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§is i8radimas yra susietas su skaiduliniy kultary,
kurias vartoja atrajojantys ir vienskrandZiai gyvuliai,
maistingosios vertés pagerinimu, apdorojant naujais
fermentiniais preparatais. Tiksliau sakant, idradimas

susietas su celiulazés fermenty, gauty 18 Trichoderma

ridies (kaip pavyzdys, bet neblidingas), iSskirstymu

siekiant padidinti Jjuy efektyvuma mikrobams paimant
energija i¥% celiuliozés ir hemiceliuliozés atrajotoju
did?iajame skrandyje ir/arba pagerinant vienskrandZiy
ir atrajojan&iy vienskrandZiy gyvuliy, neturindéiy
fermentines sistemos, galincios susidoroti su
skaidulomis, pa$aro isisavinimo procesg. Dar daugiau,
$ie nauji fermentiniai produktai gali bati panaudoti
apdorojant skaidulines kultiras konservavimo metu ir
pagerinant silosa, o taip pat apdorojant konservuotg
derliy pries pat $%érimg. I3radimas taip pat susietas su

minéty fermentiniy gaminiy paruo3imo budais.

Kai skaidulinés kultiiros subresta, energijos, gaunamos
i% %emés ploto vieneto, kiekis padidéja, bet metaboliné
energija, t. y. celiuliozés ir hemiceliuliozés kiekis
sumaZéja dél augaly sumedéjimo, kurio metu celiulioze,
esanti augaly lasteliy sienelése, sumedéja déka
sudétingy skersiniy ry$iy. Dél to gyvuliai Zymiail
pras¢iau isisavina sausus komponentus. Todél, neziirint
i tai, kad ekonominiu poZidriu derlius turi biti
nuimtas subrendes, kai yra didZiausia sausy medZiagy
iSeiga, energijos jsisavinimo apribojimas privercia
nuimti derliy dar nepakankamai subrendusi su maZesne
sausy medZiagy iSeiga. Dél maZo sausy medZiagy kiekio
i8kyla problemos konservuojant. Suardant fermentais
tuos skersinius ry$ius tarp celiuliozés elementy,
galima nuimti ir labiau subrendusj derliy, padidinant
i3eigg ir nepamaZinant, kaip paprastai blna,
isisavinimo galimybés. To paties proceso metu gali
atsirasti cukrus, kuri gali naudoti siloso mikrobai,

tuo pagerinant tokio derliaus konservavimg
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nepalankiomis oro salygomis, kai sausy medZiagy kiekis

yra maZzas.
Konservavimas

Skaiduliniy kultQiry (Zolés, ankstiniy augaly, visy javy
- kukurlQzy, sorgo ir t. t.) iSsaugojimas veélesniam
panaudojimui Seriant 15 esmés priklauso nuo vandens
paSalinimo dZiovinant (3ienas ir pana3ias dalykai) arba
nuo sudarymo kliG&iy orui patekti ir apsaugojimo maseées
rigimo toje vietoje, kur epifitiniy ardan¢iy mikro-
organizmy (mieliy, pelésiy ir bakterijy) veikla yra
kontroliuojama, augaly medZiagos  fermenty veikla
apribota. Praktiskai reikalingas pH maZesnis kaip 4,2
yra gaunamas pridedant riugSties i derliy arba déka
rugSties, kurig pagamina epifitiniai mikroorganizmai

fermentavimo metu.

Pastarosios nuostatos deél aplinkos apsaugos riboja
rags¢iy panaudojimg. Sias aplinkosaugos nuostatas
stiprina tokios pla&iai naudojamos rugstys kaip
skruzdZiy ragstis. Sios rig3tys padidina ragsties

iSsiskyrimg i3 drégno derliaus.

Alternatyva yra susieta su natiralia fermentacija.
Taciau nat@irali fermentacija bina ivairi ir kartais
nepatenkinama. Pavyzdziui, derliuje, kuriame yra
cukraus substraty, gali vyrauti nereikalingi epifitai
ir gali trikti reikalingy pieno rigsties bakteriqy.
Bltinos pieno rugSties bakterijos, t. y. homopieno
bakterijos, i% esmés gamina pieno ragdti. 8Si pieno
rigSties gamyba sumaZina pH, nesumafinant bent kiek
Zymiau maistingosios vertés, ypa¢ proteino kokybés.
PrieSingu atveju, kai vyrauja epifidai, PH sumaZinamas
labai neZymiai ir gali nepasiekti pakankamai Zemos
vertes. Tai daro ijtaka maistingosioms savybems ir tuo

pac¢iu gyvuliy sugebéjimui isisavinti medZiagas.
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§ia situacija galima pagerinti pridedant tiek butiny
pieno rug3ties bakterijuy i derliy, kad jos vyrauty
prie$ epifitus. Bet 3is metodas nepadeda, kal derliuje
yra maZai cukraus. Galima pridéti vandenyje tirpstanciy
angliavandeniy, kuriy reikia pieno riigSties bakteri-
joms. PavyzdZiui, galima pridéti melasos, krakmolo ar
cukraus, tokio kaip gliukozé, laktozé ar sacharaoze.
Tadiau dél to iskyla kitos problemos. Bendru atveju
reikia déti daug cukraus, t. y. 10-20 kilogramy cukraus
tonai derliaus arba tarp 35 ir 45 kilogramy melasos
tonai derliaus. Lakai sunku toki dideli kieki klampios
med?iagos iterpti i derliy. Taip pat sunku tolygiai
iterpti sausas medZiagas. Kai kurie priedai, tokie kaip
gliukozé, laktozé ir sacharozé yra per brangios vartoti
tokiu baidu. Be to, pieno rugsties bakterijos efektyviai
nenaudoja krakmolo, nebent yra tam tikras kiekis

amilazeés, kuri verdia krakmolag i cukry.

Sudétingiems angliavandeniams derliuje skaidyti i
paprastag cukry kaip alternatyva galima naudoti
fermentus. Pieno riig$ties bakterijos gali naudoti tokiu
padu gauta cukry ir gali vyrauti fermentacija. JAV
patente Nr. 4 751 089 (autoriai Heikonen ir kiti) yra
sifilomas metodas, kaip silosuoti paSarus ir grudus,
pridedant gliukozeés oksidazes. Gliukozés oksidaze
gamina gliukonine  rugstj i§ gliukozés tirpiuose
angliavandeniuose. Gliukoninés rigs$ties kaupimas mazZina
pH. Pagal minétg JAV patentg kiti fermentai, tokie kaip
celiulazé, hemiceliulazé ir B-gliukozidazé gali bati

pridéti tikslu padidinti gliukozes gamyba.

Lastelieng ardanciy fermenty panaudojimas tikslu
apsaugoti ir padidinti silosuoto pasaro maistinggsias
vertybes ir pagerinti apdoroto paSaro skoni,, isisa-
vinima bei virdkinimo sparta taip pat buvo aprasytas
JAV paraidkoje Nr. 510 506, pateiktoje 1990 m.
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balandZio 18 d. Fermentiné sudétis, apraSyta 3ioje
paraiSkoje, apima bent vieng fermenta i¥ grupés,
susidedandios i35 pektinazés, celiulazés, ksilazés
amilazés, arabinozidazés, kutinazés, lipazeés ir
esterazés ir gali bfiti naudojama kartu su homopieno

bakterijomis.

