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SANTRAUKA

Vietinés kilmés Lactococcus lactis padermiy atrinkimas ir jy probiotiniy ir biologiniy savybiy
nustatymas
Antanina Vitaité
Magistro baigiamasis darbas

Tyrimo atlikimo vieta: LSMU VA Maisto saugos ir kokybés katedra.

Darbo vadovas: lektoré dr. Ausra Gabinaitiené

Darbo tikslas: atrinkti vietinés kilmés Lactococcus lactis padermes rauginty pieno produkty
gamybai ir iStirti §iy bakterijy probiotines ir biologines savybes.

Darbo uzdaviniai:

1. Istirti vietinés kilmés L. lactis padermiy juslines savybes ir atrinkti priimtiniausias
padermes;

2. Nustatyti atrinkty L. lactis padermiy probiotines ir biologines savybes;

3. Polimerazés grandininés reakcijos metodu nustatyti atrinkty L. lactis padermiy poras;j.

Tyrimo metodika: tyrimo metu su 13 vietinés kilmés L. lactis padermémis buvo pagaminti
rauginti pieno produktai ir pagal produktams budingus kokybinius rodiklius (rtigimo trukme,
konsistencija, pH reakcija ir juslines savybes) tolimesniems tyrimams atrinktos 5 bakterijy
padermés. Atrinktoms bakterijy paderméms tirtos probiotinés ir biologinés savybés: atsparumas 0,3
proc. tulzies druskoms ir zemai (2,5) pH reakcijai, 0,5 proc. pankreatino ir 0,2 ir 0,5 proc. fenolio
poveikis, angliavandeniy skaidymas, augimas skirtingose (+4 °C, +10 °C, +30 °C, +35 °C, +37 °C,
+45 °C, +60 °C) temperatirose. Naudojant polimerazing grandining reakcijg identifikuotas L. lactis
bakterijy portsis.

Rezultatai ir iSvados: remiantis pieno produkty kokybiniy rodikliy tyrimo rezultatais,
tolimesniems tyrimams atrinktos L. lactis bakterijy padermés Nr. 1, 3, 8, 9, 11. Siy bakterijy
probiotiniy savybiy tyrimai parodé, kad didziausiu atsparumu tulZies druskoms pasiZymeéjo
bakterijy kultdra Nr. 9 ir Nr. 11 (iSgyvenamumas padidéjo atitinkamai 113 ir 104 proc. nuo pradinés
bakterijy koncentracijos). Zemai pH (2,5) reakcijai didziausig atsparuma turéjo L. lactis paderme
Nr. 9 (iSgyvenamumas sumazgjo 67 proc. nuo pradinés koncentracijos). Pankreatino poveikiui buvo
atspariausios bakterijy kulttiros Nr. 8 ir 9, o skirtingos koncentracijos fenoliui - Nr. 11 ir 9 (p <
0,05). Angliavandeniy fermentavimo tyrimo metu didziausiu fermentiniu aktyvumu pasizyméjo
bakterijy kulttira Nr. 1 (skaidé 34 proc. angliavandeniy). Visos (5) bakterijy padermés priklauso
mezofiliniy bakterijy grupei, nes geriausiai augo +30 °C, +35 °C, +37 °C temperatiiroje. PGR
tyrimas parodé, kad visos atrinktos bakterijy padermés priklauso Lactococcus lactis portsiui lactis.

RaktaZodZiai: Lactococcus lactis, rauginti pieno produktai, probiotinés savybeés,
angliavandeniy testas, PGR.



SUMMARY

Identification and determination of probiotic and biological properties of local wild type
Lactococcus lactis bacteria
Antanina Vitaité

Master‘s Thesis

Research location: Lithuanian University of Health Sciences, Veterinary academy, Departament
of Food Safety and Quality

Supervisor: lecturer, dr. Ausra Gabinaitiené

The aim of the study was to select local strains of Lactococcus lactis for the production of
fermented dairy products and to investigate the probiotic and biological properties of these bacteria.

The objectives of the study:

1. To study the sensory properties of local L. lactis strains and to select the most acceptable

strains.

2. To determine the probiotic and biological properties of selected L. lactis strains.

3. To determine the subspecies of selected L. lactis strains by the polymerase chain reaction

method.

Methodology: During the study, fermented milk products were produced with 13 strains of L.
lactis of local origin, and 5 bacterial strains were selected for further investigation according to the
product-specific qualitative parameters (fermentation time, consistency, pH reaction and sensory
properties). Probiotic and biological properties of selected bacterial strains were studied: the resistance
to bile salts (0.3 %) and low (2.5) pH reaction, the effect of 0.5 % pancreatin and 0.2 and 0.5 % of
phenol, decomposition of carbohydrates, growth in different (+4 °C, +10 °C, +30 °C, +35 °C, +37 °C,
+45 °C, +60 °C) temperatures. A subspecies of L. lactis was identified by polymerase chain reaction.

Results and conclusions: According of dairy products quality indicators survey for further
investigation L. lactis bacteria strain No. 1, 3, 8, 9, 11 were selected. Studies of the probiotic properties
of these bacteria showed that the highest resistance to bile salts was characterized by bacterial culture
No. 9 and 11 (survival increased by 113 and 104% of baseline bacterial concentrations, respectively). At
2.5 pH reaction the highest resistance was characterized by bacterial culture No. 9 (survival decreased
by 67 % of baseline bacterial concentrations), respectively. The most resistant bacterial cultures to
pancreatin were No. 8 and 9 and for different concentrations of phenol - No. 11 and 9 (p < 0,05). In the
carbohydrate fermentation study, the highest enzymatic activity was observed in bacterial culture
No. 1 (decomposed 34% of carbohydrates). All (5) bacterial strains belong to the group of
mesophilic bacteria because they grew best at +30 °C, +35 °C, +37 °C. PCR analysis showed that all
selected bacterial strains belongs to the Lactococcus lactis subsp. lactis.

Key words: Lactococcus lactis, fermented milk, probiotic properties, carbohydrates
fermentation test, PCR



SANTRUMPQOS

ul — m ikrolitras;

Angl. — angliskai;

C° - Celsijaus laipsniai;

JAV — Jungtinés Amerikos Valstijos;

L. lactis — Lactococcus lactis;

LogKSV/ml — logaritminis kolonijas sudaranéiy vienety 1 mililitre skaiCius;
MRS - De Man, Rogosa and Sharpe sultinys/agaras;
n— vienety skaicius

Nr. — numeris

LsbB - bakteriocino pavadinimas

LSMU — Lietuvos sveikatos moksly universitetas;
PGR — plomeraziné grandininé reakcija, angl. PCR.
PRB — pieno riigsties bakterijos;

Proc. - procentai;

Pvz — pavyzdys, pavyzdziui;

Kt. — Kiti;

Sek. — sekundés;

spp. — angl. species;

subsp. — angl. subspecies;

temp. — temperatura;

UV — ultravioletiniai spinduliai;

VA — Veterinarijos akademija;

val. — valanda.



TVADAS

Fermentuoti pieno produktai ilgg laikg buvo svarbi zmoniy mitybos raciono dalis. Istoriskai
fermentacijos procesas buvo susijes su nenuspéjamu ir létu pieno rauginimu, kurj sukelia piene
esantys mikroorganizmai. Moksliniai tyrimai leido pazinti fermentacijos eigg, 0 tai didino
galimybes kontroliuoti mikrobiologinius procesus ir gaminti vis aukStesnés maistinés vertés
fermentuotus pieno produktus. Rauginti pieno produktai yra svarbus funkcinio maisto
komponentas, todé¢l intensyviai atlickami tyrimai su jais, jtraukiant probiotinius organizmus, kad
rauginti pieno produktai tapty vertingesni. Vis didé¢jantis vartotojy susidoméjimas raugintais pieno
produktais, besikei¢iancios socialinés nuostatos ir moksliniais jrodymais pagrjstas tam tikry maisto
sudétiniy daliy naudingumas sveikatai skatina kurti naujus maisto perdirbimo metodus. Kai kurie
kulttriniai pieno produktai, tokie kaip biojogurtas, yakultas, actimelis ir kiti., jau yra parduodami
kaip terapiniai ir dietiniai produktai (39).

Pieno rugsties bakterijos (PRB), tokios kaip Lactobacillus ar Bifidobacterium gentys, sudaro
didel¢ probiotiniy kultiry dalj maisto papilduose, vaistuose ir funkcionaliuose maisto produktuose.
Moksliniais  tyrimais jrodyta, kad probiotikai Zarnyne konkuruoja su patogeniniais
mikroorganizmais slopindami jy augima bei padeda stabilizuoti virskinimo sistema. Kiti probiotiky
pranasumai yra zarnyno infekcijy prevencija, prieSnavikinis aktyvumas ir laktozés jsisavinimo
Zmogaus zarnyne gerinimas. Kita vertus, kadangi tekstiira ir skonis yra pagrindiniai maisto
produkto priimtinumo rodikliai, labai svarbu, kad potencialios probiotiky padermés prisidéty ir prie
teigiamos galutinio produkto organoleptinés kokybés. Be naudos sveikatai ir jtakos produkto
juslinéms savybéms, labai svarbu, kad galimos probiotinés bakterijos sugebéty prisitvirtinti prie
Zarnyno epitelio lasteliy ir buity atsparios skrandZio, tulZies ir kasos sekretams, kas leisty joms
kolonizuoti Zmogaus zarnyng (25).

Komerciniy pieno rugsties bakterijy probiotinés ir biologinés savybés yra placiai iStirtos ir
pritaikytos rauginty pieno produkty gamybai maisto pramonéje. Taciau kuriant inovatyvesnius
produktus atkeipiamas vis didesnis démesys | vietinés kilmés pieno riigsties bakterijas, tokias kaip
Lactococcus lactis. Sie mikroorganizmai pasizymi potencialiomis probiotinémis ir puikiomis
organoleptinémis savybémis (7, 8) lyginant su komercinémis bakterijy kultaromis. Naujausi tyrimai
parodé ir L. lactis potencialg bakteriocino gamyboje, kuris veikia kaip biokonservantas prie$ daugelj
patogeniniy mikroorganizmy (13). Sias bakterijas lengviau panaudoti ir pieno produkty gamyboje
besivystanCioms Salims, nes nereikia jy importuoti i§ kity pasaulio Saliy (10, 37). Potencialiy
probiotiky Saltiniai (vietinés kilmeés bakterijos) suteikia vietos verslininkams papildomy galimybiy

kurti vietoje pritaikytg ir pricinamg sveikg maistg (10).



Darbo tikslas: Atrinkti vietinés kilmés Lactococcus lactis padermes rauginty pieno produkty
gamybai ir iStirti §iy bakterijy probiotines ir biologines savybes.

Darbo uzdaviniai:
1. Istirti vietinés kilmés L. lactis padermiy juslines savybes ir atrinkti priimtiniausias

padermes.
2. Nustatyti atrinkty L. lactis padermiy probiotines ir biologines savybes.

3. Polimerazés grandininés reakcijos metodu nustatyti atrinkty L. lactis padermiy ports;j.

10



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Pieno riigSties bakterijuy charakteristika

Pieno riigsties bakterijos (PRB, angl. k., LAB) apibudinamos kaip gramteigiamos, koko ar
lazdelés formos, spory negaminancios bakterijos, gebancios fermentuoti angliavandenius energijos
ir pieno rigsties gamybai. Visos pieno riigSties bakterijos auga anaerobinémis saglygomis, bet kaip ir
daugelis anaeroby, gali augti aplinkoje kurioje yra deguonies, todél gali buti priskiriamos
aerotoleranciniams ar fakultatyviems anaerobams (13).

Sios bakterijos skirstomos j dvi grupes: homofermentines ir heterofermentines.
Homofermentinés bakterijos raugindamos angliavandenius pagamina iki 85-95 proc. pieno ragsties
ir nedaug Salutiniy riigimo produkty. Siuo atveju raugindamos gliukoze bakterijos pagamina dvi
laktato molekules (biidinga Streptococcus ir Lactococcus gentims). Heterofermentinés bakterijos
sudaro vieng laktato molekule ir daug Salutiniy rigimo produkty: acto rugsties, etilo alkoholio,
anglies dioksido, vandenilio (biidinga Leuconostoc gentims ir kai kurioms Lactobacillus rasims).
Pieno riigsties bakterijos taip pat sugeba gaminti aromatines medziagas, kurios maisto produktams
suteikia malony aromata ir specifiniy organoleptiniy savybiy. PRB geba slopinti patogeniniy
mikroorganizmy augimg, iSlaikydamos produkty maisting kokybe ir pagerindamos jy
laikymo/vartojimo laika (13).

PRB grupei priskiriamos pagrindinés gentys yra: Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Pediococcus, Lactobacillus, Carnobacterium, Oenococcus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Melissococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ir Weissella. Taip pat yra ir kity genéiy: Aerococcus,
Microbacterium, Propionibacterium ir Bifidobacterium (13).

