTUO05-10T 45,7 17,3 39,1** 13,5** 3,5 15,0*
Ros 25,00 10,55 22,73 9,24 10,84 13,27
Ro1 34,25 14,46 31,14 12,66 14,86 18,19

* ir ** — esminiai skirtumai, palyginti su kontroliniu variantu, esant 95 ir 99 % tikimybés lygiui;
T — bioproduktas ruostas i§ bulviy sul¢iy terpés, naudojant 5 % ekstrudaty, magnio, mangano drusky ir
cisteino priedus

Gauti tyrimy rezultatai parod¢, kad PRB bioproduktai, ruosti i§ MRS terpés
efektyviai mazino Fusarium, Alternaria gen¢iy ir Cochliobolus sativus
mikroskopinius grybus griidy pavirSiuje, o P. acidilactici reikSmingai padidino
daigy aukstj. Sukurti PRB bioproduktai i§ bulviy suléiy taip pat mazino vasariniy
kvieGiy grudy séklos biologing tar$a: Fusarium genties mikroskopiniy gryby
sumazéjo 73 %, Alternaria genties — 27 %, o Cochliobolus sativus — 63 %.
Bioproduktai sumazino Sakny ligotuma 46 % bei sékly pazeidimg Fusarium genties
ir Cochliobolus sativus grybais atitinkamai 87 ir 50 %.

3.4.2. Fitaziniu aktyvumu pasiZymin¢iy pieno riigsties bakterijy panaudojimo
galimybés kvietiniy viso griido daliy kepiniy maistinés vertés ir saugos
didinimui

Atrinkus aukstu fitaziniu aktyvumu pasizymin¢ias PRB, svarbu jvertinti jy
panaudojimo galimybes kvietiniy viso griido daliy kepiniy maistinés vertés
didinimui, vertinant biologiskai pasisavinamy (tirpiy) mineraliniy medziagy junginiy
kiekj. Siekiant jvertinti PRB galimybe skaldyti fito riigSties ir mineraliniy medziagy
kompleksus viso grido daliy kvietinés duonos gamybos metu, buvo paruosti PRB
bioproduktai, naudojant atrinktas auk$tu fitaziniu aktyvumu pasiZymincias P.
pentosaceus KTU05-8, KTUO05-9 ir KTUO05-10 padermes.

Fermentuoty bioprodukty pagrindiniy kokybés parametry BTR ir pH vertés
pateiktos 3.18 paveiksle. BTR vertés PRB dauginimo metu viso grido daliy
kvietiniy milty terpéje nustatytos didziausios su P. pentosaceus KTUO05-9 paderme
ir sudaré 17,9 ir 17,7 °N atitinkamai po 48 ir 72 val. fermentacijos, o kontrolinio
méginio, kurio fermentacijai nebuvo naudotos pradinés kultdros, tesudaré 12,3 ir
12,9 °N atitinkamai po 48 ir 72 val. Vertinant P. pentosaceus KTUO05-8 ir KTU05-9
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padermiy BTR verciy pokycius fermentacijos metu, nustatytos mazesnés Sio rodiklio
vertés, lyginant su produktais, fermentuotais su P. pentosaceus KTUO05-9 paderme.

Vertinant bioprodukto pH veréiy pokycius fermentacijos metu, nustatytas
staigus pH verc¢iy sumazéjimas per pirmasias fermentacijos 24 val. produktuose su
P. pentosaceus padermémis, pH verciy reik§més kito ribose 3,3-3,8, 0, nenaudojant
pradiniy bakterijy kulttiry, pH verté tepasiekée 4,75. Ilgesnés fermentacijos metu (po
48 ir 72 val.) bioprodukto, kurio gamybai nebuvo naudotos pradinés kultaros, pH
vertés sumazejo iki 3,65.

7 - - 20
6_ _16
- 12
T 27 g
S - 8
1 M
4 L 4
3 T T T O

0 24 48 72
Fermentacijos trukmé, val

3.18 pav. Bioprodukty ruosty su PRB: @ — P. pentosaceus KTU05-8; A — KTU05-9; ll -
KTUO05-10; ir x — be pradiniy PRB kultiiry, BTR (punktyriné linija) ir pH (linija) ver¢iy
priklausomybé nuo fermentacijos trukmeés

Vertinant kvietiniy viso grido daliy kepiniy BTR vertes, nustatyta, kad
didinant raugo kiekj visais atvejais kepiniy BTR vertés didéjo (3.19 pav.). Gautos
analogiskos kepiniy BTR verc¢iy tendencijos raugy BTR vertéms — didziausios
kepiniy BTR vertés (nuo 3,35 iki 4,95 °N) nustatytos fermentuojant viso griido daliy
kvietinius miltus su P. pentosaceus KTUOQ5-9.

010% O020% m30%

BTR, °N
w

KTUO05-10 KTUO05-9 KTUO5-8 K
3.19 pav. Viso griido daliy kvietiniy kepiniy, ruosty su skirtingomis PRB, BTR vertés

Nustatyti mineraliniy elementy (kalcio, geleZies, cinko, fosforo ir mangano)
kvietiniuose viso grudo daliy milty kepiniuose kiekiai pateikti 3.22 lenteléje.

101



Nustatyta tendencija, kad kepiniy gamyboje naudojant didesnj raugo kiekj, tirpiy ir
biologiskai pasisavinamy mineraliniy medziagy junginiy viso grudo kvietiniuose
kepiniuose didéjo (3.20 pav.). ISekstrahuoty, imituojant vir§kinamo trakto terpés pH
vertes, tirpiy mineraliniy medziagy junginiy koncentracijos viso grido kvietinéje
duonoje visais atvejais nustatytos didZiausios naudojant 30 % bioprodukto. Nustatyti
didesni tirpiy kalcio, gelezies, cinko ir mangano junginiy kiekiai kepiniuose,
ruostuose su fitaziniu aktyvumu pasizyméjusiomis PRB, priklausan¢iomis P.
pentosaceus rusiai, lyginant su kepiniais, kuriy gamybai nenaudotos pradinés
kultiiros. Didesniu fitaziniu poveikiu kepiniuose ypac iSsiskyré P. pentosaceus
KTUO05-8 ir KTUO05-9 padermés.