TaC¢iau lastelieng ardantys fermentai gali sukelti
nepageidautinus 3Salutinius rei3kinius, kai jie yra
idedami i skaidulines kultiiras, kuriose yra maZai (t.
Y. maZiau kaip 25%) sausy medZiaguy, biitent nesubren-
dusiame derliuje. PavyzdZiui, lastelieng ardantys
fermentai gali padidinti i3tekandiy medZiagy tékme.
IStekandiose medZiagose yra tirpios lastelinés medZia-
gos. Del Siy medZiagy iStekandioms medZiagoms bidingas
didelis BOD (biocheminis deguonies poreikis), o tai
gali sukelti gamtosaugos problemas. Be to, iZtekandiy
medZiagy praradimas sumaZina derliaus maistingagsias
vertybes. Sie fermentai taip pat gali padidinti pieno
rigsSties verte ir taip pakeisti skaiduline struktira,
kad net sumaZina gyvuliy galimybe isisavinti. Be to,
del padidéjusio cukraus kiekio, kurij pagamina
fermentai, gali geriau augti mielés ir pelésiai.
Padidéjes mieliy ir pelésiy augimas gali sumaZinti
aerobini stabilumg ir pagaminti pavojingus mikotok-

sinus.

Efektyvumas, su kuriuo gyvuliai isisavina skaidulas,
priklauso nuo mikroby populiacijos mi&inio didZiajame
skrandyje. Mikroby populiacijos sudétis priklauso nuo
pasaro. Galutiniy mikroby poveikio energijos Saltiniams
rezultatu yra lakiy riebiyjy rig$¢iy gamyba, kurios
veikia kaip pirmtakas gyvulio audiniuose tiekiant
energijg metaboliniams procesams ir sintezuojant
gyvulinius produktus, t. y. piena, mésg ir vilna. S§iy
produkty gamybos efektyvumas priklauso nuo lakiy
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riebiyjy rig¥&iy proporcijy, ypatingai acto, propano ir

butano rugsciy.

Padarai, kuriuose vyra daug krakmolo ir/arba cukraus

skatina butano ir propano rig3¢iy sinteze, o skaidulos

- skatina acto rfigdties sinteze. Reikalingas didZiojo

skrand?io fermentacijos tipas priklauso nuo gyvulio
gaminamo produkto. Todél galimybe keisti maitinancéigja
terpe ekonomine prasme yra pirmo svarbumo dalykas, ypac
galimybé keisti 3%iuo aspektu skaiduly reaktyvuma,

kadangi tai yra pati pigiausia energijos forma.

VienskrandzZiams gyvuliams skaidulos nera gatavas
energijos $altinis, bet Jjos yra daugelyje krakmolo
$altiniy, t. y. grady. Skaidulos taip pat yra labai
svarbios, palaikant normalia Zarnyno veikla. Tal susije
su skaiduly reaktyvumu, t. y. katijony apykaitos geba.
Galimybé i%laisvinti energija i3 maisto skaiduliniy
frakcijy ir pagerinti jo reaktyvumg 'yra labai svarbus
dalykas, susijes su vienskrandZiy gyvuliy Sérimu ir ju

sveikata.

Fermentiniai produktai, skirti pa3arui su maZu kiekiu
sausy medZiagy i¥saugoti ir paSaro isisavinimui
pagerinti i8kelia dvi pagrindines problemas. Visy
pirma, efektyviame silosavimo procese fermentai turi
uZtikrinti zreikalinga pH, pieno ruagsties ir anglia-
vandeniy koncentracijas ir tuo paciu mazinti

idtekéjimg.

PaSaro apdorojimas pilnu lastelieng ardanc¢iy fermenty
mi%iniu sumaZina skaiduly kieki silose tirpdant
polimerinius angliavandenius. Dél ypa& efektyvaus
isisavinimo visos lagsteliy sienelés suyra ir deél to
isteka visos medZiagos su dideliu cukraus kiekiu.
Silosavimo metu stimuliuojamas fermentavimas, kaupiasi

pieno rag$tis ir pH. Tokiomis salygomis bakterijos
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nuslopintos, bet fermentai toliau gamina monomerinius
angliavandenius, kuriy dalis gali bati prarasta su
iStekanciomis medZiagomis. Silosas, kuriame yra didelé
pieno rigSties koncentracija ir lengvai fermentuojamas
cukrus, gali biuti pavojingas atrajojantiems gyvuliams,
kadangi gali sukelti pieno rugsSties acidoze ir medZiagy

isisavinimo sutrikimus.

Antra, norint uZtikrinti efektywy atrajojanéiy gyvuliy
didZiojo skrandZio darbag ir pa3aro vartojimg, cukraus
kiekis, prieinamas didZiojo skrand%io mikrobams ir

skaiduly reaktyvumas turi biati optimizuoti.

Sio i%radimo tikslas - ustikrinti toki fermenty
paruoSimg jvairioms kultiroms, subrendimo laipsniams ir
sausy medzZiagy kiekiams, kuris neturéty trikumy,
bidingy Zinomiems paruo$imo biidams. Jeigu kalbeéti
tiksliau, tai $io i&radimo tikslas - uztikrinti tokias
fermenty kombinacijas, kurios naudingai pakeisty augaly
lgsteliy struktira, uztikrinty tiktai silosavimui
reikalinga kieki; nepadidinty istekéjimo; neskatinty
milteliy arba pelésiy augimo; bet galety taip pakeisti
augaly polimery struktidrg, kad jie pasidaryty labiau
pasiduodantys tolimesnei hidrolizei didZiajame skran-
dyje ir juos bity galima lengviau isisavinti

vienskrandZiame virskinimo trakte.

Kitas $io i3radimo tikslas - sukurti minéty fermentiniy

produkty paruo$imo bidus.

Su nuostaba aptikta, kad komerciniy produkty Zalingg
efekty lemia tam tikros fermenty kombinacijos, esan&ios
komercinés riiies celiulazése, naudojamose minétuose
produktuose. ISskiriant minétus komercinius fermentus,
pagal $i iSradimg gaunami nauji fermentiniai produktai,

kuriy kiekviename yra keletas skirtingy fermenty ir
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turi skirtingas savybes, pagal kurias galima atskirti

kiekvienam atskiram tikslui tinkancias frakcijas.

Atskyrimo metodai, taikomi pagal 35i i3radimg, apima
tuos metodus, kurie atskiria komercines celiulazes
dalis pagal proteiny Jjonu mainy savybes. PavyzdZiui,
yra naudingi chromatografiniai metodai, tokie kaip jony
mainy chromatografija. Naudingose dervose yra Q-

Sefarozés ir Mono-Q (abi 18 Pharmacia) .

Celiulazés frakcijos dvairiomis kombinacijomis yra
naudingos apsaugant skaidulinius pasSarus ir pagerinant
juy isisavinimg, kal Jails Seriami atrajojantys ir
vienskrandZiai gyvuliai. Kiekviena celiulazine frakcija
turi bidingg jai fermenty rinkini ir todél skirtingai
veikia skaidulini derliy silosavimo metu ir taip pat
skirtingai veikia didZiajame skrandyje ir plonosiose
Yarnose, kali suédamas paSaras. Frakcijos gali biti
naudojamos po vieng arba kelios i85 karto ir/arba su
atitinkamais naudingais mikroorganizmais, tokiais kaip
mieliy bakterijos. Jy parinkimas priklauso nuo
reikalingo rezultato kiekvienu konkred¢iu atveju. Sie
produktai taip pat gali buati naudojami konservuotam

paSarul prieS pat 3erimg.
Trumpas figury aprasymas

Fig.l. Eliuato, gauto 13 komercinés celiulazeés

anijonitinéje kolonéléje, sugertis ties 280 nm.

Fig.2. Proteiny komercinéje celiulazeéje ir visose
keturiose pagrindinése frakcijose, gautose
anijonitiniu chromatografiniu bidu, izoelektriniai

taskai.