Pieno riigSties bakterijos dar vadinamos probiotinémis bakterijomis, kurios daro teigiama
poveiki zmoniy virS§kinamojo trakto mikroflorai. Pavyzdziui, Lactobacillus acidophilus kaip
natiirali Zmoniy organizmo mikrofloros dalis randama burnos ertméje, plonosiose Zarnose ar ant
lyties organy epiteliniy lgsteliy. Kai kurios pieno riigSties bakterijos gamina fermentg amilaze.
Viena jy yra Lactobacillus genties bakterijos, kurios aptinkamos pauks¢iy ir zinduoliy, tokiy kaip
kiaulé, arklys, triuSis ir Zmoniy, jskaitant kiidikius, virSkinimo trakte. Amilazés fermentai
katalizuoja prading krakomolo hidroliz¢ j trumpus oligosacharidus, tokiu biidu aktyvinamas
krakmolo vir§kinimas plonajame Zarnyne ir gliukozés absorbcija kraujyje (6).

PRB randamos piene, mésoje, fermentuotuose produktuose, taip pat raugintose darzovése ir
fermenuotuose gérimuose (13). Sios Dbakterijos daZniausiai naudojamos pramoniniame
fermentavime: jogurty ir striy gamybai. Pradinuose rauguose pieno fermentacijai naudojamos
Lactococcus lactis (L. lactis), Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbruekii subsp.

bulgaricus bakterijy raisys (5). Daugiau kaip 50 proc. pieno rugsties bakterijy naudojama maisto
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pramong¢je ruoSiant kepinius. PRB naudojamos ir farmacijoje, chemijos pramongje ir cheminiuose
pasaruose. Kosmetikos pramonéje pieno riigsties bakterijos yra naudojamos kaip pH reguliatoriali,

antimikrobinés medziagos, taip pat kaip medziagos drékinancios ir Sviesinancios oda.

1.1.1. Lactococcus genties morfologija ir biologinés savybés

Lactococcus genciai priklauso 15 identifikuoty bakterijy rusiy su jy porasiais: Lactococcus
lactis, Lactococcus chungangensis, Lactococcus formosensis, Lactococcus fujiensis, Lactococcus
hircilactis, Lactococcus garvieae, Lactococcus laudensis, Lactococcus nasutitermitis, Lactococcus
petauri, Lactococcus piscium, Lactococcus reticulitermitis, Lactococcus taiwanensis, Lactococcus
termiticola, Lactococcus plantarum, Lactococcus raffinolactis.

Laktokokai, fakultatyviis anaerobai, gaminantys L (+) pieno rugsti 1§ laktozés savaime
fermentuotame Zaliame piene, per 10—20 val. aplinkos temperatiiroje (+20— +30 °C). Sios bakterijos
vadinamos ,,mezofiliniais pieno streptokokais“. Pirmasis pieno rtgstj, i§ rauginto pieno, isskyre,
identifikavo ir apragé Carl Wilhelm Scheele 1780 m. Svedijoje. I3 tikryjy tai buvo 1 (+) laktokoky
pagaminta pieno ragstis. Pieno fermentacijos mikrobiologinj pobiidj pripazino ir Luji Pasteras
(Louis Pasteur) (1857 m.). O pirmoji gryna bakterijy kultiira, kurig iSskyré ir moksliskai aprasé
Josephas Listeris 1873 m., buvo Lactococcus lactis, tuo metu vadinama ,,Bacterium lactis®. 1890
m. buvo i8skirti mezofiliniai pieniniai streptokokai, atsakingi uz greitg grietinés, rauginto pieno ir
strio fermentacija, ir buvo pradéti naudoti kaip pradinés kultiiros pieno pramonéje. 1958 m.
remiantis nukleortig8¢iy hibridizacijos tyrimais ir imunologiniais rySiais, mezofiliniai pieniniai
streptokokai atskirti nuo tikryjy streptokoky (Streptococcus gentis) ir enterokoky (Enterococcus
gentis) ir sukurta nauja Lactococcus gentis (16).

Lactococcus genties kamienai yra rutulio formos (kokai), mikroskopuojant gali biiti matomi
kaip pavieniai kokai (0.5 — 1.5 um ilgio) ir gali sudaryti koky poras arba trumpas koky grandinéles
(1 paveikslas) ir priklauso mezofiliniy bakterijy grupei. Optimali augimo temperatira yra +30 °C,
taCiau gali augti temperattiry ribose nuo +10 iki +45 °C. Jy gebéjimas augti aukstesnéje nei +40 °C
temperatiiroje, esant didesnei druskos koncentracijai (> 4 proc. natrio chlorido) ir gaminti riigstis i$
ivairiy cukry (arabinozés, laktozés, manitolio ir rafinozes) skiriasi priklausomai nuo riisies. Ypac
svarbus jy gebéjimas fermentuoti laktoze, nes Sios bakterijos daznai naudojamos kaip pradinés
pieno riigities bakterijy kultiiros pieno produkty gamybos pramong¢je. Siy bakterijy augima slopina
6,5 proc. NaCl ir 9,6 pH reakcija (7).
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https://en.wikipedia.org/wiki/Micrometre

1 pav. Lactococcus lactis bakterijos nudazytos Gramo biidu (30).

Laktokokai aptinkami jvairiose aplinkose: Zaliame karvés piene, augalinése (raugintos
darZovés ir vaisiai) ir gyviininése medziagose. H. Kimoto su bendraautoriais (17) atlikto tyrimo
metu, i§ 54 fermentuoty darzoviy, 9 siloso ir 4 jvairiy Zoleliy meéginiy (visi méginiai i§ Japonijos
Hokaido ir Okinavos regiony) isskyré vietinés kilmés Lactococcus lactis bakterijy kulttras ir iStyré

Ju probiotines savybes.

1.1.2. Lactococcus lactis bakterijuy biologinés savybés

Yra zinomi keturi L. lactis porasiai:

L. lactis subsp. lactis;

L. lactis subsp. cremoris;

L. lactis subsp. hordniae;

L. lactis subsp. tructae.

Lactococcus lactis poriSiai pasizymi skirtingomis biologinémis savybémis, todél naudojami
skirtingy pieno produkty gamyboje. PortiSiy geb¢jimas augti aplinkoje esant 4 proc. NaCl, 9,2 pH
reakcijai +40 °C temperatiroje yra iSskirtinai L. lactis subsp. lactis pozymiai. Arginino
fermentavimas, glutamato dekarboksilinimas iki ¢ - aminobutyro ragsties, maltozés fermentavimas
taip pat laikomi fenotipiniais L. lactis subsp. lactis pozymiais (2, 3). Sis bakterijy porasis pasizymi
ir atsparumu stresui, todél jos greitai ir gerai auga. L. lactis subsp. lactis naudojamos pieno riigsties

gamybai, kuri reikalinga varS§kés formavimui. Tuo metu L. lactis porGsis cremoris minéty savybiy
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neturi. Jos yra jautrios aplinkos pokyc¢iams ir labai sunkiai prie jy prisitaiko. Dél jy negebéjimo
suformuoti adaptyvaus atsako j stresa, L. lactis subsp. cremoris yra létai augancios ir 1étos pieno
rigsties gamintojos. Si bakterijy savybé panaudojama siiriy gamyboje, nes streso poveikyje
bakterijos lengvai lizuojamos ir gali iSlaisvinti fermentus, reikalingus siirio nokinimui. ISskirtiné jy
savybé — gebéjimas raugintiems produktams suteikti puikias skonines savybes (35).

Kitas L. lactis portsis hordniae negali fermentuoti laktozés, todél piene ir jo produktuose
Sios bakterijos neaptinkamos. Sios bakterijos yra i$skiriamos i§ cikadéliy (Hordnia circellata).
Ketvirtas Lactococcus lactis portsis tructae buvo iSskirtas i§ upétakio ir pasizymi Siomis
savybémis: arginino dehidrolazés gamyba po 24 kultivavimo valandy, augimu 4 proc. NaCl
aplinkoje. Padermés geba jsisavinti gliukonatg. Riig§tj gamina i$ maltozés, laktozés, ribozés,
manitolio, sacharozés ir amigdalino, bet ne i§ D - ksilozés. Riugsties gamyba i§ melibozés ir
rafinozés yra kintama. L. lactis subsp. tructae padermés jautrios cefuroksimui ir atsparios

eritromicinui bei polimiksinui B. Pasitaiko ir tetraciklinui atspariy padermiy (19).

1.1.3. L. lactis bakteriju panaudojimas

Fenotipiskai Lactococcus lactis yra Klasifikuojama kaip gramteigiamos, sferinés,
homolaktatinés, nesporuliuojancios ir fakultatyviosios anaerobinés Zarnyno bakterijos su Simtais
padermiy ir biovarianty paskelbty iki $iol. Natdralu, kad L. lactis yra grieztai homolaktinés
fermentacijos bakterijos, kurios per labai efektyvig laktato dehidrogenaze i piruvato pavercia savo
anglies Saltinj 1-laktatu. Pieno raig§tis pramoniniu pozitiriu yra svarbus junginys, nes naudojamas
kaip konservantas - rugstiklis, kaip skonio stiprinimo priemoné maisto pramongje, kaip emulsiklis ir
drékinamoji priemoné kosmetikos pramonéje bei kaip svarbi zaliava farmacijos pramonéje. L. lactis
bakterijy kultiiros, miSriai fermentuojant, gamina ir daugybe aromatiniy acetilinty produkty, tokiy
kaip diacetilas, acetaldehidas ir acetatas, kurie yra svarbiis skonio junginiai pieno produktuose (7).

Naujausi tyrimai parodé L. lactis potencialg bakteriocino gamyboje, kuris veikia kaip
tyrimais, kurie parodé, kad Sios medziagos uzkerta kelig bakterijy biopléveliy susidarymui. PRB
produkuojami bakteriocinai yra antimikrobiniai peptidai, kurie yra sintezuoti ribosominiu lygmeniu
transkripcijos ir po transkripcijos lygiu; tai pirminiam kamienui suteikia imunitetg. Naujausiy L.
lactis bakteriociny pavyzdziai yra laktinas 3147, laktinas Q/Z ir LsbB. Taciau labiausiai zinomas ir
geriausiai apibiidinamas lantibiotikas — nizinas (7). Yra nustatyta, kad nizinas ir laktinas 3147 (abu
priklauso | klasei) gamina L. lactis porusis lactis, o L. lactis portiSis cremoris produkuoja
laktokocing B (priklauso Il klasei) (13).

Pieno ragsties bakterijy gaminami bakteriocinai pagal biochemines savybes ir genetinius

pozymius skirstomi j tris klases:
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I klasé — lantibiotikai: mazi (<5 kDa) $ilumoje stabilts peptidai, veikiantys lgsteliy membrany
struktiiras; po transliacijos jie labai modifikuojami, todél susidaro biidingos tioeterio aminoriigstys
lantioninas ir metilentioninas. Jos atsiranda per dviejy pakopy procesa, atsirandantj po transdukcijos
modifikacijy: pirmiausia, geny uzkoduotas serinas ir treoninas yra fermentuojami dehidratuojant,
kad atitinkamai susidaryty dehidroalaninas ir dehidrobutirinas. Labai gerai zinomas §ios grupés
pavyzdys yra nizinas.

1I klasé - ne lantibiotikai: kintamos molekulinés mases, bet paprastai mazi (<10 kDa) bakteriocinai,
stabiliis Silumai, turintys jprasty aminoriigs¢iy. Dar skirstoma j tris mazesnes grupes.

I klaseé - dideli peptidai, kuriy molekuliné masé didesné kaip 30 kDa. Sioje klas¢je yra J ir V
helveticinai, acidofilicinas A ir laktocinai A ir B. Dauguma mazos molekulinés masés bakteriociny
yra labai katijoniniai, esant pH 7,0, ir tai atrodo vienijantis lantibiotiky ir nelantibiotiky bruozas.

Mezofiliniy L. lactis subsp. lactis gaminamas nizinas — yra polipeptidinis antibiotikas, kuris
yra geriausiai istirtas ir pla¢iai naudojamas kaip biologinis konservantas. Sis antibiotikas
naudojamas gaminant konservuotus maisto produktus, nes tai leidzia sutrumpinti terminio
apdorojimo trukme ir taip iSsaugoti produkty biologing ir maisting vertg. Taip pat Sis bakteriocinas
gramteigiamas bakterijas (jvairiy serologiniy grupiy streptokokus, stafilokokus, pneumokokus,
mikobakterijas ir sporas gaminancias aerobines ir anaerobines bakterijas) veikia baktericidiskai. Dél
savo gebéjimo absorbuotis spory pavirSiuje, nizinas pablogina spory membranos pralaidumg ir
sumazina spory $iluminj stabiluma (4).

Taigi bakteriocinai patrauké démesj kaip galimi antibiotiky pakaitalai, kad buty galima
iSgydyti ir uzkirsti kelig bakterinéms infekcijoms. Bakteriocinus arba baktericidinius peptidus
gamina kai kurie mikroorganizmai visose pagrindinése eubakterijy ir archebakterijy risyse.
Laktokokai gamina daugybg¢ bakteriociny, jskaitant minétus nizinus, laktinus, laktostrepcinus,
laktokocinus ir laktocinus (11). Svarbiausia savybé, kuria pasizymi bakteriocinai, tai jy gebéjimas
slopinti per maistg plintanciy patogeny, tokiy kaip Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus ir
Listeria monocytogenes, augima (12).

Siuo metu dedamos pastangos apibidinti L. lactis padermiy produkuojamus bakteriocinus, dél
jiems budingy savybiy, tokiy kaip stabilumas rugstinéje aplinkoje ir termotolerancija aukstoms
temperattiroms. Tobulinant gamybos sistemas, ieSkoma naujy jy panaudojimo galimybiy (7).