3.22 lentelé. Mineraliniy medziagy kiekis viso griido daliy kvietiniuose kepiniuose

Koncentracija, mg/100 g produkto
fosforas kalcis gelezis cinkas manganas

313,95+6,79 27,77+£3,29 3,74+0,35 1,51+0,10 1,48+0,10

Kvietiniai viso
grido kepiniai

Tirpas kalcio junginiai kepiniuose be pradiniy kultiiry sudaré 29,4-32,0 %, 0o
kepiniuose, ruostuose su 30 % P. pentosaceus KTUO05-8, KTU05-9 ir KTU05-10
padermiy fermentuotais bioproduktais buvo atitinkamai 40,0, 40,8 ir 36,9 % daugiau
bendro kalcio kiekio. Tirpaus kalcio koncentracija kepiniuose, ruoStuose su
fermentuotais P. pentosaceus KTU05-10, KTUO05-9 ir KTUO05-8 padermiy
bioproduktais, buvo atitinkamai 3,9, 6,8 ir 28,5 % didesné, duonos gamybai
naudojant 10 % PRB bioprodukto; 12,0, 10,2 ir 27,8 % didesné, duonos gamybai
naudojant 20 % PRB bioprodukto, ir 12,4, 26,9 ir 26,0 % didesné, naudojant 30 %
PRB bioprodukto, lyginant su tirpiy kalcio junginiy koncentracija, kai nebuvo
naudotos atrinktos auks$tu fitaziniu aktyvumu pasizymincios pradinés kultiiros.
Nustatytas reik§mingas tirpiy kalcio junginiy viso griido daliy kvietiniuose
kepiniuose padidéjimas, kai buvo naudota 10 ir 20 % P. pentosaceus KTUO05-8
paderme fermentuoto bioprodukto (atitinkamai 10,5 ir 11,0 mg/100g) lyginant su
kepiniais ruostais i§ 10 ir 20 % raugo be atrinkty fitaziniu aktyvumu pasiZyminciy
PRB (atitinkamai 8,2 ir 8,6 mg/100g) (3.20 a pav.). Be to, reik§mingas tirpiy kalcio
junginiy padidéjimas buvo naudojant 30 % fermentuoto bioprodukto ruosto su P.
pentosaceus KTUO5-8 ir KTUO05-9 padermémis (atitinkamai 11,3 ir 13,4 mg/100g)
lyginant su kontroliniu variantu, kai nebuvo naudotos fitaziniu aktyvumu
pasizyminc¢ios PRB (8,9 mg/100g). Vertinant skirtingy PRB jtaka, nustatytas
reikSmingas skirtumas tarp P. pentosaceus KTUO05-9 ir KTU05-10 padermiy
naudojant 30 % fermentuoto bioprodukto, kitais atvejais reik§mingas skirtumas tarp
tirty PRB nebuvo nustatytas.

Tirpas gelezies junginiai kepiniuose be pradiniy kulttry buvo 22,5-28,3 %
bendro gelezies kiekio, o kepiniuose, ruostuose su 30 % P. pentosaceus KTUO05-8,
KTUO05-9 ir KTUO5-10 padermémis fermentuotu bioproduktu buvo didesnis tirpiy
gelezies junginiy kiekis, kuris sudaré atitinkamai 51,6, 47,9 ir 42,8 % bendro kiekio.

102



14 - 2,5 7
* *
g 121: g Ll . L )
S 10 A ‘I‘ o) .
£g 215 T ;
S 8- sEH
5% €3
25 61 a5 1-
2 9
S 4 S
< , ] 3 05
0 T T 0 T T T
05- 05-9 05-10 K 05-8 05-9 05-10 K
a b
0,8 - 14
o> 2 'k
o 1= 0,8 -
S 06 - : S cx o X
> * > *
EL Eg o6
s 3 sE Y
g 04 - 53
<5 S5 04 -
o o o )
= s
S 0,2 1 =2
g 0,2 4
0.0 - 0 ; ; .
c 05- 59 0510 K d 058 059  05-10 K
o 160 *Vidutiniy ver¢iy reikSmeés pazymétos simboliu *
§ 140 - par_odo, kad yra esminiai skirtumai tarp kontrolinio
S 190 | varianto ir tiriamojo méginio, jvertinti pagal
€9 Dunkano kriterijy (p < 0,05).
¢ = 100 -
s38
—; 5 80 1
§ 60 -
8 40 -
20 A
0 T
05-10 K
e

3.20 pav. Tirpiy mineraliniy medziagy junginiy koncentracijos, imituojant vir§kinamo trakto
terpés pH vertes, i§ viso griido daliy kvietiniy kepiniy, panaudojant: M — 10 %; 0 — 20 % ir
B - 30 % fermentuoto PRB bioprodukto (05-8 — P. pentosaceus KTU05-8; 05-9 — P.
pentosaceus KTU05-9; 05-10 — P. pentosaceus KTU05-10; K — kontrolé, be atrinkty PRB)