Fig.3. Eliuato, gauto i& komercinés celiulazes, ir

pastarosios keturiy pagrindiniy anijonitiniy
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frakcijy, gauty Mono-Q analitinéje anijonitinéje

kolonéléje, sugertis ties 280 nm.

Fig.4. Eliuato, gauto i% komercinés celiulazes
frakcijos A CM-Sefarozés (Pharmacia)

katijonitinéje kolonéléje, sugertis ties 280 nm.

Komercinés ridies lgstelieng ardanciy fermenty
miSiniuose (tokiuose, kaip pardavinéjami su prekiniu
pavadinimu Cytolase-123 i% Genencor) paprastai yra daug
ivairiy fermenty. Lastelieng ardané¢iy fermenty, turin-
¢iy komercine verte, miS$iniai gaminami i% Trichoderma
rudies, pavyzdZiui Trichoderma longibrachiatum. Kiti

lastelieng ardandiy fermenty miSiniai, gaunami i%

"bakteriniy ar kity grybiniy 8Saltiniy, turi panaZias

savybes.

Fermenty frakcijy poveikis (naudojant jas po vieng ar
kelias i85 karto) paSarui, silosui bei gyvuliams buvo
nustatytas matuojant dideli kieki parametry. Svarbiausi
parametrai, susieti su gyvuliais, yra i8laisvinto
cukraus kiekis ir jo ri8ys bei skaiduly struktiros
pakitimai. Tai reguliuoja didZiojo skrandfio fermen-
tacijos procesg ir paSaro isisavinima vienskrandZiame
trakte. Matuojant skaiduly sugebéjima iZlaisvinti cukry
prie$ ir po silosavimo, galima nustatyti paSaro vertés
praradimg saugojimo metu. Jeigu struktirizuoty
angliavandeniy didZioji dalis paver&iama i rigsti
silosavimo metu, tai konservavimas geras. IS kitos
puses, tai sumaZina energija, prieinamg didZiojo
skrandZio mikrobams, ir todél sumaZina maistingaijg
verte. Optimali kombinacija turéty bati tokia, kuri
iSlaisvina pakankamai cukraus, kad bty uZtikrintas
geras silosavimas, ir tik pagerina didZiojo skrandZio
veiklag. Svarbia charakteristika taip pat yra medZiagy
iStekéjimo skatinimas, kuris susijes su cukraus

iSlaisvinimo aktyvumu.
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Kiekvienoje gautoje fermenty frakcijoje yra biddingas
atskiry fermenty rinkinys, ir tos frakcijos skirtingai
veikia skaiduline struktiirg, skirtingai iS8laisvina
cukry, skirtingai konservuoja silosg ir sukelia

skirtingg i3tekéjimg.

Remiantis minétomis savybémis, galima pasirinkti
tinkamiausiag frakcija kiekvienam konkrediam tikslui.
Derliui konservuoti turéty bati pasirinktos frakcijos,
kurios per 48 valandas padaro pH apie 4,0 ir sudaro
toki likusio cukraus kieki, kuris palaiko lactobacilae
komponenta. Pasirinktos frakcijos taip pat gali biti
panaudotos tikslu pagerinti SvieZio ar konservuoto
skaidulinio derliaus maistinggjg verte pries &érima.
MedZiagy istekéjimo problemg galima iSspresti
paSalinant tas frakcijas, kurios skatina per didelj

cukraus iSsiskyrimg.

Silosuojant skaidulines kultdras, kurios turi maZai
sausy medZiagy, tikslinga naudoti fermenty frakcijas B
arba C, po vieng arba kartu, kadangi Jjos wuZtikrina
reikiamg cukraus kieki, kad gerai vykty siloso fer-
mentacija, nepadidinant medZiagy iStekéjimo. Frakcija
A, nors ir truputi padidina medziagy iStekéjimg, tadiau
padidina 'ir cukraus grandinéliy laisvy galy skaidiy ir
padaro skaidulas palankias tolimesnei fermentinei
hidrolizei, kuria atlieka didZiojo skrandZio mikro-
organizmai, o taip pat lengvesniam isisavinimui
vienskrandZiame trakte. Frakcija A, viena arba su B, su
C arba su B ir su C pagerina didZiojo skrandZio
priéjimg prie cukraus. Frakcija A taip pat pagerina
skaiduly reaktyvumg, kai naudojama viena arba su B, su
C arba su B ir C. Tokiu bldu, nors frakcijoms B, C arba
BC taikoma pirmenybé konservuojant derliy su maZu sausy

medZiagy kiekiu, kadangi nesukelia medZiagy iStekéjimo,
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tacdiau, prideéjus frakcijos A, pageréija skaiduly

reaktyvumas ir maistingosios vertybeés.

Tais atvejais, kai medZiagy iStekéjimas nesudaro
problemos, t. y. silosuojamos skaidulinés kultfiros turi
sausy medzZiagy vir$ 25%, galima naudoti vien tik
frakcijg A arba kartu su B, su C arba su B ir C, kai
norima pagerinti derliaus i3saugojimg ir gyvuliy
sugebéjimg isisavinti pasarus. Sios frakcijos
kombinacijos taip pat gali biiti naudojamos 3ZvieZiy ar
konservuoty skaiduliniy kultdry, apdoroty pried Sérima,

maistingajai vertei ir stabilumui pagerinti.

Jeigu derlius turi maZai sausy medZiaqy, tai medZiagy
iStekéjimo problemg galima iSspresti pasalinant
frakcijas A ir D. Dél frakcijos D i3 esmés Zalingai
iSteka medZiagos. Frakcija D taip pat neigiamai veikia
cukraus i$laisvinimg. Jos déka per daug angliavandeniy
paverCiama cukrumi. Be to, frakcija D Zymiai sumaZina

skaiduly aktyvumg.

Kai reikalinga staigiai padidinti cukraus islaisvinimg,
pavyzdZiui pried3 gyvuliy S$érima, pirmenybé teikiama
frakcijai D ir kombinacijoms su ja. Tai reikalinga

atrajojantiems ir ypatingai vienskrandZiams gyvuliams.

Fermentiniai produktai pagal $i i3radimg turi keletg
pranasumy. Naudojant tinkamas fermenty frakcijas,
pavieniui arba tinkamomis kombinacijomis (kartu su
egzogeniniais mikroorganizmais ar be juy), Zymiai
geriau iSsaugomos skaidulinés kultdros ir gyvuliai
geriau isisavina paSarus. Ypatingai verta pabrézti
keturis dalykus: pagerinamas derliaus konservavimas,
galima iSspresti medZiagy istekéjimo problems, gali
biti pagerintas cukraus iSlaisvinimas ir gali bati
pagerinta skaiduly reaktyvumo verteé. Tai pasiekiama,

naudojant fermentinius produktus pagal &j iSradimg.
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1 pavyzdys. Citolazés - 123 frakcija

Frakcionavimas atliktas 2 litry Pharmacia Q-Sefarozés
anijonito koloneléje. Kiekvienam «ciklui 1 litras

citolazés-123 (Genencor), kurioje yra apie 200 g

‘proteino (pagal sugerti ties 280 nm) su pH 5,2, buvo

pakeistas iki pH 8 ir iki laidumo 20 nM tris-buferio.
Tai padaryta ultrafiltarcijos btdu, o po to
atskiedZiant vandeniu. Toks fermenty tirpalas supiltas
i kolonéle. Nesugerta medZiaga (frakcija A) buvo
igplauta su mazdaug 10 1litry 20 mM tris-buferiu.
Sugertieji fermentai buvo iSskirti, naudojant NaCl su
tiesiniu gradientu 0-0,5 M, kurio bendras tiris apie 10
litry. Kolonélés eliuentas buvo surinktas. Suri3tos
frakcijos buvo iSskirtos, naudojant 20 mM tris-buferi,
esant natrio chlorido koncentracijoms 80 mM (frakcija
B), 150 mM (frakcija C) ir 500 mM (frakcija D). (Cia ir
Yemiau frakcijos vadinamos A, B, C ir D Jjy iSskyrimo
tvarka.) Frakcionavimo rezultatai parodyti grafiskai

fig.1l.