L. lactis padermiy gebéjimas gaminti biologiskai aktyvias medziagas (vitaminus, peptidus ir
fermentus) panaudojamas jvairiy produkty gamyboje maisto pramonés, medicinos ar kosmetikos
srityse. 1 lenteléje pateikiamas pramoniniy fermenty ir junginiy, kuriuos gamina Lactococcus lactis

padermés, sarasas.
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1 lentelé. Pramoniniai fermentai ir junginiai gaminami Lactococcus lactis padermiy.

Pramoninis tipas ir produktai

Panaudojimo galimybés

Junginiai

Pieno riigstis

Konservantas, kvapioji medziaga, polilakto riigstis,
plastikas,
emulsiklis, drékiklis

Acetonas/Diacetilas

Skoninés savybés

L- alaninas Saldiklis

Pramoninis tipas ir produktai Panaudojimo galimybés
Junginiai

Linalolis Skoninés savybés

Germacrene D

Antimikrobinis, insekticidinis, feromonas

B-Sesquiphellandrene

Antimikrobinis, antioksidantas, prie§vézinis

Hialurono rugstis

Kosmetika, medicina

Vitaminai

Folatai (B11) Sveikatos papildai

Sveikatos papildai

Riboflavinas (B12)

Sveikatos papildai

Biokuras

Etanolis | Energijos $altinis

Peptidai

Bakteriocinas Antimikrobinis, konservantas
,,Brazzein“ Saldiklis

,,Mabinlin II* Saldiklis

Nisinas Z Maisto konservantas
Fermentai

B-ciklodekstrino gliukanotransferazés

Krakmolo skilimas

Kumarato CoA ligazé (4CL)

Metaboliné inZinerija

Alkoholio aciltransferazé (SAAT)

Metaboliné inZinerija

Linalolio/nerolidolio sintazé (FaNES)

Metaboliné inZinerija

Sesquiterpeno sintazé

Metaboliné inZinerija

3-hidroksi-3-metilglutarilo KoA reduktazé (HMGR)

Metaboliné inZinerija

Tulzies druskos hidrolazé (BSH)

Zarnyno metabolizmas, probiotikai

Riigsting ureazé

Karbamido hidrolizé

D¢l savo imunomoduliaciniy savybiy ir gebéjimo iSgyventi pra¢jimg per virSkinimo trakta
L. lactis naudojamas kaip neSiklis, leidziantis j Zmogaus organizmag patekti tokiems vaistams kaip
citokinai. Pirmieji tokio taikymo jrodymai buvo paskelbti L. Steidler ir bendraautoriy (20) kur L.
lactis inzineriné interleukino-10 (IL-10) sekrecija buvo naudojama kolitui, eksperimento metu
sukeltai peliy uzdegiminei Zarnyno ligai (UZL) gydyti. Nuo to laiko, IL-10 isskiriantis L. lactis
buvo pradétas naudoti klinikiniy tyrimy metu. Kartu buvo pradétas ir genetiSkai modifikuoto
timidino auksotrofinés L. lactis padermés biologinis ,,sulaikymas®. Nors klinikiniy tyrimy rezultatai
nebuvo daug zadantys, kaip tikétasi, taciau §i biologinio izoliavimo strategija buvo labai sékminga.
Ir minéta padermé tapo saugia genetiskai modifikuoty organizmy (GMO) seka. Nuo to laiko, kai IL-
10 buvo naudojamas UZL gydymui i§ L. lactis buvo pagaminta daug kity UZL gydymui skirty

vaisty, jskaitant kitus citokinus, antioksidantinius fermentus ir proteazés inhibitorius (7).
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1.2. Probiotinés bakteriju savybés

Probiotinés bakterijos yra labai naudingos zmogaus sveikatai. Sie mikroorganizmai gerina
zarnyno mikrobiotos pusiausvyra ir apsaugo ja nuo patogeniniy mikroorganizmy. Kitas teigiamas
probiotiniy mikroorganizmy poveikis yra imuninés sistemos stimuliavimas, cholesterolio lygio
kraujyje mazinimas, vitaminy (ypa¢ B grupés vitaminy) sintezé ir antikancerogeninis bei
antimikrobinis poveikis. Labai svarbus kriterijus, kurj turi atitikti probiotinés bakterijos yra
iISgyvenamumas virSkinimo trakte. Taigi, probiotiniy pieno riigsties bakterijy nauda sveikatai yra
skirtinga, atsizvelgiant | rusj, ir Sis poveikis pasireiSkia skirtingais mechanizmais. L. lactis
probiotiniy savybiy in vitro ir in vivo tyrimai pagrindzia jos panaudojimg kaip potencialig
probiotiky paderm¢ pagerinant maisto produkty maisting verte (8).

Dazniausiai kaip probiotikai naudojamos S$ios probiotiniy PRB gentys: Lactobacillus,
Bifidobacterium ir Lactococcus bakterijy gentys. Minéty probiotiniy pieno rigsties bakterijy genciy
teigiamas poveikis zmogaus sveikatai yra moksliskai nustatytas ir jrodytas. Sios bakterijos gali biiti
sékmingai naudojamos jvairiy priezas¢iy sukeltam viduriavimui mazinti ir prevencijai, zarnyno
mikrofloros pusiausvyros pagerinimui dél antimikrobinio aktyvumo, laktozés netoleravimo
simptomy palengvinimui, maisto prevencijai, alergijy atveju, imuninés potencijos stiprinimui ir
priesnavikiniam aktyvumui stimuliuoti. Probiotinis maistas yra sveikatai palankaus, vadinamojo
funkcinio maisto grupé, turinti didelj komercinj susidomeéjima ir augancia rinkos dalj (9).

Probiotine savybe laikomas ir bakterijy antimikrobinis aktyvumas. Slopinantj probiotiniy
bakterijy poveikj sukelia jy produkuojamos organinés riigStys, vandenilio peroksidas, diacetilas,
bakteriocinai ir specifinés medziagos, tokios kaip antivirusiniai peptidai arba maZzos molekulinés
masés peptidai. PRB slopina patogeniniy mikroorganizmy ir maista gadinanéiy mikroorganizmy
vystymasi, konkuruodamos su maiste esan¢iomis bakterijomis, kurios trumpina maisto produkty
tinkamumo vartoti laikg. Labiausiai Zinomi laktokoky gaminami bakteriocinai yra nizinas,
laktokocinas A, laktokokinas B, laktokokinas MN, laktokokinas G, laktokokinas 972, lakticinas
481, laktinas 3147, laktinas FS92, laktinas RM, laktinas NK24, laktokokinas R, laktokokinas
MMT24, laktokokinas MMFII. Remiantis O. Yerlikaya tyrimo duomenimis, Lactococcus lactis K5
padermé slopino tik Enterobacter aerogenes ATCC 13048 bakterijas, o padermé K9 turéjo jtakos
tik Listeria monocytogenes ATCC 7644 bakterijy augimui. Taciau padermé K9 neturéjo jtakos
Listeria monocytogenes CECT 932 augimui ir vystymuisi. PanaSus (mazesnis) slopinamasis
poveikis buvo pastebétas Escherichia coli CECT 4267, tuo tarpu slopinamasis poveikis prie$
Escherichia coli ATCC 25922 paderme¢ buvo didesnis. Lactococcus lactis Z9 ir Z3 kamienai
nebuvo veiksmingi pries Bacillus cereus CECT 131, taciau turéjo didziausig antimikrobinj /

antibakterinj poveiki kity bakterijy atzvilgiu. Be to, maziausias antimikrobinis poveikis pastebétas
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pries Salmonella choleraesuis ssp. choleraesuis ATCC 13076 ir Escherichia coli CECT 4267
bakterijas. Tik keturi i§ L. lactis kamieny (Z3, Z6, Z9 ir Z10) buvo veiksmingi prie§ Sias dvi
indikatorines bakterijas. Apskritai, dauguma tyrime isskirty ir identifikuoty L. lactis padermiy buvo
veiksmingos pries Enterobacter aerogenes ATCC 13048 bakterijas; tik Lactococcus lactis K10
padermé neturéjo jokio poveikio minétai bakterijy padermei (8).

Probiotiniy bakterijy gebé¢jimas iSgyventi virSkinimo trakte yra viena i§ pagrindiniy
probiotiniy savybiy. Si savybé susijusi su jy gebéjimu augti skirtingos koncentracijos tulZies
druskose ir zemo pH toleravimu. Fiziologiné tulZies drusky koncentracija Zarnyne kinta nuo 0,3 iki
0,5 proc. Probiotiniy mikroorganizmy atsparumas tulzies druskoms yra susijes Su jy produkuojamo
fermento hidrolazés aktyvumu. Fermentas hidrolizuodamas konjuguotas tulzies druskas sumazina
slopinamajj tulzies drusky poveiki mikroorganizmams. Probiotinés bakterijos yra atsparesnés
tulzies druskai nei pieno riigstés bakterijos; konkreciai, dauguma Streptococcus thermophilus risiy
yra jautrios 0,5 proc. tulzies druskai. Moksliniai tyrimai rodo, kad dauguma is zalio pieno ir kefyro
i8skirty Lactococcus lactis padermiy negali augti aplinkoje esant tulzies druskoms ir tai laikoma
neigiama $iy probiotiniy bakterijy savybe (8).

Zmogaus skrandyje pH gali svyruoti nuo 1,5 nevalgius iki 4,5 pavalgius, 0 nuryta maista
suvirskinti gali prireikti iki 4 val. Kad probiotinés bakterijos atlikty savo fiziologinj vaidmenj
Zarnyne, bakterijoms reikia iSgyventi labai rigS¢iose skrandZio sultyse. Remiantis B. Rayavarupu
(22) tyrimo rezultatais nustatyta, kad probiotinés bakterijos gerai augo kai pH kito nuo 4 iki 9. Kai
pH 2, augimas nebuvo stebimas, taciau silpnas augimas buvo stebimas esant pH 3, o kintami
rezultatai buvo uzfiksuoti esant pH 10. Galima daryti i§vada, kad laktobacilos, kuriy augima veiké
zemas pH 2 ir 3, galéjo patekti j tyrimo aplinkg i§ maisto, gyviiny ir zmoniy. Laktobacilos toleruoja
rugstj dél pastovaus tarplgstelinio gradiento ir citoplazminio pH.

Autoagregacija ir hidrofobiskumas — savybés, kuriomis taip pat turi pasizyméti probiotinés
bakterijos. Mikroorganizmai, kuriems biidingos hidrofobiskumo savybés, sugeba tvirtai prilipti prie
zarny gleivinés lasteliy ir atlikti savo fiziologines funkcijas. Autoagregacija svarbi tuo, kad dvi
lastelés koegzistuoja viena su kita, o tai padeda formuojant biopléveles (6). Autoagreguojanciy PRB
pavirSiai yra labai hidrofobiniai, tuo tarpu neagreguojan¢iy padermiy pavirSiai yra hidrofiliniai.
Irodyta, kad PRB lasteliy pavirSiaus baltymai tarpininkauja sukibimui su Zzarnyno gleivine.
Adhezijos prie epitelio pavirSiaus mechanizmai apima tiek specifinj baltymo suriS§ima, tiek
hidrofobing saveika (21).

Probiotinés bakterijos turi kaip galima geriau toleruoti ir kasos fermentus. Kasos fermentai
patenka j plongja Zzarng per kasos kanalg ir dalyvauja maisto baltymy, angliavandeniy ir riebaly
virSkinime. Galimos probiotinés laktobacilos yra tikrinamos d¢l tolerancijos pankreatinui ir fenoliui

zmogaus virSkinimo trakto aplinkoje. Fenoliai yra toksiSki metabolitai, kurie iSsiskiria virskinimo
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proceso metu i$ aromatiniy aminoragsciy ir endogeniniy baltymy. Tam tikros probiotinés bakterijos
gali toleruoti ribota fenoliy kiekj virskinimo trakte (6). Nagriné¢jant R. Bhargavi (22) atliktg tyrima,
kurio metu buvo vertinama PRB probiotinés savybés, pastebéta, kad visos tirtos bakterijy padermés
parodé atsparumg 0,2 proc. koncentracijos fenoliui, o esant 0,5 proc. fenolio koncentracijai buvo
pastebétas sumazéjes bakterijy padermiy augimas. Taip pat visy tirty bakterijy padermiy atsparumas

uzfiksuotas ir 0,5 proc. koncentracijos pankreatinui.

1.3. Vietinés kilmés bakterijy kultiiros

Vietinés kilmés bakterijy kultiromis vadinamos tokios, kurios buvo iSskirtos i$ vietiniy
natiiraliy, nefermentuoty ar savaiminés fermentacijos produkty, i kuriuos nepridéta komercinio
raugo ar bakterijy kultiiry (10).