Tirpios gelezies junginiy koncentracija kepiniuose, ruostuose su fermentuotu

P. pentosaceus KTUO05-10, KTUO05-9 ir KTUO05-8 padermiy bioproduktu, buvo
atitinkamai 6,8, 57,8 ir 64,6 % didesné, duonos gamybai naudojant 10 % PRB
bioprodukto; 45,0, 74,0 ir 100,2 % didesné, duonos gamybai naudojant 20 % PRB
bioprodukto; ir 50,8, 68,7 ir 82,5 % didesné; naudojant 30 % PRB bioprodukto,
lyginant su tirpiy gelezies junginiy koncentracija, kai nebuvo naudotos atrinktos
aukstu fitaziniu aktyvumu pasizymincios pradinés kultiiros. Nustatytas reikSmingas
tirpiy gelezies junginiy koncentracijos viso griido daliy kvietiniuose kepiniuose
padidéjimas, kai buvo naudota 10 % P. pentosaceus KTUO05-8 ir KTUO05-9
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padermémis fermentuoto bioprodukto (atitinkamai 1,4 ir 1,3 mg/100g) lyginant su
kepiniais ruostais i§ 10 % raugo be atrinkty fitaziniu aktyvumu pasizymin¢iy PRB
(0,8 mg/100g) (3.20 b pav.). Be to, reikSmingas tirpiy gelezies junginiy
koncentracijos padid¢jimas nustatytas naudojant 20 ir 30 % fermentuoto
bioprodukto ruosto su P. pentosaceus KTUOQ5-8 (atitinkamai 1,8 ir 1,9 mg/100g),
KTUO05-9 (atitinkamai 1,5 ir 1,8 mg/100g) ir KTUO05-10 (atitinkamai 1,3 ir 1,6
mg/100g) padermémis lyginant su kontroliniu variantu, kai nebuvo naudotos
fitaziniu aktyvumu pasizyminc¢ios PRB (atitinkamai 0,9 ir 1,1 mg/100g).

Tirpiy cinko junginiy kepiniuose be pradiniy kultiry buvo 22,5-28,3 %, o
kepiniuose, ruostuose su 30 % P. pentosaceus KTUO05-8, KTU05-9 ir KTU05-10
padermémis fermentuoto bioprodukto, nustatytas didesnis tirpiy cinko junginiy
kiekis sudaré atitinkamai 38,4, 37,1 ir 31,8 % bendro cinko kiekio. Tirpiy cinko
junginiy koncentracija kepiniuose, ruoStuose su fermentuotu P. pentosaceus
KTUO05-10, KTUO05-9 ir KTUO05-8 padermiy bioproduktu, nustatyta atitinkamai
12,7, 28,5 ir 45,2 % didesné, duonos gamybai naudojant 10 % PRB bioprodukto;
16,6, 23,6 ir 52,0 % didesné, duonos gamybai naudojant 20 % PRB bioprodukto ir
16,8, 36,7 ir 41,9 % didesné, naudojant 30 % PRB bioprodukto, lyginant su tirpiy
cinko junginiy koncentracija, kai nebuvo naudotos atrinktos aukstu fitaziniu
aktyvumu pasizymin¢ios pradinés kultiiros. Nustatytas reikSmingas tirpiy cinko
junginiy koncentracijos viso grido daliy kvietiniuose kepiniuose padidéjimas, kai
buvo naudota 10 % P. pentosaceus KTUO05-8 ir KTU05-9 padermémis fermentuoto
bioprodukto (atitinkamai 0,48 ir 0,43 mg/100g) lyginant su kepiniais ruostais i$
10 % raugo be atrinkty fitaziniu aktyvumu pasizymin¢iy PRB (0,33 mg/100g) (3.20
Cc pav.). Be to, reikSmingas tirpiy cinko junginiy koncentracijos padidéjimas
nustatytas naudojant 20 ir 30 % fermentuoto bioprodukto ruosto su P. pentosaceus
KTUO05-8 (po 0,58 mg/100g), KTUO5-9 (atitinkamai 0,47 ir 0,56 mg/100g) ir
KTUO05-10 (atitinkamai 0,44 ir 0,48 mg/100g) padermémis lyginant su kontroliniu
variantu, kai nebuvo naudotos fitaziniu aktyvumu pasizymincios PRB (atitinkamai
0,38 ir 0,41 mg/100g).

Tirptis mangano junginiai kepiniuose be pradiniy kulttry sudaré 27,0-36,5 %
bendro mangano kiekio, o kepiniuose, ruostuose su 30 % P. pentosaceus KTUO05-8,
KTUO05-9 ir KTUO05-10 padermémis fermentuoto bioprodukto, nustatytas didesnis
tirpiy mangano junginiy kiekis buvo atitinkamai 43,2; 54,7 ir 42,6 %. Tirpiy
mangano junginiy koncentracija kepiniuose, ruoStuose su fermentuotu P.
pentosaceus KTU05-10, KTUO05-9 ir KTU05-8 padermiy bioproduktu, nustatyta
atitinkamai 13,2, 44,7 ir 26,3 % didesné, duonos gamybai naudojant 10 % PRB
bioprodukto; 15,1, 38,4 ir 18,6 % didesné¢, duonos gamybai naudojant 20 % PRB
bioprodukto ir 14,6, 42,2 ir 15,6 % didesné, naudojant 30 % PRB bioprodukto,
lyginant su tirpiy mangano junginiy koncentracija, kai nebuvo naudotos atrinktos
aukstu fitaziniu aktyvumu pasizymincios pradinés kultiiros. Nustatytas reikSmingas
tirpiy mangano junginiy Koncentracijos viso griido daliy kvietiniuose kepiniuose
padidéjimas, kai buvo naudota 10 % P. pentosaceus KTUO05-8 ir KTUO05-9
padermémis fermentuoto bioprodukto (atitinkamai 0,54 ir 0,64 mg/100g) lyginant su
kepiniais ruostais i§ 10 % raugo be atrinkty fitaziniu aktyvumu pasizyminc¢iy PRB
(0,40 mg/100g) (3.20 d pav.). Be to, reikSmingas tirpiy mangano junginiy
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koncentracijos padidéjimas nustatytas naudojant 20 ir 30 % fermentuoto
bioprodukto ruosto su P. pentosaceus KTUO05-8 (atitinkamai 0,61 ir 0,64 mg/100g),
KTUO05-9 (atitinkamai 0,73 ir 0,81 mg/100g) ir KTUO05-10 (atitinkamai 0,59 ir 0,63
mg/100g) padermémis lyginant su kontroliniu variantu, kai nebuvo naudotos
fitaziniu aktyvumu pasizymin¢ios PRB (atitinkamai 0,50 ir 0,54 mg/100g).
Vertinant tirpiy mangano junginiy koncentracija, nustatyti reikSmingi skirtumai tarp
P. pentosaceus KTUO05-9 ir kity PRB padermiy. DidZziausi tirpiy mangano junginiy
kiekiai nustatyti naudojant bioproduktus ruostus su P. pentosaceus KTUO05-9
paderme.