Frakcijose A, B, C ir D yra tokie proteino kiekiai

(nustatyta pagal sugerti ties 280 nm):
A 27 g B 18,3 g C 47,6 g D73 g

Manoma, kad frakcijos D uodegoje (t. y. isSskyrimas 0,3
M NaCl ir aukStesniame lygyje) proteino yra tiktai
peédsakai, o uodegoje stebimg sugérimg l1lémé maZzZo

molekulinio svorio W sugerianc¢ioji medZiaga.

Frakcijos buvo istirtos, naudojant izoelektrinij
fokusavimg geliuose siekiant atskirti proteinus
turindius izoelektrini ta3ka tarp 3 ir 9. Sie

rezultatai buvo panaudoti kaip pirsSty atspaudai,
siekiant palyginti frakcijas, gaunamas 18 skirtingy

atskyrimo stadijy. Gauti rezultatai parodyti grafiskai
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fig.l. Svarbiausios frakcijos taip pat buvo tiriamos
analitine skystine chromatografija, naudojant Mono-Q,
ir tai leido puikia skiriamgaja gebag. Rezultatas

grafiSkai pavaizduotas fig.3.

MedZiaga, kuri buvo neabsorbuota Q-sefarozéje (frakcija
A), buvo frakcionuota, naudojant katijonitine CM-
Sefarozeés kolonéle. Rezultatai parodyti fig.4. Citolaze
buvo padalinta i 4 frakcijas, naudojant Q-Sefaroze.
Kiekvienoje i§ 3iy frakcijy yra keletas skirtingy
proteiny ir fermenty. Citolazés ir keturiy frakeciijy
jvairaus aktyvumo pasiskirstymas parodytas 1 lenteléje.
Matyti, kad citolazé-123 yra labai sudétingas fermenty
misinys ir kad net aptiktos frakcijos yra
daugiafermentés. Véliau, jeigu reikia, frakcijos gali
biti iSvalytos, pavyzdZiui chromatografiniu badu ar

nusodinant.

Kitu bGdu fermentai gali bti iSskirti, naudojant
besiskirian¢ias pH kombinacijas, druskos koncentracijas
ir Dbuferiy koncentracijas bei tipus. PavyzdzZiui
naudojant 20 mM tris-buferi, kai pH yra 7,6, daugiau
yra iSskiriama i kolonéle suris$ty frakcijy B, C ir D,
negu naudojant 20 mm druskos tirpalg frakcijai B, 115
mM - frakcijai C ir 500 mM - frakeijai D. Tadiau S3iy
parametry pakitimas nepakeicia tvarkos, kuria frakcijos
i8siskiria 18 kolonélés po to, kai frakcija A buvo
iSplauta. Alternatyvios procediros metu fermentai gali
bati iSskirti, palaipsniui kei&iant pH, buferio ir

druskos koncentracijas.

Nefrakcionuota citolazé ir frakcijos A, B, C ir D buvo
istirtos anlitine skystine chromatografija, naudojant
Mono-Q kolonele (Pharmacia). I3 rezultaty matyti, kad
frakcijos B, C ir D sudarytos i3 daugiau kaip vieno

komponento. Zifirékite fig.3.
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Celobiohidrolazé I, celobiohidrolazé II ir endogliu-
konaze I buvo identifikuotos, naudojant anti-
celobiohidrolazésI, anti-celobiohidrolazés II ir anti-

endogliukonazés I atiserumg (Zr. 1 lentele).

‘MedZiaga, kuri nebuvo sugerta Q-Sefarozéeje (frakcija

A), buveo  frakcionuota katijonitineéje CM-Sefarozés
kolonéleje. Q-Sefarozés frakcijos A frakcionavimas CM-
Sefaroze parode, remiantis fermenty aktyvumo analize,
kad medZiaga, kuri iSsisikiria ties taskais 4,1 ir 4,2,
turi eksterazes aktyvumg; medZiaga. kuri iSsiskiria
ties ta8kais 4,3, 4,4 ir 4,5, turi CMC; medZiaga, kuri
i8siskiria ties taskais 4,4 ir 4,5, taip pat turi
ksilosidazés aktyvumg; medZiaga, kuri iSsiskiria
mazdaug ties taSku 4,4 turi arabinozidazés aktyvumg;
madziaga, kuri issiskiria ties tasku 4,6, turi
gliukozidazes (celobiozeé) aktyvumg; medZiaga, kuri

i3siskiria ties tasdku 4,7, turi ksilanazes aktyvuma.

1 lentele.

Citolazés ir frakcijy fermentinis aktyvumas*

Frakcija, | FPU** | CMC** Celo- | Ksilan- | Arabi- Ksilo- | Ester-’
ml binazé aze nozidazeé | zidaze azé
CITOLAZE | 81,2 5231 71 1559 8.6 2.4 0.26
AXx** 9,6 285 64 780 7.5 0.4 0.03
B*** 1,7 15 0.1 2 0 0 0.06
CBH
IT*
CH** 4,4 633 0.7 181 0 0.9 0.03
EG:V}
D*** 9,3 121 0.1 28 0 0.2 0.05
CBH
T*
*FPU=Filtruojandiojo Popieriaus Vienetai -

i%laisvina 1 mikromoli redukuojan&iojo cukraus i3
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50 mg vatmano Nr. 1 per 1 mimute, esant SOOC, PH

4,8 ir reakcijos tdriui 2 ml.

CMC=Karboksimetilceliuliozés vienetai - i&laisvina
1 mikromoli redukuojandiojo cukraus i% 10 mg
karboksimetilceliuliozés per 1 minute, esant SOOC,

PH 4,8 ir reakcijos tariui 2 ml.

Celobiozés vienetas - i8laisvina 1 nanomolij
glivkozés per sekunde i8 1,8 mikromolio 4-
nitrofenil-pf-gliukopiranozido, esant 50°C, pH 4,8

ir reakcijos tlriui 2 ml.

Ksilanazés vienetas -~ i8laisvina 1 mokromolij
redukuojanc¢iojo cukraus i3 10 mg ksilano per 1
minute, esant 50°C, pPH 4,2 ir reakcijos tGriui 2
ml.

Arabinozidazés vienetas - iSlaisvina 1 nanomoli p-
nitrofenolio per sekunde i3 3,6 mikromolio p-
nitrofenil-o-L-arabinofuranozido, esant 500C, pH
4,0 1ir reakcijos tGriui 2 ml. Ksilozidazes
vienetas - iSlaisvina 1 nanomoli p-nitrofenolio
per sekunde i3 3,6 mikromolio p-nitrofenil-B-D-
ksilopiranozido, esant 4OOC, pH 5,0 ir reakcijos

tidriuli 2 ml.

Esterazés vienetas - iSlaisvina 1 nanomoli p-
nitrofenolio per sekunde i§ 1,8 mikromolio p-
nitrofenilo acetato, esant 500C, pH 4,8 ir

reakcijos tOGriui 2 ml.