Siais laikais istekliy neturinéiy bendruomeniy prieiga prie prieinamy probiotiky yra ribota,
iSskyrus vietoje pagamintas probiotiky padermes. Atsirado vis daugiau jzvalgos apie probiotiniy
funkcijy mechanizmus, o Zmogaus Zarnyno mikrobiotos jvairove, stabilumas ir atsparumas tampa
vis svarbesni. Todél labai jvairus besivystanciy Saliy zmoniy mikrobiomas sitlo jiems unikaly
naudingy mikroby $altinj, kuriy daugiau vakary populiacijose gali nebiiti. Potencialiy probiotiky
Saltiniai (vietinés kilmés bakterijos) suteikia vietos verslininkams papildomy galimybiy kurti vietoje
pritaikyta ir prieinama sveikg maista. Vietinés organizacijos taip pat gali biiti geresnéje padétyje,
priimant vietinius mitybos, sveikatos priezitiros ir jtstatymy sprendimus, uzuot pasikliaujant
uzsienio kompanijy probiotiniais produktais, ypac jei Sie produktai néra jprastos dietos dalis arba

yra per brangiis besivystanciy $aliy vartotojams (10).

1.4. Rauginti pieno produktai ir jy nauda

PRB yra zmogaus raciono dalis ir jos dazniausiai gaunamos i$ jvairiy fermentuoty produkty,
jskaitant pieno produktus. Siy bakterijy dauginimasis piene sukelia greita pH kritima (pariigstinima)
dél pieno rugsties susidarymo laktozés fermentavimo metu. Besivystant PRB piene keiciasi pieno
maistiniy medziagy biologinis prieinamumas. Be to, augdamos piene Sios bakterijos gamina naujus
metabolitus, kurie sustiprina fermentuoto pieno produkto organoleptines ir jutimines (skonio ir
kvapo) savybes. Daugelj patogeniniy ir maisto produkty gedimg sukelian¢iy mikroorganizmy
dauginimasi slopina aplinkos riigStinimas, o tai uztikrina fermentuotuose produktuose esanciy
nepageidaujamy bakterijy stabilizavima.

Raugintais pieno produktais laikomi: natiiraliai raugintas pienas, jogurtas, kefyras, kumysas ir
kiti. Fermentuoty pieno produkty maistiné sudétis priklauso nuo pieno maistinés sudéties. Pats
pienas turi svarbiy funkciniy komponenty, tokiy kaip kalcis, fosforas, vitaminai, laktoferinas ir Kiti.

Gyviiny rasys, veislé, pasaras, laktacijos stadija, amzius ir aplinkos veiksniai daro jtakg pieno
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maistinei sudéciai. Kintamieji veiksniai, tokie kaip temperatira ir laikymo sglygos, apdorojimo
risis ir trukmé (homogenizavimas, pasterizavimas, temperattros ir fermentacijos bei brendimo
trukme) perdirbimo metu, taip pat turi jtakos pieno ir jo funkciniy komponenty maistinei vertei.
Rauginamy maisto produkty galutinei mitybinei sudéciai jtakos turi ir fermentavima bei brandinimag
atlieckantys mikroby tipai. Raugintuose produktuose yra naudingyjy bakterijy dalyvaujanciy
produkty gamyboje, taip pat augimo metu susidaranciy funkciniy metabolity Saltinis (organiniy
rugsciy, folio riigsties, bioaktyviy peptidy) , kuris dar labiau padidina rauginty pieno produkty verte
sveikatai. Jrodyta, kad pieno produktai, ypac¢ jogurtas, ir probiotinés padermés, priklausancios
skirtingoms PRB rusims, uzkerta kelig (arba palengvina) virSkinimo trakto ligy ir disfunkcijy
pasireiSkimui. Kai kuriais atvejais mikrobiologinés pusiausvyros atkiirimas naudojant probiotikus
turi aiSky teigiamg poveikj sveikatai ypa¢ kai tai susij¢ su virSkinimo trakto ligy gydymu ir
profilaktika. Dalinis kazeiny, kurie gauti i§ rauginty pieno produkty, virSkinimas palengvina
alerginio reaktyvumo praradimg zarnyno virSkinimo metu ir taip padidina tolerancija pieno
produktams. Tai sumazina alergija pienui.

Naudingas zmogaus sveikatai laikomas dar vienas fermentuotas pieno produktas — suris. Stris
yra zinomas kaip kariostatinis maistas dél jo geb¢jimo stimuliuoti seiliy tekéjima, didinti cukraus
pasalinimo greitj, slopinti apnasas sukelian¢ias bakterijas (apnasy susidaryma skatina didelis kalcio

ir neorganinio fosfato kiekio kaupimasis) padidinat burnos pH reakcija (23).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Tyrimo objektas

Tyrimas buvo atliktas 2018-2019 metais Lietuvos sveikatos moksly universitete (LSMU)
Veterinarijos akademijoje Maisto saugos ir kokybés katedroje, mikrobiologijos laboratorijoje.
Tyrime tirta 13 laukiniy (vietinés kilmés) Lactococcus lactis bakterijy padermiy, kurios buvo gautos
1§ LSMU VA Maisto saugos ir kokybés katedros laboratorijos saugyklos. Mikroorganizmy
padermés buvo iSskirtos i§ Zalio ir rauginto karviy ir ozky pieno (2 lentel¢). Tyrime naudota ir
etaloniné Lactococcus lactis ATCC 11454 padermé.

2 lentelé. Bakterijy padermés identifikavimo numeris ir isskyrimo Saltinis.

Bakterijy padermés ISskyrimo Saltinis

numeris (Nr.)

Zalias karvés pienas

Zalias ozkos pienas

Zalias karvés pienas

Zalias karvés pienas

Zalias karvés pienas

Zalias karvés pienas

Zalias karvés pienas

Zalias karvés pienas

O O Nl o O b W| N B~

Raugintas karvés pienas

[EEN
o

Raugintas karvés pienas

[EEY
[EEN

Zalias karvés pienas

[EEN
N

Raugintas karvés pienas

[EN
w

Raugintas oZkos pienas

Bakterijy padermés prie§ pradedant tyrima buvo saugomos 1 ml Saldymo terpéje M17 (Merck
KgaA, Vokietija) su 30 proc. glicerolio — 98 °C temperatiiros Saldymo kameroje.

2.2 Rauginty pieno produkty gamybos technologija

2.2.1 Bakterijy kultiiry paruoSimas tyrimui

Sio tyrimo metu tyréme 13 laukiniy L. lactis padermiy geb¢jima rauginti pieno produktus.
Tyrimui atlikti laukinés Lactococcus lactis padermés buvo atgaivintos skystoje MRS (angl., De
Man, Rogosa and Sharpe agar) terp¢je (Oxoid, Anglija). Darbas buvo atlickamas laminare. |
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sterilius mégintuvélius buvo jpilama po 10 ml skystos MRS terpés ir su sterilia kilpele jdéta
uzsaldytos L. lactis kultiiros. Mégintuvélio turinys iSmaiSomas. Uzsétos mitybinés terpés 48 val.
aerobinémis saglygomis kultivuotos termostate + 37 °C temperatiiroje. Po 48 val. bakterijy kulttira
centrifiiguota 5000 aps/min. grei¢iu 5 min. Po centrifigavimo, nupylus terpg, ant kiekvieno
mégintuveélio turinio buvo uzpilta po 10 ml sterilaus distiliuoto vandens ir 5 min centrifiguota 5000
aps/min. greic¢iu. Po to terpé buvo vél nusiurbiama, o mégintuvélis uzpilamas 10 ml sterilaus
distiliuoto vandens. Toliau mégintuvélio turinys buvo iSmaiSomas su elektrine maiSykle (BioSan,
JAV). Paruostos Lactococcus lactis bakterijy suspensijos dedama po 5 ml | pieno ir pasuky
méginius.

Kaip kontrolinis méginys naudotas komercinis bakterijy raugas (UAB Rivona, Alytus). Pagal
gamintojo apraSymg raugo sudétyje yra mezofiliniy bakterijy padermiy (L. lactis subsp.
lactis/cremoris; Leuconostoc sp.; L. lactis subsp. lactis var. diacetylactis). Raugo forma —

uzSaldytos granulés. Gamybiniame rauge bendra bakterijy koncentracija yra > 1 x 10 1 KSV/ml.

2.2.2 Raugy gamyba

Du litrai pasuky (pasukos po sviesto gaminimo i§ privataus ikio) pilamos | puodg ir
pasterizuojamos + 85 — + 90 °C temperatiiroje. Tada paliekama kambario temperatiiroje, kad atvésty
iki + 25 °C temperatiiros. Pasukoms atvésus, jos iSpilstomos po 100 ml j sterilius 200 ml talpos
indus. | kiekvieng indg su pasukomis buvo jpilama po 5 ml Lactococcus lactis bakterijy kultiiros
(zitiréti 2.2.1 posk.). I kontrolei paruostag 100 ml pasuky méginj buvo jdéta 0,03 g komercinio raugo.
Indai buvo uzdengti folija ir dedami rauginimui j termostata 24 — 48 valandoms, +25 °C
temperatliroje, acrobinémis salygomis. Analogiskai tyrimui buvo paruostas ir pienas (2,5 proc.
riebumo, AB Pieno zvaigzdés, Lietuva). Pasterizavus ir atvésinus pieng iki + 25 °C temperatiiros, jis
buvo supilstytas | indus po 100 ml ir j kiekvieng indg sterilia pipete buvo jpilama po 5 ml laukiniy
Lactococcus lactis bakterijy kultiros. | kontrolinj indg su pienu jdéta 0,03 g komercinio raugo.
Pieno ir bakterijy kultiros fermentuojamos tokiomis pat sglygomis kaip ir pasukos su

pienariig§témis bakterijomis.

2.2.3 Pieno raugy kokybiniy savybiy tyrimas

Laukiniy Lactococcus lactis padermiy gebé¢jimas rauginti pieno produktus buvo tiriamas
vertinant $ias raugy savybes: riigimo trukme, pH reakcijos ir konsistencijos pasikeitimg pieno
produktuose ir juslinj priimtinuma.

Riigimo trukmés tyrimas. Riigimo trukmé buvo stebima po 24 ir 48 rauginimo valandy. Po 24 val.
i§ kiekvienos stiklinés su steriliu SaukStu buvo imamas méginys ir zilirima, ar jau suriigo.

Analogiskas vertinimas atlieckamas ir po 48 val. Suriigimas lyginamas su kontroliniu méginiu.
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Konsistencijos poky¢iu jvertinimas. Konsistencijos pokyc¢iai taip pat buvo stebimi po 24 ir 48
rauginimo valandy. Tyrimo metu konsistencijos pokyc¢iai vertinami vizuliai - tai yra steriliu Saukstu
1§ stiklinés vidurio imamas méginys ir atidziai apzitirimas. ApZzitréjus méginj vizualiai jvertinama
méginio konsistencija 10 baly sistemoje. Pagal 10 baly konsistencijos vertinimo sistema
konsistencijos pokyciai gali buti vertinami nuo nesuriigusios, skystos (0 baly) iki labai standzios
masés su matoma duobute (10 baly) (zr. 3 lentelé).

3 lentelé. Konsistencijos pokyciy vertinimas balais ir jy reiksmés

Balai Reik§mé

0 Produktas nesuriiges, skystas.

1-2 Produktas nesurliges, matosi minimalus ragimas.

3-4 Produktas pilnai nesurtiges, bet atsiranda riigimo pozymiy.

5-6 Produktas dalinai surtiges, bet nepanasu j kontrole.

7-8 Produktas surtiges, panaSu j kontrole, bet duobute ilgai neissilaiko.

9-10 Produktas surtiggs, masé standi, matoma duobutg, néra skyscio.
Konsistencija visiskai atititinka kontrolg.

pH reakcijos tyrimas. Kiekvieno raugo pH reik§mé buvo matuojama po 24 ir 48 rauginimo
valandy. Tyrimas atlickamas méginj atvésinus iki + 20 C temperatiiros. Méginys imtas su steriliu
Saukstu ir elektroniniu pH-metru (IQ Scientific Instruments, Kinija) pamatuojama pH reikSmeé.
Vienas meéginys matuotas 2 kartus. IS nustatyty analiCiy iSvestas vidurkis.

Rauginty pieno gaminiy jusliniy savybiy tyrimas. Méginiy jusliné analizé buvo atliekama
praéjus 48 rauginimo valandoms, remiantis LST ISO 6658:2000 Jusliné analizé. Metodika.
Bendrosios nuorodos (34). Bendras, pieno ir pasuky rauginty su L. lactis bakterijy kultiira, méginio
skonio priimtinumas, kiekvieno i§ 10 eksperty grupés individo, vertintas priimtinumo skaléje nuo 0
(nepriimtinas) iki 10 (labai priimtinas) baly (zr. prieduose, 1 priedas). Vertinama ragaujant méginj
1§ kiekvienos raugo stiklin¢lés su atskirais steriliais Sauksteliais. Kvapas buvo vertinamas eksperty
grupés individualiai nuo intensyvaus iki neintensyvaus. Vertinimg atlicka kiekvienas ekspertas

atskirai ir po to vertinimai suraSomi j lentele, kur iSvedamas vertinimo baly vidurkis.

2.3 L. lactis probiotiniy ir kity biologiniy savybiy tyrimas
Probiotinés ir biologinés savybés buvo tiriamos penkioms L. lactis paderméms. Sios
bakterijos, minétoms savybéms tirti, buvo atrinktos pagal jy gebéjimo fermentuoti pieno produktus
tyrimg (zitréti posk. 2.2.3). Bakterijy probiotiniy savybiy tyrimai buvo atlikti pagal A. Argyri ir
bendraautoriy (24), M. Thirabunyanon ir kt., (26) ir T. Padmavathi ir kity mokslininky (6) apraSytus
metodus. Tirtos probiotinés savybés: atsparumas tulzies druskoms ir zemai pH reakcijai,

pankreatino ir fenolio poveikis bakterijoms.
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Tyrimo metu taip pat istirtas pienartig§¢iy bakterijy gebéjimas fermentuoti angliavandenius ir
bakterijy atsparumas skirtingoms temperatiroms pagal S. Abbasiliasi ir bendraautoriy (27)
pateiktus metodus.