Lyginant bendra fosforo kiekj viso griido kvietiniuose kepiniuose su tirpia jo
junginiy forma, nustatyta, kad S$iy mineraliniy medziagy tirpiy junginiy forma
kepiniuose be pradiniy kulttiry buvo 23,6-29,4 % (priklausomai nuo naudoto raugo
kiekio) bendro fosforo kiekio, o kepiniuose, ruoStuose su 30 % P. pentosaceus
KTUO05-8, KTUO05-9 ir KTUO05-10 padermémis fermentuoto bioprodukto, nustatytas
tirpaus fosforo kiekis buvo atitinkamai 37,0, 38,4 ir 34,1 %. Tirpiy fosforo junginiy
koncentracija kepiniuose, ruoStuose su fermentuotu P. pentosaceus KTUO05-10,
KTUO05-9 ir KTUOQ5-8 bioproduktu, nustatyta atitinkamai 16,2, 29,5 ir 8,56 %
didesné, duonos gamybai naudojant 10 % PRB bioprodukto; 11,1, 21,4 ir 20,5 %
didesné, duonos gamybai naudojant 20 % PRB bioprodukto; ir 16,0, 30,5 ir 25,9 %
didesné; naudojant 30 % PRB bioprodukto, lyginant su tirpiy fosforo junginiy
koncentracija kai nebuvo naudotos atrinktos auk$tu fitaziniu aktyvumu
pasizymincios pradinés kultiiros. Nustatytas reikSmingas tirpiy fosforo junginiy
koncentracijos viso grido daliy kvietiniuose kepiniuose padidéjimas, kai buvo
naudota 10 % P. pentosaceus KTUO05-9 fermentuoto bioprodukto (95,8 mg/100g)
lyginant su kepiniais ruostais i§ 10 % raugo be atrinkty fitaziniu aktyvumu
pasizymin¢iy PRB (74,0 mg/100g) (3.20 ¢ pav.). Be to, reik§mingas tirpiy fosforo
junginiy koncentracijos padidéjimas nustatytas naudojant 20 ir 30 % fermentuoto
bioprodukto ruosto su P. pentosaceus KTUO05-9 (100,0 ir 120,4 mg/100g) ir KTUO5-
8 (99,3 ir 116,2 mg/100g) padermémis lyginant su kontroliniu variantu, kai nebuvo
naudotos fitaziniu aktyvumu pasizymin¢ios PRB (82,4 ir 92,3 mg/100g).
Bioprodukto ruosto su P. pentosaceus KTUO5-10 tirpiy fosforo junginiy
koncentracija nustatyta didesné, lyginant su kontroliniu variantu, taciau esminiai
skirtumai tarp kontrolinio varianto vertinant 95 % tikimybés lygiu buvo
nereikSmingi.

Kvietinés viso grido daliy duonos gamyboje naudojant rekomenduojamag
raugo kiekj — 20 %, fermentuoto su P. pentosaceus KTUOQ05-8, tirpiy kalcio, geleZies,
cinko, mangano ir fosforo junginiy, padidéjo atitinkamai 27,8, 100,2, 52,0, 18,6 ir
20,5 %, lyginant su kepiniais, kuriy gamyboje nebuvo naudotos aukstu fitaziniu
aktyvumu atrinktos PRB, o fermentuotas PRB raugas su P. pentosaceus KTUQ05-9
padidino tirpiy mineraliniy medziagy junginiy atitinkamai 10,2, 74,0, 23,6, 38,4 ir
21,4 %.

Literatiiroje néra duomeny apie P. pentosaceus gaminamy PRB poveikj
kepiniy maistinés vertés didinimui. Taciau sutinkama duomeny apie kity PRB
poveikj fitatams, pvz., Reale su bendraautoriais [212] nustaté, kad fitaty kiekis
sumazéjo tesloje, paruostoje su pradiniy kultiiry L. plantarum, L. brevis, L. curvatus
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mi$iniu, apie 80-90 % po 12 val. fermentacijos, lyginant su kontroliniu méginiu
(nenaudojant PRB). PanaSius rezultatus paskelbé De Angelis su bendraautoriais
[184], nustatg, kad L. sanfranciscensis CB1 fermentuojant tesla 8 val., natrio fitaty
kiekis sumazéjo 64-74 %, lyginant su raugu, ruostu be pradiniy PRB. Siy autoriy
atlikti tyrimai parod¢, kad tarpusavyje derinant raugy mikroorganizmus (PRB ir
mieles) duonos raugo fermentacijos metu gali biti pasiektas didesnis fitaziy
aktyvumas ir, tuo paciu, fitaty suardymo laipsnis. Chaoui su bendraautoriais [213]
parinko mikroorganizmy kombinacija (Sc. cerevisiae, L. plantarum, Leuc.
mesenteroides), kuri padidino fitaty skaldymo efektyvuma ir duonos maisting verte.
Didar [300] taip pat nustaté, kad, didinant raugo kiekj, fitaty kiekis mazéja, L.
plantarum 30 % raugo priedas sumazino fito rtigsties kiekj 45 % (nuo 894,7 iki
507,3 mg/100g kepinio). Palacios su bendraautoriais [202] nustaté Bifidobacterium
breve ir Bifidobacterium longum auksta geb¢jima hidrolizuoti fitatus iki Zemesnés
eilés inozitolio fosfaty ir rekomendavo Sias medziagas naudoti kvietiniy kepiniy
maistinés vertés didinimui, ta¢iau duonos gamybai geriausia naudoti PRB, isskirtas
i$ duonos raugy, nes jos yra prisitaikiusios vystytis §ioje terpéje.

