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Sis isradimas priskiriamas Zemés Ukio biotechnologijy sri¢iai. Jame aprasytas
sekliniy grady ir sékly apdorojimo bldas, kuomet jie apdorojami pienartigsciy bakterijy
preparatais, siekiant apsaugoti nuo pelésiniy mikroorganizmy. Siame i$radime
apra$omas pienariigééiy bakterijy preparaty panaudojimo bidas, apdorojant séklinius

gradus ir séklas prie$ séja.
TECHNIKOS LYGIS

Maisto pramonéje naudojami grlidai daZnai blGna uZkrésti patogeniniais
mikroorganizmais. Didesnés patogeniniy mikroorganizmy koncentracijos visiSkai
sugadina gradus ir jy negalima panaudoti maisto produktams gaminti. UZkrestus
gridus panaudojus kaip seklinius jie blogai dygsta, Zenkliai sumaZeja grudy
derlingumas. DaZniausiai sékliniai gridai blina uzkrésti Fusarium spp., Cochliobolus
sativus, Alternaria spp. ar kietosios kilés Tilletia caries sporomis. Pelésiai
maitindamiesi griidais i§skiria antrinius metabolitus - mikotoksinus, nuo kuriy i§sivysto
fuzariozinis puvinys. Jis kenkia ne tik patiems augalams, bet ir patiems gridamas,

kurie tampa netinkami nei maisto produktams gaminti nei paSarams ruosti.

Tokiems patogeniniams mikroorganizmams degraduoti arba sustabdyti jy
augima yra panaudojama nemazai cheminiy ir biologiniy preparaty. Taciau Sie
preparatai turi jvairiy trakumuy:

1) nepakankamas veikimo efektyvumas, kadangi preparatai pasizymi siauru
antimikrobinio poveikio specifiSkumu;

2) trumpalaikis poveikis, nes apdorojami tik gridai ar seklos;

3) trumpa antikikrobiniy preparaty gyvavimo trukme.

Patentingje literatliroje yra apraSomos jvairios bakteriocinus sintetinanéiy
bakterijy rasys. I8 jy iSskirti peptidai placiai pritaikomi jvairiose srityse, tokiose kaip
veterinarija, Zemdirbysté, maisto pramoné, kosmetikos pramoné, medicina ir kt.

Patente US004980163 pateikiamos plataus pritaikymo spektro bakteriociny
kompozicijos. Sios kompozicijos gali bti istirpintos arba suspenduotos tam tinkamame
tirpiklyje ar matricoje ir pasiZzymi platesniu antimikrobiniu veikimu nei naudojant
kiekvieng i§ kompozicijos komponenty atskirai. [Stirpintos arba suspenduotos
bakteriociny kompozicijos turi platesnes praktinio pritaikymo galimybes. Kompozicijy
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sudétys atrodé taip:
lizostafinas ir savo sudétyje lantionino turintis bakteriocinas;

lizostafinas, savo sudétyje lantionino turintis bakteriocinas ir chelatuojantis

agentas;

lizostafinas, savo sudétyje lantionino turintis baltymas, chelatuojantis agentas

ir surfaktantas.

Patente US005348881A apraSoma N. Lactococcus mikroorganizmai,
produkuojantys du ar daugiau skirtingy bakteriociny. Lactococcus lactis naudojami
maisto pramonéje Lactobacillus casei ir kity maisto uZkraty inhibicijai. Taip pat
apraSomos bakteriociny kompozicijos, bakterijy misiniai ir ju panaudojimo maisto
pramonéje metodai.

Patente US005683890A aprasomi Streptococcus thermophilus bakteriocinai,
turintys amino rigs¢iy sekas SEQ ID NO: 1 ir SEQ ID NO: 2. Taip pat apraSomas
metodas, kaip gauti supernatanto ekstrakta, turintj bent viena i$ Siy dviejy bakteriociny.
Galiausiai aprasomas Siy bakteriociny, kaip prie$ patogenus aktyviy agenty,
panaudojimas maisto produkty, ypaé¢ sdriy ir rigsciy pieno gaminiy, bei kosmetikos
produkty gamyboje.

Patente US005691301A aprasomas bakteriociny kompozicijos, apimancios
savo sudétyje lantionino turin€ius bakteriocinus ir nebakteriocidinius agentus. Kai
bakteriociny kompozicijos imobilizuojamos ant tinkamy nesikliy, jie tampa pagerintais,
greitai veikiangiais plataus veikimo spektro bakteriocinais, tinkamais jvairiapusiam
naudojimui.

Patente US20120164119A1 aprasomas naujas antimikrobinis agentas. Jis turi
panasy j nizino antimikrobinj poveikj. Bakteriocinas pavadintas lakticinu 3147, kurio
molekulinis svoris 2,8 kad. Jis inhibuoja laktokoky, laktobacily, enterokoky, bacily,
leukonostroky, pediokoky, klostridijy, stafilokoky ir streptokoky aktyvuma. Taip pat
geba inhibuoti nizing produkuojanégius bakterinius kamienus.