Siems tyrimams paruostos $vieZios laukiniy L. lactis bakterijy kultiros. Jy paruoSimas
apraSytas poskyriuje 2.2.1, tik vietoj MRS terpés buvo naudotasl ml M17 terpés.

Lygiagrec€iai probiotiniy ir biologiniy savybiy tyrimai buvo atlikti ir su etalonine Lactococcus
lactis ATCC 11454 bakterijy kulttira.

2.3.1 Atsparumo tulzies druskoms nustatymas

18 val. kultivuotos bakterijy kulttiros (M17 terpéje) tyrimui paruoStos kap nurodyta 2.2.1
poskyryje. Po to 1 ml paruoStos bakterijy suspencijos suspenduotos 9 ml MRS sultinio kurio
sudétyje buvo 0,3 proc. tulzies drusky (Liofilchem, Italija). Bakterijy atsparumas tulzies druskoms
buvo vertinamas skaic¢iuojant gyvybingy (uzaugusiy) bakterijy kolonijy skai¢iy po kultivavimo + 37
°C temperatiroje MRS terpéje (bakterijy augimas vertintas pra¢jus 0 ir 4 val. po jy poveikio tulzies

druskomis) (26). Su visomis tirtomis padermémis tyrimas pakartotas po tris kartus.

2.3.2 Atsparumo Zemai pH reakcijai nustatymas

18 val. kultivuotos L. lactis kultiros (M17 terpéje) 5 min centrifiguotos 10000 aps/min
grei¢iu + 4 °C temperatiiroje. Nupylus meégintuvélio virSutinj sluoksnj gautos nuosédos du kartus
plautos PBS buferiniu tirpalu (pH 7,2), véliau suspenduotos 9 ml PBS tirpalu, kurio pH reakcija,
panaudojant 0,5 N druskos riigstj, buvo pakoreguota iki 2,5. Atsparumas zemai pH reakcijai buvo
vertinamas skaiciuojant gyvybingy kolonijy skai¢iy MRS agare, Kultivuojant uZsétas terpes
aerobinémis salygomis +37 °C temperatiiroje. Bakterijy augimas vertintas po rugsciy poveikio
pragjus 0 ir 3 val (+37 °C temperatiiroje). Pasirinktos valandos atspindint laikg, kurj maistas

praleidzia skrandyje (26).

2.3.3 Pankreatino ir fenolio poveikio nustatymas

Pankreatino ir fenolio poveikio tyrimas laukinéms L. lactis paderméms atliktas remiantis T.
Padmavathi ir bendrautoriy (6) metodikomis. Po 100 ul bakterijy suspencijos, 24 val kultivuotos
MRS terpéje, déta | MRS sultinj (Biolife, Italija). Tada j vienus mégintuvélius papildomai jdedama
0,5 proc. pankreatino, o ] kitus 0,2 proc. ir 0,5 proc. fenolio. Visi mégintuvéliai kultivuojami 24 val.
+ 37 °C temperatiroje aerobinémis sglygomis. Po kultivavimo matuotas kiekvieno mégintuvélio
turinio optinis tankis prie 600 nm su spektrofotometru ,,Lange DR3900“ (Hach Lange GmbH,
Vokietija).
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2.3.4 Angliavandeniy fermentavimo tyrimas

Angliavandeniy fermentavimui iStirti buvo naudojamas “API 50 CH,, testas (Biomerieux,
Pranciizija). Siuo testu istirtas 49 angliavandeniy fermentavimas. Tyrimas buvo atliktas pagal
gamintojo rekomendacijas. Pirmiausia buvo paruostas padékliukas ir dangtelis. Drégnoms
atmosferos salygoms sudaryti | padékliuko Sulinélius buvo jpilta po 10 ml distiliuoto vandens.
Plastikinés juostelés su Sulinéliuose integruotais angliavandeniais buvo sudedamos j inkubavimo
dézute. Tyrimui atlikti buvo naudota $vieZia bakterijy kultdra (ziaréti 2.2.1). Inokuliato paruoSimui
bakterijy kolonijos buvo suspenduotos API 50 CHL Medium terpéje (Biomerieux, Pranciizija) kol
buvo gauta 2 McFarland’o vienety optinio tankio bakterijy suspensija.

Po to | kiekvieng atskirg Sulin¢lj buvo dozuojama paruostos bakterijy suspensijos. Uzpildzius
pilnai Sulin¢lius ant jy virSaus buvo uzpilta po 1 lasa mineralinio aliejaus (Biomerieux, Pranciizija),
tada dezuté¢ buvo uzdaroma. Testo juostelés kultivuotos 48 val. + 37 °C temperatiiroje aerobinémis
saglygomis. Tyrimo rezultatai buvo vertinami pagal gamintojo rekomendacijas. Teigiama reakcija
buvo laikoma kai Sulinélio turinio spalva buvo pasikeitusi j geltong. Kiekvienai bakterijy padermei

gautas biocheminis profilis buvo vertintas gamintojo internetinéje duomeny bazéje.

2.3.5 Atsparumo temperatiirai nustatymas

L. lactis bakterijy padermiy atsparumas skirtingai temperatiirai buvo nustatytas pagal S.
Abbasiliasi ir bendraautoriy (27) aprasytas metodikas. 24 val. kultivuotos bakterijy kultiiros (MRS
terpéje) persétos | mégintuvélius su M17 sultiniu (Merck KgaA, Vokietija) ir j kiekvieng
meégintuvélj jlasinta po 1 lasg 40 proc. bromkrezolio tirpalo (bromkrezolis + 1ml etanolio) (Sigma,
JAV). Bakterijos M17 sultinyje su bromkrezoliu kultivuotos aerobinémis sglygomis, skirtingose
temperattrose : + 4 °C, + 10 °C, + 30 °C, + 35 °C, + 37 °C, + 45 °C, + 60 °C. Bakterijy augimas
buvo vertinamas po 24 ir 48 kultivavimo valandy. Bakterijoms augant mégintuvélio spalva
pasikeisdavo i§ violetinés j geltong ir atsirasdavo drumstumas. Jei po kultivavimo laikotarpio

mégintuvelio turinys iSliko violetinés spalvos — augimas toje temperatiiroje nevyko.

2.4. Lactococcus lactis porisiy nustatymas polimerazés grandininés reakcijos
(PGR) metodu

2.4.1. Lactococcus lactis DNR i$skyrimas

Bakterijy DNR iSskyrimas buvo atlieckamas naudojant ,,PrepMan®“ metoda. Pirmiausia
bakterijy kultiiros auginamos 24 val. +37 °C temperatiiroje mikroaerofilinémis saglygomis ant MRS
agaro. Po 24 val. bakterijos surenkamos 1 pl sterilia mikrobiologine kilpele ir perkeliamos i 1,5 ml
mégintuvelj su 200 ul PrepMan (Applied Biosystems, JAV) tirpalo. Mégintuvéliy turinys

iSmaiSomas stikurinio tipo maisyklés pagalba (BioVortex, Biosan, Germany) 15-30 sek. Gauta
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suspencija perkeliama j termociklerj +99 °C (+100 °C) temperatiroje ir palickama 10 min. Po to
mégintuvélis 3 min. centrifiguojamas 16000 aps/min. grei¢iu. VirSutiné skyscio dalis perkeliama j
naujg 1,5 ml mégintuvélj. Pakartojamas 3 min centrifigavimas 16000 aps/min. greiciu. VirSutiné
skyscio dalis perkeliama j naujg 200 pl mégintuvélj. ISskirta DNR i§ karto naudojama PGR arba

uzSaldoma -20 °C temperatiiroje.

2.4.2 PGR tyrimas

PGR reakcija buvo vykdoma norint nustatyti vietinés kilmés L. lactis bakterijy porasius.
Reakcijos metu buvo gausinami 16S rRNR geno fragmentai, naudojant molekulinius Zymenis
LcLspp-F/Lc-R ir LcCr-F/Lc-R (28) ir Lacre-R/Lac-F (31) (4 lentelé). Lc-R ir LcLspp-F
molekuliniai Zymenys skirti Lactococcus lactis rasiai, 0 Lc-R ir LcCr-F — L. lactis subsp. cremoris
patvirtinti. Lacre-R ir Lac-F molekuliniai Zymenys skirti L. lactis subsp. lactis patvirtinti.

4 lentelé. PGR naudojamy molekuliniy Zymeny pavadinimas, seka ir baziy pory skaicius.

2ymenq 7 ¢ ¢ bp
pavadinimas Zymeny seka (3°-3°) skaicius
LcLspp-F GTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAA 387
LcCr-F TGCTTGCACCAATTTGAAGAG 551
Lc-R GTTGAGCCACTGCCTTTTAC

Lacre-R GGGATCATCTTTGAGTGAT 163
Lac-F GTACTTGTACCGACTGGAT

PaaiSkinimas: bp-baziy pory skaicius

Norédami nustatyti ar masy tiriamos L. lactis padermés priklauso cremoris arba lactis
portsiui abiejy PGR tyrimy metu, pagal T. Odamaki ir kt., (28) ir Z. Y. PU ir kt., (31) pateiktus
metodus (su modifikacijomis) buvo paruosStas 25 ul bakterijy DNR ir PGR reakcijos reagenty
misinys: 1 pl tiriamosios DNR, 5 ul 10 x PGR buferio (100 mM Tris-HCH, pH 8,8, 500 mM KCl,
0,8 proc. nonidet P40, MBI, Fermentas, Lietuva), 5 pl 25 mM Mg Cl> (MBI, Fermentas, Lietuva), 4
ul 2 mM dNTP miSinio (MBI, Fermentas, Lietuva), po 0,5 ul oligonukleotidiniy pradmeny (Linea
Libera, Lietuva), 0,3 ul 500 U Taq DNR polimerazés (MBI, Fermentas, Lietuva), ir 14,9 ul
bidistiliuoto vandens.

L. lactis subsp. cremoris identifikavimo atveju paruosty PGR produkty 30 cikly amplifikacija
atlikta ,,PTC-100 Programmable® termocikleryje (MJ. Research Inc., JAV) pagal lentel¢je

nurodytus parametrus (5 lentelé).
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5 lentelé. PGR produkto gamybos Zingsniai.

Zingsnis Temperatiira Laikas
Pirminé denatiiracija +95°C 3 minutés
+95°C 20 sekundziy
30 ciklai +66°C 20 sekundziy
+72°C 30 sekundziy
Galutinis grandingés ilginimas +72°C 5 minutés
Laikymas +4°C -

L. lactis subsp. lactis identifikavimo atveju paruosty PGR produkty 35 cikly amplifikacija
,»PTC-100 Programmable‘ termocikleryje atlikta pagal 6 lenteléje nurodytus parametrus.
6 lentelé. PGR produkto gamybos Zingsniai identifikuojant L. lactis subsp. lactis.

Zingsnis Temperatiira Laikas
Pirminé denatiiracija +95°C 3 minutés
+94°C 40 sekundziy
Ciklai 35 +58°C 40 sekundziy
+72°C 1 minute
Galutinis grandinés ilginimas +72°C 5 minutés
Laikymas +4°C -

Abiejy tyrimy metu PGR produktai buvo frakcionuojami horizontaliosios elektroforezeés
metodu. L. lactis subsp. cremoris elektroforezé buvo vykdoma 1,5 proc., o L. lactis subsp. lactis 1
proc. ,,Top Vision LE GQ* agarozés gelyje (MBI, Fermentas, Lietuva) su 6,5 pg/ml etidzio
bromidu prie 100 V elektros srovés neilgiau kaip 60 minu¢iy. PGR reakcijos metu pagausintiems
fragmentams jvertinti buvo naudojamas molekulinés masés zZymuo ,,GeneRuler TM 100 bp DNA
Ladder“ (MBI, Fermentas, Lietuva). Elektroforezés geliui uzpilti L. lactis subsp. cremoris atveju
naudotas 1x TAE buferis (MBI, Fermentas, Lietuva), o L. lactis subsp. lactis — 1XTBE buferis
(MBI, Fermentas, Lietuva). Gauti fragmentai vizualizuoti UV S§viesoje. Duomenys apdoroti
kompiuterine programa UVIPRO.

PGR reakcijose kaip teigiama kontrole naudota etaloniné Lactococcus lactis ATCC 11454

padermé, kaip neigiama kontrolé — sterilus distiliuotas vanduo.

2.4 Statistiné duomeny analizé

Eksperimento metu gauti duomenys buvo suvesti | Microsoft Exel 2010 programg ir

naudojantis statistine duomeny analizés programa SPSS Statistics (IBM, 25 versija) ir joje
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taikomais parametriniais ANOV A metodais, jvertintas duomeny statistinis patikimumas. StatistiSkai
apdoroti duomenys vizualiai pateikti diagramose naudojant MS Excel 2010 programg. Rezultatai
laikomi patikimi, kai pasikliovimo lygmuo p < 0,05.
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3. TYRIMO REZULTATAI

3.1 Pieno ir pasuky raugu kokybiniuy savybiy tyrimas

Sio tyrimo metu tyréme 13 laukiniy L. lactis padermiy geb¢jima rauginti pieno produktus.
Pieno ir pasuky raugy kokybinés savybés buvo vertinamos tiriant rugimo trukme, raugy
konsistencija, pH rodikliy kaita ir juslines savybes.