In vitro tyrimai, atlikti imituojant virSkinamojo trakto terpés pH vertes, jrodé,
kad fitaziniu aktyvumu pasizyminciy bakteriocinus gaminan¢iy PRB bioproduktai
padidino tirpiy geleZies, cinko, mangano, kalcio ir fosforo junginiy kiekj viso grido
daliy kvietiniuose kepiniuose vidutiniskai 30 %.

Fitaziniu ir antimikrobiniu aktyvumu pasiyminéiy PRB jtaka B. subtilis ir
mikroskopiniy gryby vystymuisi kvietinés duonos laikymo metu. B. subtilis
sukeliama bulviné liga labiau biidinga kvietiniams kepiniams dél mazesnio jy
rigStingumo, todél ypac¢ aktualu tokiy kepiniy gamyboje naudoti produktus,
galin¢ius apsaugoti galutinius produktus nuo $io gedimo. Dirbtinai B. subtilis
uzkrésti kvietinés duonos kepiniai su 10, 15 ir 20 % P. pentosaceus KTUO05-9
fermentuoto bioprodukto (milty masés) bei kontrolinis kepinys be fermentuoto
produkto buvo laikyti 23 ir 30 °C temperatiirose iki pirmyjy bulvinés ligos pozymiy
(btdingo nemalonaus sugedusiy vaisiy kvapo) pasirodymo. Gauti rezultatai pateikti
3.23 lentel¢je. PRB fermentuotas produktas turéjo teigiamos jtakos duonos bulvinés
ligos eigos slopinimui laikant tiek 23, tiek 30 °C temperatiiroje. Kepiniai su 10 %
fermentuoto produkto priedu pirmuosius ligos pozymius parodé jau antrg laikymo
para, o kepiniuose su 15 % fermentuoto produkto priedu btidingas nemalonus vaisiy
kvapas buvo jauciamas tik trecig para, laikant 23 °C temperatiiroje ir antra para,
laikant kepinius aukS$tesnéje temperatiiroje (30 °C temperatiroje). DidZiausias
teigiamas poveikis pastebétas laikant kepinj su 20 % fermentuoto bioprodukto 23 °C
temperatiiroje — pirmieji poZymiai pasireiske, pragjus SeSioms paroms po kepimo.
Tuo tarpu laikant kepinj su 20 % fermentuoto bioprodukto 30 °C temperatiiroje,
pirmieji pozymiai pasireiské, pragjus 4 paroms po kepimo. Galima daryti i$vada, jog
aukStesné¢ temperatira skatina ligos sukeléjy vystymasi ir slopina teigiamag
fermentuoto produkto efekta. Gauti rezultatai parodé, jog PRB fermentuotus
produktus galima sékmingai taikyti kvietiniy kepiniy bulvinés ligos prevencijai.
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3.23 lentelé. PRB fermentuoto bioprodukto jtaka duonos bulvinés ligos eigai,
laikant B. subtilis uzkréstus kepinius skirtingose temperattirose

Trukmé iki pirmyjy bulvinés ligos pozymiy

P. pentosaceus KTUO05-9 fermentuoto . oL . % .
pasirodymo atitinkamoje temperatiiroje, paromis

produkto Kiekis, %

23°C 30 °C
10 2 2
15 3 2
20 6 4
Kontrolé be PRB ( B. subtilis + Sc. cerevisiae) 15 1

Tiriant antigrybinj PRB efektg kvietiniy kepiniy pavirSiui, gauti teigiami
rezultatai — PRB slopino mikroskopiniy gryby augimg kvietinés duonos pavirsiuje
iki 8 dieny (3.24 lent.). Ant kepiniy, apdoroty PRB bioprodukto suspensija,
pavirsiaus mikroskopiniai grybai pradéjo augti véliau ir jy kolonijos buvo mazesnés,
lyginant su PRB bioproduktu neapdorotais kepiniy pavirsiais. Didesniu antigrybiniu
aktyvumu pasizyméjo P. acidilactici, P. pentosaceus KTUO05-8 ir KTU05-10, o L.
sakei ir P. pentosaceus KTUO05-9 apdoroty kepiniy pavirSiuje po astuoniy dieny
iSlaikymo stebéti tik mikroskopiniy gryby augimo pédsakai.

3.24 lentelé. PRB bioprodukto jtaka kvietiniy kepiniy peléjimo intensyvumui

PRB padermé naudota bioprodukto

gamyboje Mikroskopiniy gryby augimo intensyvumas

P. acidilactici KTU05-7

L. sakei KTUO5-6 +

P. pentosaceus KTU05-8 -

P. pentosaceus KTUO05-9 +

P. pentosaceus KTUO05-10 -

Kontrolinis kepinys be PRB ++

*Pastaba. Mikroskopiniy gryby augimo intensyvumas: ,,-* kolonijy néra; ,,+ retos mazos

kolonijos; ,,++ retos didesnés kolonijos

Gauti tyrimy rezultatai jrodé, kad fitaziniu aktyvumu pasizyminéiy
bakteriocinus gaminanéiy PRB P. pentosaceus KTUO05-8, KTUO05-9 ir KTU05-10
padermiy bioproduktai padidino tirpiy mineraliniy medziagy junginiy kiekj viso
grudo daliy kvietiniuose kepiniuose, be to P. acidilactici, P. pentosaceus KTUO05-8
ir KTUO05-10 padermiy bioproduktai sulétino kvietiniy kepiniy mikrobiologinj
gedima iki 8 pary.
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ISVADOS

1. Istyrus bakteriocinus gaminanéiy pieno riigSties bakterijy (PRB) ir jy

metabolizmo produkty antimikrobinj aktyvuma, nustatyta:

1.1.PRB lastelés neslopino mikroskopiniy gryby, 0 susidare fermentacijos

metabolizmo produktai (MP) ir neutralizuoti metabolizmo produktai (NMP)
pasizymeéjo savitu antigrybiniu poveikiu: MP iSsiskyré fungicidiniu poveikiu
daugiausiai slopindami Fusarium culmorum ir Fusarium poae vystymasi, o
NMP veikimas buvo silpnesnis nei MP ir jis buvo fungicidinis bei
fungistatinis.