**  CBHI yra celobiohidrolazé I, <CBHII vyra
celobiohidrolazé 1II, EGI yra endogliukanaze I,

kaip nustatyta su antiserumu.
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*%% Frakcijos A, B, C ir D buvo tiriamos, esant ju
koncentracijoms proporcingoms pradinéje
citolazéje.

2 pavyzdys. Fermentiniy frakecijy, pagaminty i8 cito-

‘lazes-123, itaka siloso skaidulinei strukt@rai ir

cheminei sudédiai

Tetraploidiné svidré (treSimas 120 kilogramy azoto j
hektarag) buvo rankomis nupjauta, naudojant sterilius
btdus, transportuojama atSaldyta 1r eksperimentas
pradétas praéjus 5 valandoms po nupjovimo. Sausy
medZiagy buvo 13% svorio. Zolé buvo sukarpyta Zirklémis
i 1 cm gabaliukus ir sudéta i plastmasinius maiSelius
po 80 g 3vieZios Zolés i kiekvieng. Vienodi bandiniai
buvo apdoroti visomis Citolazeés-123 frakcijy A, B, C ir
D kombinacijomis. Po apdorojimo fermentais Zole po 25 g
buvo sudéta i 160 ml serumo butelius, 1 kuriuos 5
minutes leistos anaerobinés dujos. Po to buteliai buvo
uzkim3ti butilo guminiais kam$&iais. Buteliai buvo
laikomi 30°C temperatiroje 6 savaites, 1ir po to

i&skirtos neutralaus detergento skaidulos (NDF):

I butelius su apdorota Zole pripilta 75 ml vandens,
buteliai 1 valandg kambario temperatiiroje purtomi, o po
to Jjuy turinys nufiltruojamas per stiklo filtra.
Filtratas buvo naudojamas ivairiems tyrimams, o
nuosédos toliau 1i8skiriamos. Nuosédy ekstrahavimas
neutraliu detergentu vykdomas tokiu bidu: 1) nuosédos
buvo kiekybiSkai suspenduotos 100 ml tirpale (pH 7),
kurio 1 litre buvo 19,6 g Titriplekso III, 3,6 g
Na,B,0,, 4,6 g Na,HPO,, 30 g natrio dodecilsulfato ir 10
ml etilenglikolmonoetileterio, ir 40 minuc¢iy plakamas,
esant 60°C temperatirai; ii) ekstrakto temperatura buvo
staigiai pakelta iki 75°%C ir jis kar3tas filtruojamas
per stiklo filtra; iii) tada nuosédos iSplautos 10 ml

vandens purtant 15 minudiy 60°C temperatiroje, o po to
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temperatiira staigiai pakelta iki 75°C  ir suspensija
nufiltruota; 3i vandens procedira pakartota; iv) po to
nuosedos buvo iSskiriamos, naudojant 100 ml druskos
tirpalg, kurio litre buvo 3,64 g KNO,, 1,76 g KCl, 0,17
g NaNO;, 1,92 g Ca(NO;),.4H,0 ir 1,96 g Mg(NO;),, 6H,0;
v) kai temperatira nukrito nuo 60 iki 4OOC, suspensija
buvo nufiltruota; vi) vandens procediira (punktas iii)
pakartota 2 kartus; vii) nuosédos buvo ekstrahuojamos
75 mililitrais acetono 15 min ir nufiltruotos; tai
pakartota 4 kartus; viii) gauta NDF buvo per nakti

dZiovinama ant stiklo filtro, sujungta su vakuumu.
Fermentiniy frakcijy poveikis tirpioms siloso dalims

D- ir L- pieno rig3tys buvo iZanalizuotos, Boehringer
ir Mannheim GmbH fermentinio tyrimo irenginiu ir tai
atlikta pagal gamintojo siiilomg metodiks. Amonis buvo
tiriamas i3 paSarminty bandiniy, naudojant specifini

elektrodg amoniui.

Tirpus proteinas buvo tirtas Lowry metodu. Tirpis
cukrlis buvo tiriami kaip trimetilsililo dariniai GLC
DSCh metodu, naudojant kapiliarine kolonéle ir
temperatiros programg. Buvo panaudotas vidinio etalono
bidas su dviem vidiniais etalonais (eritritolio ir

fenil-B-D-glikopiranozido) .

Rezultatai apibendrinti ir pateikti 2 lenteléje.
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2 lenteleé.

Fermentiniy frakeciijy (pavieniy ir ivairiy ju

kombinacijy) itaka tirpaus siloso sandarai

Fermentas | Likes cukrus | Amonis pwl/g | Tirpus prote- | Pieno ridstis D
silose mg/g (9* inas mg/g (4 kaip % DHL
- 0 140 50 46
ABCD 20 119 49 48
ABC 5 110 58 51
ABD 21 119 60 54
ACD 15 156 58 51
BCD 44 151 57 45
AB -7 154 54 48
AC 2 172 53 48
AD 22 186 57 50
BC 22 174 58 46
BD 45 147 54 55
CD 13 151 57 47
A 2 149 64 46
B -2 172 52 49
C 0 177 51 48
D 52 179 51 46

SM* - sausa medZiaga

Likusio cukraus kiekis nustatytas neapdoroto kon-
trolinio  pavyzdZio atzvilgiu; teigiamos reikSmes
reiskia koncentracijos padidéjimg, neigiamos -
sumazéjimg. Buvo iStirti monosacharidai ir disacharidai
ir juy kiekis pateiktas kaip 1likusio cukraus. Likusio
cukraus kiekis gali atspindéti viso iSlaisvinto cukraus
silose deél galimo skirtumo ji suvartojant ir/arba

siloso mikroorganizmy augimo.

Silosas buvo gerai apsaugotas ir turéjo pH apie 4 ar
dar maZiau ir didele pieno riig8ties koncentracija. Del

pieno riug3ties formos galima pasakyti, kad fermentinis
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apdorojimas neturéjo kiek nors Zymesnés itakos dviejy
formy santykiui. Visais atvejais apie 50% laktato buvo

D formos.

Likusio cukraus kiekis, apdorojus frakcijy ABD, BCD,
AD, BC, BD ir D kombinacijomis, yra didesnis, negu
tada, kai yra visos frakcijos. Fermenty frakcijy
pasirinkimas turéjo aidkia itaka gliukozes, ksilozés,
fruktozés ir arabinozés liekamajai koncentracijai.
Kiekvienos 18 ju koncentracija buvo susieta su kity
koncentracijomis; Jjeigu kurio nors apdorojimo metu
gauta didZiausia gliukozés koncentracija, tai bus
didZiausia ir  kity cukraus rG3iy koncentracija.
Pasirode, kad frakcija D yra didZiausia cukraus
gamintoja silcse. Jeigu veikia frakcija B ir

kombinacija AB, tai gaunama neigiama cukraus gamyba.

Tirpaus proteino koncentracija visuose bandymuose buvo
tarp 50 ir 60 mg/g sausos Zolés; siloso kokybe,
apdorojus fermentais, nepablogéjo. Amonio kiekis

nekoreliuoja su jokiomis fermenty frakcijomis.

2. Fermenty frakcijy itaka skaidulinei struktiirai NDF

struktiros analize

Gauta NDF buvo pasverta ir iSreik3ta procentais nuo

pradinés medZiagos sausy madZiagy kiekio.