Norédami jvertinti pieno rigimo trukme, riigimas buvo stebimas po 24 ir 48 rauginimo
valandy. Jvertinus pieno surtigimg po 24 val. nustatéme, kad i§ 13 méginiy 5 (38,46 proc.) buvo
nesuriige (bakterijy padermés Nr. 2, 5, 6, 7, 10). Siy raugy, kurie nesuriigo konsistencija, lyginant
su kontroliniu méginiu 10 baly vertinimo sistemoje buvo jvertinta 0 baly. Likusiy raugy
konsistencija jvertinta nuo 7 iki 10 baly. Labai panasts rezultatai gauti vertinant pieno riigimag ir
konsistencijg po 48 rauginimo valandy. L. lactis bakterijy padermés Nr. 2, 5, 6, 7, 10 vis dar buvo
nesurauginusios pieno ir jy konsistencija jvertinta nuo 0 iki 3 baly. Kiti 7 (53,84 proc.) pieno
méginiai buvo suriige, jy konsistencija jvertinta nuo 7 iki 10 baly (7 lentelé).

7 lentelé. Pieno raugy kokybiniy savybiy vertinimas po 24 ir 48 rauginimo valandy.

Padern_1és Konsistencija* Konsistencija* Juslinés savybés, jy vertinimas balais

numeris Po 24 val. Po 48 val ’
K 10 10 10
1 10 10 8
2 0 0 3
3 8,5 9 7
4 9,5 10 5
5 0 0 2
6 0 1 1
7 0 0 1
8 9,5 10 7
9 10 10 8
10 0 3 1
11 7 7 8,5
12 10 10 6
13 9 9,5 7

Paaiskinimas: K- kontrolé;
*Konsistencija stebima pakabinant masg¢ Saukstu: 10 baly — labai standi mase, aiski duobute, néra
skyscio; 0 — skysta masé, nesuriigo, nelieka duobutés.

Analogiski rezultatai gauti jvertinus ir pasuky riigima. Ivertinus riigimg po 24 val. ir véliau po
48 val. nustatéme, kad tos pacios 5 (38,46 proc.) padermés (Nr. 2, 5, 6, 7 ir 10) neraugino pasuky
Nesuriigusiy meéginiy konsistencijos tyrimas parode¢, kad Sie méginiai daugiausiai surinko 5 balus.

Likusiy raugy (7/53,84 proc.) konsistencija jvertinta nuo 6 iki 10 baly (8 lentel¢).
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8 lentelé. Pasuky raugy kokybiniy savybiy vertinimas po 24 ir 48 rauginimo valandy.

Padern_rnés Konsistencija* Konsistencija* Juslinés savybés, ju vertinimas balais

numeris Po 24 val. Po 48 val ’
K 10 10 10
1 9 9 8
2 0 1 1
3 8,5 9 7,5
4 8 10 5
5 0 4 2
6 0 5 2
7 0 1 2
8 5 8 7,5
9 10 10 8
10 0 4 2
11 6 8 8
12 9 10 1
13 7 9 4

PaaiSkinimas: K- kontrolé;
*Konsistencija stebima pakabinant mas¢ Saukstu: 10 baly — labai standi masé, aiski duobuté, néra
skyscio; 0 — skysta masé, nesuriigo, nelicka duobutés.

Atliekant pieno raugy jusliniy savybiy vertinimg, kurio metu buvo vertinamas skonis ir
kvapas, geriausiu jusliniu priimtinumu pasizyméjo 3 (23,07 proc.) méginiai rauginti su bakterijy
padermémis Nr. 11 (8,5 balai) ir Nr. 1 ir 9 (po 8 balus). Siems raugams buvo bidingas maloniai
saldus, panaSus j rigpienj arba grietinél¢ kvapas ir skonis. Minéty padermiy juslinés savybés buvo
artimiausios kontrolei. Vertinant pasuky raugy juslines savybes geriausiu priimtinumu pasizymeéjo 5
(38,46 proc.) méginiai rauginti su padermémis Nr 8, 3, 1, 9 ir 11. Sie raugai turéjo maloniai saldy
Siek tiek su rugstele kvapa ir skonj (8 lentelé).

Analizuojant tyrimo rezultatus galima teigti, kad méginiai kuriy jusliniy savybiy vertinimas
buvo maziau nei 6 balai yra nepriimtini vartotojams. Sie raugai turéjo intensyvy riigsty kvapa, kuris
néra malonus (dél kvapo, kai kuriy raugy net nesinoréjo ragauti, nes i§ karto atrodé nepriimtinas),
arba kvapas buvo labai silpnas. Skonis taip pat buvo riigstus. Bakterijy kultiiros raugindamos piena,
gamino raugus, kurie turéjo priimtinesnj skonj ir kvapa, nei kad pasuky rauguose (lentelés 7 ir 8).

Pieno méginiai. Vertinant méginiuose pH kitima rauginimo metu, jis buvo matuojamas po
24 ir 48 rauginimo valandy. Méginiy pH rodikliy pokyciai pateikti 2 paveiksle. Tyrimo rezultatai
rodé, kad po 24 val. zemu pH pasizyméjo 4 raugai su bakterijy padermémis Nr 1, 9, 12 ir 13 (pH
buvo nuo 4,5 iki 4,55), aukstesnis pH rodiklis nustatytas rauguose su bakterijy padermémis Nr. 1, 5,
6, 7 ir 10. Po 48 rauginimo valandy daugelio méginiy (Nr 1, 3, 8, 9, 11, 12 ir 13) pH vertés keitési
nezenkliai - sumazéjo apie 0,2 — 0,4 vieneto, méginiy su padermémis Nr 2, 5, 7, 10 pH rodikliai

atitinkamai sumazéjo per 1,09 — 1,48 vieneto. Apibendrinant $io tyrimo rezultatus, galima teigti,
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kad raugy méginiy su padermémis Nr 1, 3, 4, 8, 9, 11, 12 ir 13 pH rodikliai buvo artimiausi

kontrolinio raugo pH rodikliui.

pH rodikliy kaita pieno rauge

6,5 x K
PRI AN A A
/7 Y A W

6

A \ /)
MRV NN

4

pH rodiklis

K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11| 12 | 13
—4—24val.|4,724,55| 6,8 |4,61|4,63| 6,5 | 6,8 | 6,8 |4,71| 4,5 | 6,8 |4,68|4,52 4,51
48val.|4,48| 4,3 |5,52 /4,31|4,29|5,41/5,32|5,55| 4,3 |4,29/5,08 4,36|4,29|4,33

2 pav. PH rodikliy kaita pieno rauguose.

Paaiskinimas: K- kontrolinis méginys; méginiai su bakterijy kultiira 1-13.

Pasuky méginiai. Méginiy pH rodikliy pokyciai pateikti 3 paveiksle. Tyrimo rezultatai rodo,
kad po 24 val. zemu pH pasizyméjo 5 raugai su bakterijomis Nr. 1, 4, 9, 12 ir 13 (pH buvo nuo 4,36
iki 4,3), aukstesnis pH rodiklis nustatytas rauguose su bakterijy padermémis Nr. 2, 5, 6, 7 ir 10. Po
48 rauginimo valandy daugelio méginiy (Nr. 1, 3, 4, 8, 9, 11, 12 ir 13) pH rodikliai keitési
nezenkliai ir sumazéjo apie 0,12 — 0,29 vieneto, 0 méginiy su padermémis Nr. 2, 5, 6, 7, 10 pH
rodikliai atitinkamai sumazéjo per 1,51 — 2,11 vieneto. Apibendrinant $io tyrimo rezultatus, galima

teigti, kad raugy su bakterijomis Nr. 1, 3, 4, 8, 9, 11, 12 ir 13 pH vertés buvo artimiausios kontrolinio

raugo pH rodikliui.
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pH rodikliy kaita pasuky rauge
7
/ﬁ\ [ /K\
] 6
2
E 5,5
s
5 A P
4,5 —&17\4—u—%
4
K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13
——24val.|4,654,43| 6,8 |4,494,43| 6,8 | 6,8 | 6,8 |4,53|4,49| 6,8 |4,56|4,37 |4,36
48val.|4,42|4,21|5,29|4,25| 4,2 |4,87| 4,8 |5,09(4,23|4,25(4,69 4,27 4,25 4,11

3 pav. PH rodikliy kaita pasuky rauguose. K- kontrolinis méginys, méginiai su bakterijy kultiira
1-13.
Paaiskinimas: K- kontrolinis méginys; méginiai su bakterijy kultiira 1-13.
[Sanalizavus rauginty produkty kokybiniy savybiy tyrimo rezultatus, tolimesniems tyrimams
atrinkome 5 vietinés kilmés Lactococcus lactis bakterijy padermes Nr. 1, 3, 8, 9, 11.

3.2 Probiotiniy savybiuy tyrimas

Tyrimo metu tyréme vietinés kilmés Lactococcus lactis bakterijy probiotines savybes, tokias
kaip atsparuma tulZies druskoms, zemai pH reakcijai, fenolio ir pankreatino poveikj. Sios savybeés
parodo bakterijy gebéjimg iSgyventi virSkinimo trakte. Tiriamos buvo tik bakterijy padermeés,

atrinktos po kokybiniy savybiy tyrimo (Nr. 1, 3, 8, 9, 11).

3.2.1. Atsparumas tulZies druskoms

Tiriant vietinés kilmés L. lactis padermiy atsparumg virSkinimo trakte esanciai aplinkai,
bakterijy augimas buvo vertinamas prie skirtingy aplinky: prie pH 2,5 - riigs€ioje aplinkoje,
imituojant skrandzio terpe ir prie pH 8,0 - kuri parodo dvylikapir§tés zarnos terpe. Padermiy
iSgyvenamumo rodiklis — tai padermés gebéjimas iSgyventi atitinkamomis sglygomis,
apskaiiuojamas procentais. Sio tyrimo metu apskaiGiuotas i§gyvenamumas — tai LogKSV/ml
vienety pokytis tarp 0 val. ir 3 val. (arba 4 val.) matavimy, iSreikStas procentais.

Padermiy iSgyvenamumo tulZies druskoje tyrimy rezultatai parodé, kad didZiausiu atsparumu
tulzies druskoms pasizyméjo padermés Nr. 9 ir 11, kuriy iSgyvenamumas atitinkamai padidéjo 113
ir 104 proc. Maziausiu i§gyvenamumu pasizyméjo bakterijy kultira Nr. 8 — bakterijy skaicius
sumazéjo 4,1 LogKSV/ml (iSgyvenamumas tik 49 proc. nuo pradinés kultiiros). Tyrimo rezultatai

pateikiami 4 paveiksle.
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Padermiy iSgyvenamumas tulZies
druskoje (pH=8,0)
9.5

9.3

—
=]

] 8.1

Logl 0OKSV/ml)
[ B o B ¥ R U & T o RS R+ s B V]

1 3 8 9 11

®Po0val mPo4 val Bakterijy padermés Nr,

4 pav. Bakterijy padermiy isgyvenamumas tulZies druskoje.

3.2.2. Atsparumas Zemai pH reakcijai

Padermiy isgyvenamumo ruagséioje aplinkoje tyrimo metu (5 paveikslas), nustatyta, kad
didziausig iSgyvenamuma po 3 val. turé¢jo bakterijy padermé Nr. 9, kuri sumazéjo per 2,8
LogKSV/ml (iSgyvenamumas 67 porc. nuo pradinés koncentracijos) bei padermé Nr. 1 kuri
sumazéjo per 4,6 LogKSV/ml (iSgyvenamumas 51 proc.). MaZiausiu iSgyenamumu pasizymeéjo

bakterijy kulttra Nr. 8 — iSgyveno tik 30 proc. bakterijy nuo pradinés jy kultiiros.

Padermiy iSgyvenamumas riigscioje
aplinkoje (pH=2,5)
10 9.4 9,5 =
9 8.3 8,7 -
8
- 7
E
S 6
v
25
=
En 4
= 3
2
1
0
1 3 8 9 11
Bakterijy padermés Nr.
EPo0Oval. ®Po3val

5 pav. Bakterijy padermiy isgyvenamumas rigscioje terpéje.
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3.2.3.Pankreatino ir fenolio poveikis

L. lactis atsparumo pankreatinui tyrimai parodé, kad 0,5 proc. pankreatinui didziausiu
atsparumu pasizyméjo padermés Nr. 8 ir 9, maziausiai atspari buvo bakterijy padermé Nr. 1. Kitos
padermés pasizyméjo vidutiniu atsparumu pankreatinui (9 lentelé).

Tiriant bakterijy atsparumg skirtingoms fenolio koncentracijoms nustatyta, kad 0,2 proc.
fenoliui atspariausia padermé Nr. 11, jautriausia — padermé Nr. 1. 0,5 proc. fenolio koncentracijg
geriausiai iSgyveno padermé Nr. 9, jautriausia buvo padermé Nr. 1.