1.2.PRB lgstelés nepasizyméjo antibakteriniu aktyvumu, taciau isrySkéjo stiprus

ju MP antibakterinis poveikis maisto produkty gedima sukeliantiems
mikroorganizmams, jskaitant Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium rasies, Bacillus ir Pseudomonas genties patogenus. |
bakteriocinus panasiy medziagy (BPM) antimikrobinis poveikis priklausé nuo
PRB risies: Lactobacillus sakei KTUO5-6 ir Pediococcus pentosaceus
KTUO05-10 gaminamos BPM slopino tiek gramteigiamas, tiek gramneigiamas
bakterijas, o Pediococcus acidilactici KTUOQ5-7, P. pentosaceus KTUO05-8 ir
KTUO05-9 padermiy sintetinamos BPM slopino tik gramteigiamas.

2. Didziausias PRB BPM antibakterinis poveikis prie§ Bacillus subtilis pasireiské
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15-30 val. laikotarpyje ir priklaus¢ nuo PRB padermés, terpés pH veréiy ir
kultivavimo temperattiros. Optimaliausia temperattra P. pentosaceus KTUOQ5-
10, P. acidilactici ir L. sakei BPM susidarymui yra 30 °C, o P. pentosaceus
KTUO05-8 ir KTU05-9 padermiy BPM — 25 °C. Tinkamiausia terpés pH verté
yra 6,5. BPM antimikrobinj aktyvuma didino azoto Saltiniu PRB kultivavimui
naudojant 20 g/l triptono, o anglies $altiniu — 20 g/1 gliukozés. Padidinti iki
0,2 g/l MgSO,4 7H,0 ir iki 0,1 g/l MnSO,4-4H,0, o taip pat iki 2 g/l cisteino-
HCI-H,0 priedai didino BPM aktyvumga pries§ B. subtilis.

Tirtos bakteriocinus gaminancios PRB pasizyméjo vidutiniskai 33 kartus
didesniu ekstralgsteliniu fitaziniu aktyvumu nei intralasteliniu ir, priklausomai
nuo PRB padermés, kito ribose nuo 23-30 AV-10%10" KSV (P. pentosaceus
ri§ies bakterijos) iki 13 AV-10%10" KSV (P. acidilactici KTU05-7). Siems
aktyvumams prilygo kai kuriy i§ pramoniniy raugy isskirty PRB (P.
pentosaceus 1.2) aktyvumai (28 AV-10%10" KSV), tagiau kity PRB jie buvo
daug mazesni (nuo 1 iki 16 AV-10%10% KSV).

In vitro tyrimai, atlikti imituojant vir§kinamojo trakto terpés pH vertes, jrode,
kad fitaziniu aktyvumu pasizymin¢iy bakteriocinus gaminanciy PRB
bioproduktai padidino tirpiy gelezies, cinko, mangano, kalcio ir fosforo
junginiy kiekj viso griido daliy kvietiniuose kepiniuose vidutiniskai 30 %.
PRB bioproduktai pritaikyti viso griido daliy kvietiniy kepiniy gamyboje
sulétino kepiniy mikrobiologinj gedima.

IS duonos raugy isskirti keturi bakteriofagai ®MR29, ®MW15, W2 ir
®W19 infekuojantys Lactobacillus sanfranciscensis ir Lactobacillus
crustorum riiSims priklausancias PRB. Bakteriofagai ®MW15, ®MR29 ir



®W?2 lizuojantys L. sanfranciscensis rusiai priklausancias PRB, priklauso
Siphoviridae Seimai ir pagal morfologija priskiriami B1 tipui. Tirtosios
bakteriocinus gaminancios ir fitaziniu aktyvumu pasiZymincios PRB nebuvo
jautrios iSskirtiems bakteriofagams. Tyrimai patvirtino, kad bakteriofagy
infekcija gali pakeisti raugy PRB populiacija.

6. Nustatyta, kad pakeitus fermentacijos temperatiirg i§ 18 °C (biidinga Ziemos
laikotarpiui kepyklose) j 25 °C (badinga vasaros laikotarpiui kepyklose)
ruginiuose rauguose pasikeit¢ PRB populiacija: sumazéjo tipiné raugy
mikroflora — L. sanfranciscensis, L. crustorum — ir atsirado naujos PRB rasys
— L. brevis, L. fabifermentans, L. spicheri, L. paraalimentarius. PRB
populiacijos poky¢iai priklausé, ne tik nuo fermentacijos temperatiiros, bet ir
nuo naudotos raugy ruoSimui zZaliavos ir labiau kito raugy gamybai naudojant
rugine zaliava, nei kvieting.

7. Sukurti PRB bioproduktai i§ bulviy sul¢iy sumazino vasariniy kvie¢iy gridy
séklos biologing tar$a: Fusarium genties mikroskopiniy gryby sumazéjo 73
%, Alternaria genties — 27 %, o Cochliobolus sativus — 63 %. Bioproduktai
sumazino Sakny ligotumg 46 % bei sékly pazeidimg Fusarium genties ir
Cochliobolus sativus grybais atitinkamai 87 ir 50 %. Jrodyta, kad maisto
gamybos Salutiniai produktai (kvieCiy sélenos, salyklojai, melasa, Zlaugtai)
yra tinkama terpé PRB dauginimui ir antimikrobinémis savybémis
pasizymincios pieno rtgsties, jskaitant jos L(+) izomera, susidarymui.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju mokslinio darbo vadovei prof. habil. dr. Grazinai
Juodeikienei uz disertacijos temos id¢€ja, nuoSirdzias ir vertingas mokslines
konsultacijas rengiant publikacijas ir disertacija, uz pasitikéjimg, palaikyma ir
visapusiska pagalbg atlieckant mokslinj darba, uz paskatinimus beviltiSkose
situacijose, nuolatinj riipinimasi, visos doktorantiiros metu ir nuolatinj skatinima
tobuléti. Dékoju visiems Maisto mokslo ir technologijos katedros kolegoms uz
kiirybingg nuotaikg, moralinj palaikyma ir supratima.