Pasidavimas fermentinei hidrolizei buvo nustatytas,
atliekant NDF hidrolize pilnu 1lasteles ardanciy
fermenty miSiniu Citolazeé-123 (50 000 HEC/g). Pries
naudojimg fermenty preparatai buvo praleisti pro
Sephadex G-25 GPC kolonéle siekiant paSalinti visus
ma%o molekulinio svorio junginius, kurie gali turéti
itakos nustatant redukuojanti cukry. 20 mg NDF buvo
idéta i mégintuvéli ir ipilta 9,6 ml Sorensen fosfato
buferio, pH 7. Po 15 wvalandy inkubacinio laikotarpio
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kambario temperatiiroje buvo pridéta 0,4 ml fermento ir
nustatyta pradinis cukraus i8laisvinimo greitis. Po
vieng mililitrg bandinio buvo paimama, praéjus 0,1, 2,5
ir 5 wvalandoms. Kievienas bandinys nedelsiant buvo

sumaisytas su 4 ml dinitrosalicilo ruag8ties (DNS)

tirpalo, kuris naudojamas redukuojand¢iam cukrui tirti.

Sis reagentas nedelsiant nutraukia fermentine reakcija.

Tada bandiniai 5 minutes pakaitinami verdan&io vandens
voneléje, staigiai at3aldomi ledo voneleje ir
ismatuojama sugertis ties 540 nm. Rezultatai i3reiksti
redukuojanc¢io cukraus, iSlaisvinto per valandg i gramo

NDF, moliais.

NDF redukukciniy galy kiekis buvo analizuojamas modi-
fikuotu DNS metodu. 20 mg NDF buvo idéta i mégintuvelj
ir ipiltas 1 ml vandens, miSinys laikomas 1 valands
kambario temperatiiroje, ipilta 4 ml DNS, midinys 5
minutes pakaitinamas verdandcio vandens voneléje,
staigiai at3aldomas ledo voneléje, nufiltruojamas ir
i3matuojama filtrato sugertis ties 540 nm. Rezultatai

iSreiksti moliais gramui NDF.

Reaktyviy hidroksilo  grupiy skai¢ius nustatytas,
analizuojant acetilo grupiy, itraukty i véliau
vykstanti acetilinimo procesg, skaidiy. Trigubi 20 mg
NDF bandiniai buvo sumaiSyti su 2 ml piridino. Ipilta
200 pl M

aktyvumas 1,04-10° sk.per min moliui) ir misinys

C - acto rugSties anhidrido (specifinis

laikomas 30 min uZlydytuose meégintuvéliuose, esant 70°C
temperatirai. Filtratas paSalinamas, o nuosédos du
kartus isSplaunamos 2 ml SvieZiai perdistiliuoto piri-
dino, o po to 4 kartus vandeniu, naudojant ultragarsine
voniag siekiant suintensyvinti nekovalentiSkai suristo
acetato i3plovimg 1§ skaiduly. Paskutinio plovimo
tirpalas tirtas radioktyvumo poZiiGriu ir nustatyta, kad

nevirdija foninio lygio. Skaidulos, i kuriuy molekules
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buvo jterpta acetiliné grupe, buvo 5 valandas
hidrolizuotos, naudojant 2 ml 4N HCl, esant 90°c, o po
to i8matuotas neutralizuoto filtrato radioktyvumas.

Acetilo iterpimas iS3reik3tas mikromoliais gramui NDF.

Gauti rezultatai apibendrinti 3 lenteléje.

3 lentele.

Fermentiniy

frakcijy

(pavieniy ir

kombinacijy) poveikis skaiduly struktiGrai

ivairiy ju

Fermentas | NDF | Redukuojantys ga- | Cukraus iSlais- | Acetilizavimas

% SM| lai* pmol/g (NDF) vinimo sparta* | * pmol/qg (NDF)
umol/g (NDF)h

- 35 0 0 0

ABCD 18 -3 -144 17

ABC 24 2 45 -13

ABD 20 -3 -143 55

ACD 20 -3 -139 17

BCD 23 -6 -140 29

AB 27 2 58 -62

AC 27 2 92 -13

AD 21 -3 -121 55

BC 28 0 -49 -2

BD 25 -6 -138 116

CD 23 -6 -141 29

A 30 2 173 -62

B 32 0 -40 0

C 31 0 -53 -2

D 26 -6 -125 116

Kiekiai yra pateikiamo nulinio kontrolinio kiekio

atzZvigiu.

SM yra sausos

medZiagos.
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Jeigu gaminant silosg yra naudojami fermentai, tai NDF
verteés sumaZeja. Apdorojimas, naudojant fermenty misini
ABCD, sumaZina NDF iki 18%, palyginus su 35%, kai
silosas neapdorotas fermentais. Gautas NDF sumaZéjimas
mazesnis, kail nebuvo frakcijos D. Fermenty frakcija D
turi didZiausig ijtaka NDF tirpumui. Tada, kai frakcija
D kombinuojama su kitomis frakcijomis, labai efektyviai
tirpdomos skaidulos. Tuo galima paaiskinti toki dalyka,
kad, esant frakcijai D, redukuojandiy galy skai&ius
maZeja. Manoma, kad frakcija D sistemingai ardo
skaidulas ir tokiu bidu mase daro tirpia. Laisvy galy
skaic¢ius pasidaro maZesnis, negu kontrolinio fermentais
neapdoroto bandinio atveju. NDF tirpumui taip pat
turejo Ltakos ir frakcija A kombinacijose su
frakcijomis B ir C. Frakcija A taip pat pagerina
reaktyvuma, galbut deél redukuojandiuy galy skaidiaus

padidinimo.

Silosavimo metu reikia taip pakeisti skaidulas, kad
didZiojo skrandZio mikrobams biaty lengviau jas ardyti
ir kad jos bity reaktyvesnés vienaskrandZiame trakte.
DidZziajame skrandyje skaiduly pirmiausiai imasi
lasteles ardantys mikrobai ir juy fermentai. Fermentinio
cukraus iSlaisvinimo pradinis greitis buvo nustatytas
kaip NDF pasidavimas minétam ardymui. Vertés lyginamos
su bandiniais, kurie neapdoroti fermentais; teigiamos
vertés rodo, kad cukraus prieinamumas didZiojo
skrandZio mikrobams pageréja; neigiamos vertés rodo,
kad silosavimo metu per daug cukraus paversta i
rigstis. Matyti, kad fermenty frakcija D, viena ar
kombinacijose su kitomis frakcijomis, yra maZiau
tinkama silosavimui dél didelio cukraus i&laisvinimo
efektyvumo. Frakcija A turi stiprig teigiamg itaka
pradinei cukraus gamybai. Gliukozé ir celobiozé sudaro
95% iSlaisvinto cukraus. Kai naudojamos frakcijos A ir

D, frakcija D buvo vyraujanti. Viena frakcija A arba
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kartu su B, C ar BC palengvina didZiojo skrandZio

mikrobams priéjmg prie cukraus ir ta prasme naudinga.

NDF frakcijy acetilinimas i3 fermentais apdoroto siloso
parodé, kad angliavandeniy paSalinimas 15 lastelés
sieneliy nesumazina reaktyviy hidroksilo grupiy
skaiciaus. PriesSingai, efektyviai anglianvandenius
skaidantys fermentai padidino Mc-acetilo iterpimg |
apdorotas skaidulas. Labiausiai tirpumg skatinandios
fermenty kombinacijos ir pati <citolazé padidina
paveikty hidroksilo grupiy skaicdiy. Frakcija D turéjo
didZiausios itakos hidroksilo grupiy skaidiui. Galimas
dalykas, kad paveiktos hidroksilo grupeées buvo
fenoliniai lignino pakaitai. Pasirode, kad frakcija C
yra priesSinga frakcijai D. Frakcija A veike prieéingé

kryptimi, negu frakcija D.