Palyginus bakterijy iSgyvenamumo duomenis skirtingose fenolio koncentracijose buvo
nustatyta, kad fenolio koncentracijos stiprumas ypa¢ didelg jtakg daré kontroliniy L. lactis padermiy
iSgyvenamumui, jos buvo ypac jautrios naudotoms fenolio koncentracijoms (p < 0,05). Fenolio
koncentracija terpéje buvo svarbi ir padermiy Nr. 1, 3, 9 ir 11 iSgyvenamumui (p < 0,05) (9 lentelé).
Vienintelei bakterijy padermei Nr. 8 fenolio koncentracijos pasikeitimas nepadaré jokios jtakos (p >
0,05).

9 lentelé. Pankreatino ir fenolio koncentracijy jtaka bakterijy paderméms.

Fenolio 0,2
Baktenj.q . 0,2 poc. 0,5 proc. proc. Ir 0,5 Pasikliovimo
padermés | Pankreatinas . . proc.
Fenolis Fenolis . lygmuo
Nr. koncentracijos
palyginimas
1 -0,7+0,01 -0,62+0 -0,59+0 -0,03+0 0,01
3 0,12+0 -0,18+0 -0,16+0 -0,02+0 0,04
8 0,46+0,04 | 0,06+0,01 0,070 -0,02+0 0,21
9 0,4+0,01 0,05+0 0,090 -0,04+0 0,00
11 0,36+0,01 0,07+0 0,08+0 -0,01+0 0,02
Kontrolé | 0,23+0,02 -0,09+0 | -0,02+0,01 -0,07+0 0,00

Paaiskinimas: Nr - L. lactis padermés numeris; proc. - procentai

3.3. Angliavandeniy fermentavimas

Atliekant angliavandeniy fermentavimo testa, buvo tiriamas penkiy Lactococcus lactis
padermiy gebé¢jimas skaidyti 50 skirtingy angliavandeniy. Tirtos bakterijy padermés skaidé 32,4
proc., o neskaidé — 67,6 proc. angliavandeniy. Bakterijy padermé Nr. 1 skaidé 34 proc. tirty
angliavandeniy, padermé Nr. 3 - 32 proc., padermé Nr. 8 - 34 proc., padermé Nr. 9 - 30 proc. ir
padermé Nr. 11 - 32 proc. tirty angliavandeniy. Silpniausiu fermentiniu aktyvumu pasizyméjo
bakterijy padermé Nr. 9 (6 pav.).

Visos penkios bakterijy padermés skaidé D - riboze, D - galaktoze, D - gliukoze, D - fruktoze,
D - manoze, N - acetilgliukozaming, arbuting, eskulino gelezies citrata, salicing, D - celobioze, D -
maltose, D - laktoze (jaucio kilmés), D - trehaloze. Angliavandenio gentiobiozés neskaidé tik viena
bakterijy padermé — Nr. 11. Angliavandenj D - ksilozg fermentavo mikroorganizmy padermés Nr.

1, 3 ir 11, amygdaling skaidé — padermés Nr. 1, 3 ir 8. Po dvi bakterijy padermes fermentavo
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angliavandenius amidong (krakmolas) (Nr. 8 ir Nr. 9) ir glikogeng (Nr. 1 ir Nr. 11). Angliavandenis
D - sacharozé (cukrozé) buvo fermentuojamas tik padermés nr. 8, o ksilitolis — tik bakterijy
padermés Nr. 11.

Angliavandeniy apykaitos btidai buvo analizuojami ir naudojant API duomeny baze.
ISanalizavus ir apibendrinus testo rezultatus buvo nustatytas tirty bakterijy Lactococcus lactis

portsis. Tyrimas parodé, kad bakterijy padermés priklauso L. lactis subsp. lactis portisiui.

Angliavandeniy skaidymas

40
R
= 30
=
= 25
S -0 m Skaidomi angliavandeniai,
g n
g 15
=2 40 B Neskaidomi
= angliavandeniai, n
< 5

0

1 3 8 9 11

L. lactis padermés numeris

6 pav. Bakterijy L. lactis angliavandeniy skaidymas.

Paaiskinimas: n — skaicius, kiekis

3.4. Atsparumas skirtingoms temperatiiroms

Tyrimas buvo atliekamas penkioms atrinktoms L. lactis bakterijy paderméms, auginant jas
skirtingose temperatiirose: +4 °C, +10 °C, +30 °C, +35 °C, +37 °C, +45 °C ir +60 °C. Praéjus 24 ir
48 val. buvo stebimas jy augimas ir vertinamas pagal spalvines reakcijas: kai bakterijos augo —
violetiné spalva pasikeité j geltong ir atsirado drumzliy. Praéjus 24 val. spalvos pasikeitimas buvo
matomas visuose méginiuose prie: +30 °C, +35 °C, +37 °C. Pragjus 48 val. bakterijy augimas
nepasireiské tik prie +4 °C, +45 °C, +60 °C. Taciau prie +10 °C temperatiiros buvo pastebétas
minimalus spalvos pakitimas, kuris parodé nedidelj bakterijy augimg. Likusiose temperattirose (+30
°C, +35 °C, +37 °C) spalva pakito iki geltonos, taip pat visuose méginiuose atsirado drumstumas (10

lentelé).
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10 lentelé. L. lactis augimas skirtingose temperatiirose.

Augimo laikas

Temperatiura

Lnr.1l

L nr.3

L nr.8

L nr.9

L nr.11

24 val.

(+4°0)

(+10°C )

(+30 °C)

(+35 °C)

+ [+ |+

+ [+ |+

+ [+ |+

++ |+

+ [+ |+

(+37 °C)

(+45 °C)

(+60 °C)

48 val.

(+4°0)

(+10°C )

(+30 °C)

(+35 °C)

(+37°C)

(+45 °C)

(+60 °C)

PaaiSkinimas: + auga; - neauga; +/- silpnai auga; val. valandos; L nr. — L. lactis padermés

numeris.

3.5. Lactococcus lactis porusio identifikavimas PGR metodu

Norédami nustatyti vietinés kilmés L. lactis padermiy (Nr. 1, 3, 8, 9, 11) porasius (L. lactis

subsp. cremoris ir L. lactis subsp. lactis) naudojant ,,PackMan* metodg buvo i$skirta $iy bakterijy

DNR.

Atlikus PGR tyrimg su minéty bakterijy DNR ir su L. lactis rasiai specifiniais pradmenimis
buvo patvirtinta, kad visos tirtos padermés (100 proc.) priklauso L. lactis bakterijy rasiai. Tyrimo
metu gauti specifiniai 387 bp amplifikavimo produktai. PGR tyrimas su Lc-R ir LcCr-F

molekuliniais pradmenimis L. lactis porGsiui cremoris nustatyti buvo neigiamas.

7 pav. Lactococcus lactis subsp. lactis riisies geno fragmento vizualizacija 1 proc. agarozés gelyje.

M- molekulinis Zzymuo GeneRulerTM 100 bp; +K — teigiama kontrolé, -K — neigiama kontrolé, 1-5

bakterijy DNR méginiai. Teigiami DNR méginiai: 1, 2, 3, 4, 5.




L. lactis porasiui lactis nustatyti atliktas PGR tyrimas su Lacre-R ir Lac-F pradmenimis.
Tyrimas parodé, kad visos (100 proc.) tirtos bakterijy padermés priklauso L. Lactis subsp. lactis
poriisiui, ir buvo gauti specifiniai 163 bp amplifikavimo produktai (7 pav.).
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4. REZULTATU APTARIMAS

Magistro baigiamojo darbo tyrime tirtos 13 vietinés kilmés L. lactis bakterijy padermiy,
kurios buvo i$skirtos i§ vietinés kilmés karviy ir ozky §viezio ir rauginto pieno. Moksliniai tyrimai
rodo, kad laktokoky padermés komercinése pradinése kultirose pasiZzymi naudingomis Savybémis,
tokiomis kaip laktozés ir citrato fermentavimas, proteolitinis aktyvumas, bakteriocino gamyba ir
imunitetas / atsparumas bakteriofagams ir egzopolisacharidy gamyba. Sios savybés gali prisidéti
prie norimo fermentuoty pieno produkty skonio ir struktiiros kiirimo, prie optimaliy pieno
komponenty laktozés ir kazeino augimo, taip pat jy stabilumo ir i§likimo raugintuose produktuose.
Siomis savybémis pasizymi ir laukinio tipo padermés, nors daznai, $iy bakterijy rigstingumas yra
gana zemas. Greitai gaminancios riigStis bakterijos daZnai naudojamos kaip pradiniy kultiiry
padermés, tuo tarpu silpnai arba vidutiniSkai gaminancios rugstis gali buti naudojamos kaip
papildomos kultiiros, atsizvelgiant j Kitas jy technologines savybes (36). Misy atliktas pieno raugy
kokybiniy savybiy tyrimas parodé, kad 5 L. lactis bakterijy padermés Nr. 1, 4, 9, 12 ir 13 jau po 24
rauginimo valandy aktyviai gamino riigtis pieno produktuose. Méginiy pH su Siomis padermémis
buvo mazesnis, nei kontroliniuose méginiuose su komercinio raugo bakterijomis. Pagal $ig savybe
Sios bakterijy padermés galéty biiti naudojamos kaip pradiné kultiira rauginty produkty gamyboje.
Moksliniai tyrimai rodo, kad tik padermés, turinios ketoaciding dekarboksilaze, i§ aminoriigséiy
gali gaminti aldehidus (aromatines medziagas). Sis gebéjimas labiau biidingas laukinio tipo L. lactis
paderméms, nei toms, kurios naudojamos komerciniuose starteriuose (37). Miisy tyrimai parodg,
kad geriausiomis juslinémis savybémis pieno rauguose pasizyméjo 23,07 proc., (n=3) L. lactis
padermiy (raugy), 0 pasukose — 38,46 proc. (n=5) padermiy. Priimtiniausiomis juslinémis
savybémis laikyti méginiai, kuriy kvapas ir skonis buvo maloniai saldus, su Siek tiek rugstelés. Taip
pat tyrimas parodé¢, kad vis dél to, pieno raugy juslinés savybés buvo priimtinesnés nei pasuky. Taip
gal¢jo atsitikti dél to, kad pasukos yra pieno subproduktas su kitokiomis biologiSkai aktyviomis
medZiagomis.

Pastaraisiais metais buvo atlikta daug tyrimy siekiant atskirti / isskirti naujas L. lactis
padermes nuo natiiralios aplinkos mikrofloros ir apibiidinti jy pramoninj potenciala (15). H. Kimoto
su bendraautoriais vietinés kilmés L. lactis bakterijas iSskyré i§ fermentuoty darzoviy, siloso ir
jvairiy Zoleliy méginiy. Tyrimo metu nustatyta, kad pieno rugsties bakterijos, turin¢ios probiotinj
poveikj, yra raugintame augaliniame maiste — marinuotuose agurkuose, kurie yra vartojami Azijoje,
jskaitant Japonijg, nuo seny senovés (17). T. Padmavathi (6) tyrimo metu, buvo isskirtos 32
laukinio tipo pieno ragsties bakterijos i§ ragstyniy, rauginty kopasty ir agurky bei palmiy vyno. O.

Yerlikava (8) Lactococcus lactis padermes i$skyré i§ kefyro grudeliy ir Zalio pieno. Svarbu
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paminéti, kad tyrimai rodo, kad augalinés kilmés bakterijy padermiy savybés yra kitokios, tai yra
skiriasi nuo savybiy, kurios budingos paderméms iSskirtoms i§ pieno produkty (17).
Priimtinesnémis juslinémis savybémis pasizymi pieno produktai, kuriy gamyboje naudojamos i$
pieno ir jo produkty iSskirtos bakterijy padermés. Remiantis Siais duomenimis misy tyrimui buvo
atrinktos padermés iSskirtos i§ zalio pieno ir jo rauginty produkty. Be to D. Cavanagh ir
bendraautoriy (29) atliktas tyrimas, parodo ir Siy padermiy pranasumg sintetinat antimikrobines
medziagas. Mokslininkai nustaté, kad i§ 79 laukinio tipo L. lactis padermiy, 32 pasizyméjo
antimkrobinémis savybémis. 17 i§ Siy padermiy buvo rastas gerai zinomas antimikrobinis peptidas
nizinas, tuo tarpu kitos pagamino diplokokoking (2 padermés), laktokocing (3 padermés) arba dar
neidentifikuota j bakteriocing pana$y junginj (10 padermiy). Sios 79 laukinio tipo L. lactis
padermés buvo isskirtos i§ zalio pieno.

Misy tyrimo metu su L. lactis bakterijy padermémis buvo gaminami rauginti pieno ir pasuky
produktai ir remiantis kokybine jy analiz¢, tolimesniems tyrimams atrinktos 5 L. lactis padermés.
Geriausiomis juslinémis savybémis pasizyméjo rauginti produktai, kurie buvo pagaminti su L. lactis
padermémis Nr. 1, 3, 8, 9 ir 11, ir jy gaminami produktai juslinémis savybémis buvo labai artimi
kontroliniam / komerciniam raugui. Kad lauko padermés pasizymi savybémis suteikian¢iomis
raugintiems produktams i$skirtinj skonj ir aromatg yra jrodyta moksliniais tyrimais. D. Cavanagh ir
bendraautoriy tyrime (29) nustatyta, kad i$ vietinés kilmés bakterijy padermiy pagamintame siiryje
yra aminortigs§¢iy, kurios veikia kaip skoniniai junginiai. Aminorigsciy pavertimas kvapiaisiais
junginiais prasideda aminotransferazés reakcija, aminoriig§éiy perkélimu j a-ketogluturatg ir a-keto
rugsties susidarymu.