Taip pat dékoju doc. Ase Solvej Hansen ir doc. Finn Kvist Vogensen uz
suteikta galimybe stazuotis jy mokslinése grupése, mokslines diskusijas ir kiirybinga
vadovavimg dirbant mokslinj darbg Kopenhagos universitete, Danijoje. Ypatingai
noriu padékoti docentui Finn Kvist Vogensen uz visapusiskg paramg, nuosekly
vadovavima, pasitilymus ir pagalba atliekant molekulinés mikrobiologijos tyrimus.
Uz pagalba ir mokymus atliekant molekulinés mikrobiologijos tyrimus dékoju
Basheer Yousef Aideh, Musemma Kedir Muhammed ir Witold Piotr Kot. Linai
Nuobarienei uz vertingas konsultacijas, moralinj palaikyma ir tiesiog, kad buvo
puiki draugé ilgy stazuociy Kopenhagos universitete metu. Noriu padékoti dr.
Algimantui PaSkeviCiui uz gausia mikroorganizmy Kolekcija antimikrobinio
aktyvumo tyrimams. LAMMC Zemdirbystés instituto darbuotojoms, ypa¢ Audronei
Mankevicienei, Skaidrei Supronienei ir Romai Semaskienei, uz pagalba atlickant
bioprodukty panaudojimo galimybiy, sékliniy vasariniy kvieCiy gridy biologinés
tar§os mazinimui ir sveikumo didinimui, tyrimus.

Dékinga Lietuvos mokslo tarybai uz finansine parama.

Silgiausius padékos zodzius skiriu mylimiausiems Zmonéms: vyrui ir mamai
uz jy kantrybe, rapestj, stipry moralinj palaikyma, supratinguma, meilg ir laukima.
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PRIEDAI

| priedas
1 lentelé. PRB dauginty miSiniuose MP (100 pl) antigrybinis poveikis
Slopinimo zony skersmuo agaro terpéje, mm
PRB misinys L. sakei, P. P. L _sake_i, _P.
L. sakei ir P. acidilactici ir P pentosaceus acidilactici, P.
acidilactici pentosaceus - KTU05-8,  pentosaceus KTUOS-

Indikatorinis KTUO5-10 KTUO05-9 ir 8, KTUO05-9 ir
mikroorganizmas KTUO05-10 KTUO05-10
Penic. verrucosum — — - —
F. culmorum 8,3+1,0 12,5+0,6 8,5+0,6 8,8+1,0
A. versicolor 7,0+1,4* 7,5+0,6* 8,0+0,8* 7,5+0,6*
F. poae 10,3+0,5 8,00 7,00 10,0+0
Penic. chrysogenum 6,3+0,5 16,0+1,2* 18,5+3,7* 15,0+1,2*
Alt. alternata — — 10,0+1,4* —
Penic. cyclopium - - - -
F. avenaceum 12,0+0,8* 15,5+0,6* 11,5+0,6* 12,5+0,6*
F. solani 14,842,9* 14,5+0,6* 12,0+0,8* 10,8+1,0*
A. tereus - - - -
Penic. expansum 10,8+7,2* 12,8+1,0* 8,8+1,0* 7,3+0,5
A. niger 14,3+1,3* 10,8+1,5* 9,5+0,6* 12,0+0,8
Aure. pullalans - - -
C. kruisii — - —
C. pelliculosa 11,8+0,5 — — —
D. vanrijiae - - -
G. fermentants - - -
K. lodderae - - -
K. marxianus var. lactis - - -
Pi. farinosa - -
Pi. fermentans - - -
Pi. membranifaciens 10+0* - -

R. rubra
Sc. cerevisiae

— antimikrobiniu poveikiu nepasiZzyméjo; * fungistatinis poveikis; antimikrobinis poveikis jskaitant

Sulinélio diametra (6 mm)

2 lentelé. Rugsciy tirpaly ir neutralizuoty riig8§ciy antimikrobinis poveikis

0,3% Neutraliz.
Indikatorinis 506 acto r Neutraliz. 5 % pieno Neutraliz 1% Neutraliz. benzenkar benzenkar
mikroorga- ' actor. r. pieno r. gintaro r gintaror. boksiragsti  boksirtigsti
nizmas S S
Y. enterolitica 29,014 - 22,8+1,0 - 9,00 - - -
St. aureus 33,5+0,7 - 24,0+1,8 - 12,8+1,0 - - -
Ps. aeruginosa 28,5+0,7 15+2,8 24,3+1,0 - 22,0+3,2* 14,25+1* 9,840,5* 9,840,5*
Ent. faecalis 29,0+1,4 - 12,0+0,8 - 11,5+0,6* - - -
B. macerans 20,0+1,4 — 12,00 — — — — —
S. enteridicus 26,5+0,7 - 17,8+1,0 - - - - -
Micrococcus - - - - -
genties 20,0+2,8 20,3+1,0 9,3+0,5*
E. coli 24,0+0 - 21,5+0,6 - 11,8+1,0* - -
Listeria genties 24,0+1,4 - 20,3+2,2* - - — - -

* bakteriostatinis poveikis;

1 Antimikrobinis poveikis jskaitant Sulinélio diametrg 6 mm
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Il priedas