Remiantis Siuo iSradimu, galima keliais blidais pakeisti
netirpias siloso dalis, parenkant atitinkamas fermenty
kombinacijas. DidZiausias poveikis gautas panaudojant
arba paSalinant, kur ijimanoma, frakcijas A ir D, po
vieng arba kombinacijose. Kaili silosuojamas paSaras ir
yra fermenty frakcija D kokioje nors kombinacijoje,
susidaro netirpi frakcija, kuri véliau negali bati
fermentiskai hidrolizuojama naudotu fermenty midiniu.
Frakcijos A poveikis preiSingas; silosas, pagamintas
naudojant frakcija A, bet nenaudojant frakcijos D,
labiau pasiduoda tolimesnei fermentinei hidrolizei,
negu kontrolinis fermentais neapdorotas bandinys. Nors
ne visos frakcijos ir frakcijy kombinacijos buvo
smulkiai aptartos, akivaizdu, kad visos galimos

frakecijy kombinacijos patenka i 3io iSradimo rémus.

3 pavyzdys. Fermenty frakcijy, pagaminty is citolazés-
123, jtaka nedziagy iStekéjimui ir siloso, pagaminto is§

tetraploidinés svidrés, cheminei sudédiai
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Tetraploidiné svidré (treSimas 120 kilogramy azoto i
hektatra) buvo rankomis nupjauta, naudojant sterilius
bidus, transportuojama atSaldyta ir eksperimentas
pradéetas praejus 5 valandoms po nupjovimo. Sausy
medziagy buvo 13% svorio, pH 6,35. Zolé buvo sukarpyta
Zirklémis i 1 cm gabaliukus ir sudéta i plastmasinius
maiselius po 80 g SvieZios Zolés i kiekvieng. Vienodi
bandiniai buvo apdoroti kai kuriomis citolazeés-123
frakecijy A, B, C ir D kombinacijomis. Po apdorojimo
fermentais Zolé po 5 g buvo sudéta i 20 ml anaerobiniy
kultiry megintuvelius, i kuriuos 5 minutes leistos
anaerobines dujos. Po to mégintuvéliai buvo uZkimsti
butilo guminiais kam$ciais. Kiekvienam tyrimui paruoita
po devynis vienodus Dbandinius. Mégintuvéliai buvo
laikomi 30°C temperatiroje ir po vieng i% kiekvieny
devyniy bandiniy atidaroma praéjus 1, 2 ir 4 savaitéms.
Visas megintuvelio turinys (5 g) buvo sunaudotas kaip

bandinys tyrimui.

MedZiagy i3tekéjimo nustatymas. Vieno mégintuvélio
turinys (5 qg) buvo patalpintas i isbalansuotg
perforuotg plastmasini mégintuvéli, kuris idétas i 50
ml centrifugini vamzdeli su 2 cm tarpine dugne.
Megintuvéliai 20 minuc¢iy buvo centrifuguojami Sorvall
centrifligoje SS- 34, esant 1000 apsisukimy per minute.
Perforuotas vidinis meégintuvélis buvo vél subalansuotas
ir apskaiciuotas istekeéjusios medZiagos kiekis

(medZiagos i3tekéjimas = 5 - nuosédy svoris).

Rigs¢iy gamyba buvo iStirta keliais skirtingais bidais.
Istekejusiy medZiagy silose pH iSmatuotas, praéjus 1, 2
ir 4 savaic¢iy inkubaciniam laikotarpiui. Tuo pa&iu metu
nustatytos titruojamos rlg3tys. Siame tyrime nebuvo
itrauktos rigS8tys drusky pavidalu, kai iStekéjusiy
medZiagy pH verté 4. "~Pieno ruGg$tis yra viena i3
rigscéiy, kuriy pH verte maZesné negu pradinis titravimo

pH. Pieno ragsStis ir acto riGg$tis buvo atskirai
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tiriamos, naudojant HLPC su H*

detektavimg ties 210 nm.

pavidalo kolonéle ir UV

Rag8ties titravimas. I meégintuveli, kuriame yra 5 g

siloso, ipilama 15 ml distiliuoto vandens. Mégintuvelis

purtomas kambario temperatiroje vieng valandg; jo

turinys nufiltruojamas per 0,2 um filtrg ir padalijamas
i tris 1lygias dalis. Du bandiniai naudojami organiniy

rigs¢iy analizei, o trediasis - rigSties titravimui.

Bandinys atskiestas distiliuotu vandeniu ir titruotas,
naudojant 0,05 M NaOH, Indikatoriumi

iki neutralumo.

naudotas fenolftaleinas.

Rezultatai apibendrinti 4 lenteléje.

4 lentele.
Citolazés ir fermenty frakcijy itaka medZiagy isSte-
kéjimui ir siloso cheminei sudéciai
Fermen- | MedZiagy| pH 7 pH 28 Pieno Pieno | Titras 7| Titras
tas iSteké~ | diema diena | ragStis | rGgStis | diena | 28 diema

jimas 28 7 diena | 28 diena

diena

- 0.45 4.04 4.02 145 171 107 135
ABCD 0.65 3.96 3.95 164 196 138 173
ABC 0.53 4.15 4,06 148 175 117 147
ABD 0.63 3.99 3.91 184 223 138 173
ACD 0.61 4.05 3.96 171 206 123 154
BCD 0.56 4.12 4.04 155 184 116 146
AB 0.52 4.11 4.03 156 186 117 147
AC 0.49 4.17 4.08 154 183 104 131
AD 0.59 4.08 4 176 206 123 154
BC 0.46 4.11 4.03 155 184 113 141
BD 0.55 4.09 4 159 190 116 146
CD 0.56 4.09 4 139 193 111 139
A 0.48 4.2 4.12 150 177 104 131
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0.45 4.08 3.99 151 179 113 141
0.46 4.07 3.99 161 193 107 135
0.54 4.12 4.04 153 181 111 139

Vertés yra pateiktos 3vieZio svorio pagrindu.

I8 aukSc¢iau pateikty rezultaty matyti, kad silosas buvo
geral 1iS8saugotas, turi pH apie 4 ar net maZiau ir

didele pieno rigsties koncentracija.

MedZiagy iStekéjimas 18 drégno derliaus priklauso nuo

fermenty frakcijy A ir D, o pastaroji frakcija
ypatingai aktyvi. Fermenty frakcija D lemia Zalingy
medZziagy iStekéjimg. Naudojant frakcijg A, medZiagy

iStekejimas sustoja po 1l4-tos dienos, o naudojant

frakcija D, iStekéjimas nesustoja per visg silosavimo

periods.
4 pavyzdys

Manoma, kad dariniai, tokie kaip kombinacijos ABC, ACD,
AC ir ABD, o taip pat ir kitos kombinacijos, gali bati
pagaminti genetiniu bidu i3 celiulazés Saltinio.
PavyzdZiui, celobiohidrolazés I, celobiohidrolazés 1II,

endogliukanazés I ir Jjy kombinacijy fermenty geny
kodavimas gali bOti iStrintas i3 Trichoderma raSies.

Laukiama, kad celiulaze, iSskirta is risiy su
trikstamais genais, turéty panadig jtaka derliui, kaip
atitinkamy celiuliozés frakcijy, gauty i¥ anijonitinés

kolonelés, kombinacijos.

Taip pat manoma, kad i3valyta ar praturtinta fermentais
celiulaze tures pana$ig itakg derliui, kaip ir celiu-
lazés atitinkamos kombinacijos, frakcionuotos Jjoniti-

néje koloneéléje.
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ISRADIMO APIBREZTIS
1. Fermenty kompozicija, apimanti daugiafermentine
celiuliazine medZiaga, be s i s ki rianti tuo,
kad bent apie 99% minétos celiulazines medZiagos
susijungia su Q-sefarozés anijonitu, esant pH apie 8 ir
laidumui, maZdaug ekvivalentiskam 20mM tris-buferio

laidumui.