Probiotiniy bakterijy gebé¢jimas iSgyventi virSkinimo trakte yra viena 1§ pagrindiniy savybiy,
kuria turi pasizyméti probiotinés bakterijos. Si savybé susijusi su jy gebéjimu augti skirtingos
koncentracijos tulzies druskose, zemo pH aplinkoje, kasos fermenty ar fenoliy poveikyje. Tyrimais
nustatyta, kad tulzies druskos tirpina Igsteliy membranos lipidus, ko pasekoje lastelés Ziista, dél
vidiniy komponenty netekimo. Zemas pH imituoja Zmogaus virskinimo trakta ir dauguma bakterijy
neiSgyvena Sioje aplinkoje. Todél atsparumas zemai pH raekcijai yra svarbus potencialiai
probiotinéms bakterijoms, nes tai rodo, kad jos islieka ilgesnj laikg gyvybingos zmogaus skrandyje
ir gali buti jsisavinamos zarnyne. Be to tyrimais nustatyta, kad tolerancija pankreatinui ir fenoliui
atspindi kasos fermenty ir toksisky metabolity poveikj bakterijy paderméms (6, 8, 22). Misy tyrimo
metu geriausiomis probiotinémis savybémis pasizyméjo Lactococcus lactis bakterijy kultiira Nr. 9,
isSkirta i§ rauginto pieno produkty: jos iSgyvenamumas tulzies druskoje padidéjo 113 proc. nuo
pradinés koncentracijos, iSgyvenamumas rigstinéje terpeje padidéjo 67 proc. nuo pradinés
koncentracijos, augimas pankreatino ir skirtingy koncentracijy fenolio tirpaluose taip pat buvo

teigiamas. Jautriausia tulzies druskai ir raigstinei terpei buvo i§ Zalio pieno iSskirta - Lactococcus
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lactis padermé Nr. 8, nors pankreatino ir fenolio tyrime §i padermé turéjo vieng i§ geriausiy
rodikliy. Blogiausiai pankreating ir fenolj toleravo bakterijy padermé Nr. 1, nors kitas dvi
probiotines savybes iSgyveno vidutini§kai lyginant su kitomis laktobakterijy padermémis.
Pienartsgtés bakterijos pasizymi skirtingomis probiotinémis savybémis, kurios priklauso ne tik nuo
bakterijy rusies, bet ir nuo jy iSskyrimo Saltinio. T. Padmavathi (6) tyrimo metu, didZiausias
atsparumas tulZies druskoms ir Zemai pH reakcijai nustatytas 4 PRB i§ 32 tirty padermiy. Sios
bakterijos buvo isskirtos i§ augaly, ar jy fermentuoty. Didziausias bakterijy iSgyvenamumas buvo
stebimas kai pH buvo 7, maziausias kai pH — 3 ir 10. Tiriant pankreatino ir fenolio poveikj
bakterijoms, visos (32) bakterijos buvo atsparios pankreatinui ir 0,2 proc. fenolio koncentracijai.
Veikiant 0,5 proc. fenolio koncentracijai buvo pastebétas sumazgjes bakterijy augimas. B.
Rayavarupu (22) lactobacily iSgyvenamumo skirtingose pH reakcijose tyrimas parodé, kad
bakterijos gerai augo kai pH kito nuo 4 iki 9. Kai pH buvo 2, augimas nebuvo stebimas, taciau
silpnas augimas buvo stebimas esant pH 3, o kintami rezultatai buvo uzfiksuoti esant pH 10. B.
Rayavarupu (22) tyrimo metu PRB parodé atsparuma 0,2 proc. koncentracijos fenoliui, o esant 0,5
proc. fenolio koncentracijai slopino bakterijy augimg. Visos tirtos bakterijos buvo atsparios 0,5
proc. koncentracijos pankreatinui. Sios laktobacilos buvo i§skirtos i§ palmiy vyno.

Remiantis misy tyrimo duomenimis, nustatéme, kad geresnémis probiotinémis savybémis
(geriau auga tulzies druskoje) pasizyméjo L. lactis padermés iSskirtos i§ rauginto pieno, todél
galime teigti, kad Sios bakterijos bus geriau virSkinamos ir jsisavinamos Zarnyne. PanaSias iSvadas
padaré ir O. Yerlikava (8). Mokslininkas tyré i§ kefyro grideliy ir zalio pieno iSskirtas Lactococcus
lactis padermes. Jis nustaté, kad kefyro bakterijy padermés turéjo geresnes probiotines savybes
(antimikrobinis aktyvumas ir tulzies druskos dekonjugacijos savybés) nei i§ zalio pieno isskirtos L.
lactis. I§ zalio pieno iskirti kamienai pasizyméjo geresnémis biocheminémis ir technologinémis
savybémis (geresnés hidrofobiskumo ir antioksidacinio aktyvumo savybés). Jis padaré isvada, kad
padermés, turincios tinkamas biochemines savybes, ypa¢ antimikrobinj aktyvuma, gali buti
naudojamos kaip funkcinés kultiiros, taciau jos negali bati laikomos probiotinémis, nes néra
atsparios tulZies druskoms. N¢é viena i§ zalio pieno padermiy negaléjo augti esant tulZies druskai ir
neparodé aminortig§¢iy dekarboksilinimo ar lipolitinio aktyvumo.

Remiantis galutiniais fermentacijos produktais, PRB galima suskirstyti j dvi grupes:
homofermentacines ir heterofermentacines, pastargsias suskirstant j fakultatyviai ir privalomai
fermentuojancias rasis. Pediococcus, Lactococcus, Streptococcus ir kai kurios Lactobacillus genciy
bakterijy ruSys yra laikomos privalomai homofermentatyvinémis dé¢l jy gebéjimo Embden —
Meyerhof — Parnas (EMP) biidu fermentuoti tik heksozes beveik iki pieno riigsties, tuo tarpu
pentozés néra skaidomos visy homofermenty. Fakultatyviai heterofermentuojanc¢ios PRB gentys,

tokios kaip Leuconostoc ir kai kurios Lactobacillus genties rasys, EMP budu skaido heksozes iki
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pieno rugsties, taip pat gali metabolizuoti pentozes ir daznai gliukonata, nes jos turi ir aldolaze, ir
fosfoketolazg. Privalomai heterofermentacinis PRB negali panaudoti heksoziy per EMP kelia, nes
truksta glikolitinio fermento fruktozés-1,6-bisfosfato aldolazés. Vietoj to, fosfoglukonato biidu jie
skaido heksozes, gaudami ne tik pieno rugst] kaip galutinj produkta, bet ir nemaza kiekj etanolio
arba acto rugsties ir anglies dioksidg. Remiantis G. Buron — Moles (32), L. lactis subsp. lactis ir L.
lactis subsp. cremoris yra homofermentacinés bakterijos. Pagal jy vykdyta eksperimenta, L. lactis
subsp cremoris skaidé 10 proc. visy angliavandeniy, o L. lactis subsp. lactis 29 — 35 proc. Sio,
magistrinio darbo, angliavandeniy fermentavimo tyrimo metu nustatyta, kad vietinés Kilmés L.
lactis bakterijy padermés skaidé 30 — 34 proc. tirty angliavandeniy. Pagal misy gautus rezultatus
galima teigti, kad tirtos padermés priklauso Lactococcus lactis subsp. lactis portsiui ir
homofermentacinei pieno riig§ties bakterijy grupei. Remiantis moksliniy tyrimy (31) duomenimis,
angliavandeniy fermentavimo tyrimo rezultaty patikimumas siekia apie 50 proc, dél to L. lactis
portsiui nustatyti rekomenduojama naudoti tikslesnius ir patikimesnius metodus, tokius kaip PGR
tyrimag (31).

Bakterijy augimas skirtingose temperatiirose svarbus technologiniame procese, kadangi
Zemesnés temperatiros daro gamybos procesg patogesnj (7). Moksliniame darbe tiriant
temperatiiros pokyc¢iy jtaka bakterijy augimui, visos bakterijos augo +30 °C, +35 °C ir +37 °C
temperatirose. Todél galime teigti, kad misy tirtos L. lactis padermés priklauso mezofiliniy
bakterijy grupei, kuriy optimali augimo temperatira yra nuo +30 °C iki +37 °C (7). Kity
mokslininky tyrimai rodo, kad atskiros L. lactis padermés gali augti ir aukstesnéje temperatiiroje. S.
Abbasiliasi ir kity mokslininky (27) tyrime, Lactococcus lactis Kpl0 izoliatai buvo auginama
septyniose skirtingose temperatiirose (+4 °C, +10 °C, +30 °C, +35 °C, +37 °C, +45 °C, ir +60°C).
Optimaliausia augimo temperatiira nustatyta nuo +30 °C iki +45 °C. Kitose temperatiirose augimas
neuZzfiksuotas.

Norédami identifikuoti bakterijy portsius mikroorganizmus tyréme molekulinés biologijos
metodu — atlikome PGR tyrimg. Remiantis Z. Y. PU ir kt., (31) pateiktu metodu, nustatéme, kad
visos 5 atrinktos Lactococcus lactis bakterijy padermés yra Lactococcus lactis subsp. lactis.
Panasus tyrimas buvo atliktas S. Buyukyoruk ir kt. (33), kai autorius iSskyré Lactococcus lactis is
58 stirio méginiy. Naudojantis PGR metodu ir 16S rDNR geno fragmenty Lacre-R, Lac-F ir Cre-F
molekuliniais Zymenimis, 29 i§ 58 bakterijy padermiy buvo identifikuotos kaip L. lactis subsp.
lactis, 4 — L. lactis subsp. cremoris (161 bp). Z. Y. Pu (31) PGR tyrimo tikslas buvo atrasti
skirtumus tarp 16S rDNR genomo fragmenty L. lactis subsp. lactis ir L. lactis subsp. cremoris
aptikimui. Sio tyrimo metu buvo naudojami Lacre-R, Lac-F ir Cre-F molekuliniai Zymenys.
Tyrimo metu buvo nustatyta, kad Lacre-R ir Lac-F pradmeny seky kombinacija yra specifiska

identifikuojant L. lactis subsp. lactis, o Lacre-R ir Cre-F - L. lactis subsp. cremoris.
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ISVADOS

1. Istyrus pieno produkty su vietinés kilmés L. lactis padermis kokybines savybes (rtigimo trukme,
konsistencijg, pH rakcijg, skonj ir kvapg) i§ 13 buvo atrinktos 5 bakterijy padermés, kurios turéjo
geriausiai jvertintas savybes. Tai buvo bakterijy padermés Nr. 1, 3, 8, 9, 11.

2. Atrinky L. lactis bakterijy padermiy (Nr. 1, 3, 8, 9, 11) probiotiniy (atsparumas tulzies druskai,
atsparumas zemam pH, pankreatino ir fenolio poveikis ir angliavandeniy testas) ir biologiniy
(augimas skirtingose temperatiirose) savybiy tyrimas parodé, kad:

2.1. Geriausiu atsparumu tulzies druskoms pasizyméjo bakterijy padermé Nr. 9 ir 11, jy
iSgyvenamumas padidéjo atitinkamai 113 ir 104 proc. nuo pradinés bakterijy koncentracijos.

2.2. Didziausig atsparumag 2,5 pH terpés reakcijai turéjo L. lactis padermé Nr. 9 (iSgyvenamumas
sumazgjo 67 proc. nuo pradinés bakterijy koncentracijos).

2.3. 0,5 proc., pankreatino poveikiui buvo atspariausios bakterijy padermés Nr. 8 ir 9, 0 0,2 ir 0,5
proc., fenoliui — padermés nr. 11 ir 9.

2.4. Angliavandeniy fermentavimo tyrimas parodé, kad didziausiu fermentiniu aktyvumu
pasizyméjo bakterijy padermé Nr. 1 (skaidé 34 proc. tirty angliavandeniy). Pagal fermentinio
aktyvumo rezultatus buvo nustatyta, kad visos 5 bakterijy padermés yra L. lactis subsp. lactis.

2.5. Visos (5) bakterijy padermés priklauso mezofiliniy bakterijy grupei, nes geriausiai augo prie
+ 30 °C, + 35 °C, + 37 °C temperatiiros.

3. Naudojantis polimerazés grandininés reakcijos metodu buvo nustatyta, kad visos 5 atrinktos

bakterijy padermés turéjo 163 bp ir atitiko L. lactis subsp. lactis poras;.
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PRIEDAI

1 priedas. Jusliniy savybiy vertinimas balais ir jy reiksmés.

Balai Reik§mé

0 Netinkamas vartoti, nepriimtinas.

1-2 Labai didelis nukrypimas nuo nustatyty jusliniy rodikliy, nepriimtinas.
3-4 Didelis nukrypimas nuo nustatyty jusliniy rodikliy.

5-6 Pastebimas nukrypimas nuo nustatyty jusliniy rodikliy, .

7-8 Minimalus nukrypimas nuo nustatyty jusliniy rodikliy, priimtinas.

9-10 Visiskai atitinka i$ anksto nustatytus juslinius rodiklius, labai priimtinas.
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