1 lentelé. Bioprodukty reologinés savybés pries ir po 72 valandy fermentacijos

Ryziy Prie§ fermentacija Po fermentacijos
prl(:/(:as, Kietumas, N Tir§tumas Llpn’l\JImas, Kietumas, N Tir§tumas Llpn’l\Jlmas,
0 9,58+0,61 63,45+1,76 7,21+0,40 9,26+0,33 61,71+0,62 7,25+0,36
1 12,18+0,23  64,81+1,61 6,92+0,38 10,74+0,25  62,99+0,95 8,00+0,35
3 13,07+0,23  68,36+1,71 8,69+0,41 11,02+0,07  67,56+1,86 7,74+1,16
5 14,08+0,07 72,41+1,79 8,60+0,72 10,69+0,68 68,24+0,30 8,79+0,80
5a 10,49+0,58 66,06+1,89 6,99+0,10 10,06£1,29 64,75+0,39 7,18+1,03
5b 9,92+0,52 68,73+1,50 7,07+£0,09 9,57+0,82 68,51+1,04 8,43+0,77
5¢c 9,26+0,38 66,38+2,47 7,09+0,26 9,42+0,93 63,35+1,44 7,89+0,30
5* 11,01+0,04 69,84+1,81 8,04+0,31 10,87+0,44 68,14+1,43 8,47+1,70
10 2450+0,84 121,72#152  10,18%0,15 9,80+4,20 65,05+1,86 8,95+2,21
10a 26,68+3,97 103,56+1,53  7,69+0,09 16,84+0,83 101,77+1,70  9,59+0,21
10b 12,69+2,24  72,28+2,11 7,3240,31 11,29+0,27  71,53+0,49 7,83+1,18
10c 11,22+1,12 69,14+1,16 7,80£1,09 10,98+0,40 96,46+0,99 9,78+0,74
10* 23,56+0,63 117,09+2,05  9,67+1,15 9,06+0,74 61,25+1,74  13,45+0,50
15 62,35£1,09 371,473,551 40,15+1,21 52,03+1,29  351,13+1,57 42,21+1,12
20 144,81+1,76  445,68+3,26  61,70+0,37  136,57+0,81 405,73+2,47 112,19+2,42
25 162,65+1,27 747,10+2,86 107,73+0,28 147,16+1,60 683,92+2,71 155,84+1,00
* — naudoti MgSQO,47H,0 0,2 g/l; MnSO4-4H,0 0,1 g/l ir Cisteino-HCI-H,0 2 g/l priedai;
a, bir c —naudoti MRS terpés priedai atitinkamai 5, 10 ir 15 ml/100 g terpés
35 1
R2=0.825
30 7 ge=0.737 é
Z 25
3 (]
£ 20 | R2=0.878 A
=3 W 24h
£ 15 -
E" A72h
g 10 ®.sh
E 51
8,
S ol S
i 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Terpés drégnis, %

1 pav. Terpés drégnio jtaka bioprodukto BTR vertéms po 24, 48 ir 72 valandy

fermentacijos
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111 priedas

PanaSumas, % PanaSumas, %
g i 2 2 & = L E E F
75d. R25 1d. Mwa
75d. R27 1d. MWS
a b 1d. MW11
75d. R3
75d. W19
75d. R28
75d. W18
75d. R14
75d. W27
75d. R16
75d. W34
75d. R18
75d. W25
75d. R4
75d. W3
75d. R20
75d. W9
75d. R7
75d. W23
75d. R10
75d. W29
75d. R32
75d. W31
75d. R8
75d. W33
75d. R26 T
75d. W35
1d. MR24
— 1 75d. w36
1d. MR32
75d. W37
75d. R5
75d. W2
75d. R29
75d. W4
75d. R31
75d. W3
| 75d. R6
75d. W8
75d. R11 L
75d. W10
75d. R13
75d. W11
1d. MR6
75d. W12
1d. MR8
75d. W13
1d. MR19
75d. W14
1d. MR28
L] 75d. wis
75d. R22
75d. W17
75d. R12
1d. MW8
1d. MR26
1d. MW9
75d. R21
1d. MW10
75d. R24
Tod R2 1d. MW12
— 75d. R23 1d. Mw17
—1{ 1d. Mwa2s
1d. MR1
1d. MW28
1d. MR2
1d. MW1
1d. MR3
1d. MW2
1d. MR4
1d. MW3
1d. MR5
1d. MW6
1d. MR10
1d. MW7
1d. MR11
1d. MW13
1d. MR12
1d. MW18
1d. MR17 —
1d. MW19
1d. MR18
1d. MW20
1d. MR20
1d. MW22
1d. MR21
1d. MW24
1d. MR22
1d. MW26
1d. MR23
75d. W7
1d. MR25
75d. W20
1d. MR24 —
75d. W21
1d. MR29
L{ 75d. w22
L_| 1d.MR30
75d. W24
1d. MR31
1d. MW15
L 1d.MR16
1d. MW16
1d. MR13
1d. MW21
1d. MR14
1d. MW29
1d. MR15
1d. MW14
1d. MR9
1d. MW23
75d. R17
75d. W5
—— 75d.R19
75d. W1
75d. R15
75d. W16
75d. R30
75d. W27
1d. MR7
75d. W28
;gg E; 75d. W32
: L 75d w3o

1 pav. Dendrogramos PRB padermiy i$skirty i§ danisky ruginiy (a) ir kvietiniy (b) raugy
pirmos (1 d.) ir paskutinés (75 d.) fermentacijos dienos
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IV priedas

1 pav. L. sakei bioproduktu apdoroty (paveiksly vir§uje) ir neapdoroty (paveiksly apacioje)
vasariniy kvie¢iy griidy sékly ‘Grami’ vaizdas Petri lékstelése inkubuojant: a — 15 °C ; b — 20
°C temperatiiroje, 7 paras

2 pav. Fusarium uzter$ty vasariniy kvieéiy griidy sékly ‘Grami’ vaizdas Petri 1€kstelése ant
BDA, 25 °C temperatiiroje, po 7 pary: a — kontrolinis variantas; b - apdorojus PRB
bioproduktu
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