2. Fermenty kompozicija pagal 1 punktg, b e s i s k i -
riant i tuo, kad bent apie 99% 3ios celiulazinés
medZiagos susijungia su anijonitu, esant pH apie 8 ir
laidumui, mazZdaug ekvivalenti3kam 20 mM tris-buferio,

kuriame yra 0,08 M NaCl, laidumui.

3. Fermenty kompozicija pagal 1 punkta, b e s i s k i -
r iant i tuo, kad bent apie 99% Sios celiuliazines
medZiagos susijungia su anijonitu, esant pH apie 8 ir
laidumui, maZdaug ekvivalentiSkam 20 mM tris-buferio,

kuriame yra 0,15 M NaCl, laidumui.

4. Fermenty kompozicija pagal 1 punkta, b e s i s k i -
r i a t i tuo, kad bent apie 99% Sios celiuliazines
medZiagos (i) susijungia su anijonitu, esant pH apie 8
ir laidumui maZdaug ekvivalentiskam 20 mM tris-buferio,
kuriame yra 0,08 M NaCl, laidumui ir (ii) iSsiplauna i$
minéto anijonito, esant laidumui maZdaug ekviva-
lentiskam 20 mM tris-buferio, kuriame yra 0,15 M NaCl,

laidumui.

5. Fermenty kompozicija pagal 1 punkta, b e s i s k i -
rianti tuo, kad bent apie 99% Sios celiuliazinés
medZiagos (i) susijungia su anijonitu, esant pH apie 8
ir laidumui maZdaug apie 20 mM tris-buferio laidumui ir
(ii) iSsiplauna 18 &io anijonito, esant laidumui
mazdaug ekvivalentiskam 20 mM tris-buferio, kuriame yra
0,15 M NaCl, laidumui.
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6. Fermenty kompozicija pagal 1 punktg, be s i s k i -
rianti tuo, kad bent apie 99% Zios celiuliazinés
medZziagos (i) susijungia su anijonitu, esant pH apie 8
ir laidumui maZdaug apie 20 mM tris-buferio laidumui ir
(ii) i3siplauna i3 $io anijonito, esant laidumui
mazdaug ekvivalentiskam 20 mM tris-buferio, kuriame yra
0,08 M NaCl, laidumui.

7. Fermenty kompozicija pagal 1 punkty, b e s i s k i -
r ianti tuo, kad bent apie 99% 3ios celiuliazinés
medZiagos (i) susijungia su anijonitu, esant pH apie 8
ir laidumui maZdaug 20 mM tris-buferio laidumui ir (ii)
issiplauna i% minéto anijonito, esant laidumui mazdaug
ekvivalentiSkam 20 mM tris-buferio, kuriame yra mazZdaug
0,01-0,08 M NacCl, laidumui ir laidumui mazZdaug
ekvivalentiSkam 20 mM tris-buferio, kuriame yra daugiau

kaip mazZdaug 0,15 M NaCl, laidumui.

8. Fermenty kompozicija, apimanti daugiafermentine
celiuliazine medZiagg, b e s i s k i r 1 a n t i tuo,
kad bent apie 95% 3Sios celiulazineés medZiagos yra
celiuliazine medZiaga, kuri (i) nesusijungia su Q-
sefarozés anijonitu, esant pH apie 8 ir laidumui
mazdaug ekvivalentidkam 20 mM tris—buferio. laidumui,
(11) susijungia su minétu anijonitu, esant pH apie 8 ir
laidumui maZdaug ekvivalentiskam 20 mM tris~buferio,
kuriame yra 0,08 M NaCl, laidumui, arba (iii) yra (i)

ir (ii) punkty kombinacija.

9. Fermenty kompozicija pagal 8 punktg, be s i s k i -
rianti tuo, kad bent apie 95% $ios celiuliazinés
medZiagos yra celiuliazine medzZiaga, kuri (i) nesusi-
jungia su anijonitu, esant pH apie 8 ir laidumui
mazdaug ekvivalentifkam 20 mM tris-buferio laidumui,
(i1) susijungia su minétu anijonitu, esant pH apie 8 ir

laidumui maZdaug ekvivalentiskam 20 mM tris-buferio,



10

15

20

25

30

35

LT 3208 B
28 |

kuriame yra 0,15 M NaCl, laidumui arba (iii) yra (i) ir

(ii) punkty kombinacija.

10. Fermenty kompozicija pagal 8 punkta, b e s i s -
k i r i an t i tuo, kad bent apie 95% minétos
celiuliazinés medZiagos nesusijungia su anijonitu,
esant pH apie 8 ir laidumui maZdaug ekvivalentiskam 20

mM tris~-buferio laidumui.

11. Fermenty kompozicija pagal 8 punkta, b e s i s -
k i r i a n t i tuo, kad bent apie 95% minetos
celiulazinés medZiagos yra celiuliaziné medZiaga kuri
(1) nesusijungia su anijonitu, esant pH apie 8 ir
laidumui maZdaug ekvivalentifkam laidumui 20 mM tris-
buferio, (ii) susijungia su minétu anijonitu, esant pH
apie 8 ir laidumui maZdaug ekvivalentiskam 20 mM tris-
buferio, kuriame yra tarp maZdaug 0,08 ir 0,15 M NacCl,

laidumui arba (iii) yra (i) ir (ii) punkty kombinacija.

12. Fermenty kompozicija, apimanti daugiafermentine
celiulazine med?iaga, b e s i s ki rianti tuo,
kad bent apie 95% minétos celiulazinés medZiagos yra
celiuliaziné medZiaga, kuri (i) nesusijungia su
anijonitu, esant pH apie 8 ir laidumui maZdaug
ekvivalentiskam laidumui 20 mM tris-buferio, kuriame
yra ma¥daug 0,08 M NaCl, (ii) susijungia su minetu
anijonitu, esant pH maZzdaug 8 ir laidumui maZdaug
ekvivalentiSkam 20 mM tris-buferio, kuriame yra 0,15 M
NaCl, laidumui, arba (iii) yra (i) ir (ii) punkty

kombinacija.

13. Fermenty kompozicija pagal 12 punkta, b e s i s -
k iriant i tuo, kad joje bent apie 95% minétos
celiuliazinés medZiagos nesusijungia su anijonitu,
esant pH apie 8 ir laidumui maZdaug ekvivalentiSkam 20
mM tris-buferio, kuriame yra maZdaug 0,08 M NacCl,

laidumui.
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14. Fermenty kompozicija, apimanti daugiafermentine
celiulazine medZiaga, b e s i s k i r i ant i tuo,
kad joje bent apie 95% minétos celiuliazinés medZiagos
nesusijungia su anijonitu, esant PH apie 8 ir laidumui

mazdaug ekvivalenti3kam 20 mM tris-buferio, kuriame yra

mazdaug 0,15 M NaCl, laidumui.

15. PasSariniy kultdry apdorojimo bidas, b e s i s k i -
r i a n t i s tuo, kad i Sias kultiras prideda
celiuliazinés medZiagos tirpalg apibtdintos pagal bet

kuri is 1-14 punkty.

16. PaSariniy kultlry apdorojimo bidas pagal 15 punkts,
b e s i s k i r i an t i s tuo, kad mineétg
celiuliazes tirpalg prideda j augancias kultdras,
nuimtas kult@ras arba nuimtas kultiiras 48-iy valandy

laikotarpyje pries Seriant gyvulius Siomis kultGromis.
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