Patente US006753024B2 aprasoma gumbasvoginiy iSoriné luobelé bei j
gabalelius supjaustomi gumbasvoginiai. Gabaléliai sutrinami j tyrele, kuri
iSdZiovinama, praskiedZziama vandeniu ir verdama. Po to inokuliuojama atrinktomis

bakteriocinus produkuojanéiomis bakterijomis ir palickama fermentuotis, kol
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gaunamas maistinis konservantas.

Patente US00689370B2 apraSomi nauji bakteriocinai, produkuojami naujy
bakterijy kamienai. Sie antimikrobiniu veikimu pasizymintis peptidai panaudojami
sumazinti patogeniniy bakterijy dauginimasi gyvinuose (ypa¢ naminiuose
pauks$giuose).

Patentas US007449311B2 siejamas su iki Siol nezinomus bakteriocinus
produkuojanciais mikroorganizmais. Tiksliau i$radime charakterizuojamas naujas
bakteriocinas su lantibiotiku. Jis pavadintas makedocinu, kadangi yra produkuojamas
Streptococcus macedonicus ACA-DC 198 mikroorganizmy. Makedocinas inhibuoja
platy pieno rigstj gaminanciy bakterijy spektra, o taip pat ir keleta maistg gadinanéiy
patogeniniy bakterijy (tarp jy ir Clostridium tyrobutyricum). Makedocinas yra
temperatiros at2vilgiu stabilus, aktyvus ir veikia platiame pH intervale. Patente taip
pat apraSomas nepatogeniniy mikroorganizmy panaudojimas makedocino biosintezei
maiste vykstanciy fermentaciniy procesy metu, tokiy kaip pieno produkty (sviesto,
sirio), fermentuotos mésos ir darzoviy paruo$imas. Be to, apragomas ir makedocino
panaudojimas ir ne fermentaciniuose procesuose, tokiuose kaip Zalios mésos,
vakuumuoty meésos produkty, greito maisto ir konservy gamyboje.

Patente US20080248953A1 apraSomas metodas, skirtas pagerinti augaly
vegetacijg ir/arba atsparumg ligoms. Tam naudojamas i$grynintas polipeptidas, kuris
pasiZymi geresnémis antimikrobinémis savybémis, apsaugant augalus, augaly séklas
arba vegetacijos aplinkg nuo patogeniniy mikroorganizmy.

Patente US20110236359A1 aprasomas naujas pienariigéte produkuojanéio
kamieno Lactococcus lactis porasiai /lactis MM19 (katalogo Nr. NML-080508-01) ir
Pediococcus acidilactici MM33 (katalogo Nr. NML-080508-02), i§skirti i Zmogaus
Zarnyno. Kamieny L. lactis porusiai MM19 ir P. acidilactici MM33 bei produkuojami
bakteriocinai yra naudingi mikrobinio augimo maisto produktuose inhibavimui ir
mikrobinés infekcijos ar kolonizavimo Zinduoliuose inhibavimui.

Patente US20120028799A1 apraSomas augaly ligy, sukelty bakteriniy ar
grybeliniy patogeny kontroliavimo metodas. Jis paremtas i§ Streptomyces scopuliridis
kamieno RB72 i§skirto baltymo ar polipeptido, kuriame yra amino rlgstis i§ pateiktos
SEQ ID NO: 1 pritaikymu augaly ar augaly sékly apsaugai. Taip pat aprasomos
specifinés salygos, prie kuriy yra pasiekiamas efektyvus augaly ligy, sukeliamy
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bakteriniy ar grybeliniy patogeny, gydymas. Be to, apibldinama augaly ir augaly sékly,

apdoroty minétais antimikrobiniais agentais, sodinimo kompozicija.

Patente RU 2409661 C2 apraSomas iSradimas gali bati pritaikomas
infekcinemis ligomis sergangiy gyviny (ypad¢ paukséiy) profilaktikai ir gydymui. Stamas
Enterococcus feacium LVP1073, yra i$skirtas i§ sveiko vis&iuko Zarnyno. Sis
producentas sintetina bakteriocing E1073, kuris yra aktyvus prie$ bakterinius
patogenus. Sis 34 amino rig$éiy ilgio bakteriocinas yra priskiriamas katijoniniy peptidy
grupei (pl = 8,2), jo molekuliné maseé lygi 3256 Da. Taip pat buvo identifikuotas
bakteriocino E1073 biosintezés induktorius Lactobacillus plantarum 1LVP. Taip pat
buvo nustatytas signalinis peptidas reguliuojantis bakteriocino biosinteze. Patente
aprasomas iSradimas, veiksmingas prie§ daugelj gramteigiamy ir gramneigiamiy
patogeniniy mikroorganizmy. Taip pat apdorojus minétu bakteriocinu vi$¢iukus prie$
skerdima, gauta produkcija yra apsaugoma nuo Zmogui kenksmingy patogeniniy
mikroorganizmuy.

Patente LT 4209 B yra aprasomas augaly gridy apdorojimo badas,
panaudojant pienarig$¢io bakterinj preparata, siekiant pagerinti gridy kokybe.
ISradime taip pat apradytas Sio preparato panaudojimo blidas, kuomet laukuose
apipur$kiami gradis nokinantys augalai. Be to, apraSomas alaus gamybai naudojamo
salyklo apdorojimas biopreparatu.

Taciau ir toliau iSlieka poreikis sukurti grei¢iau veikiantj, efektyvesnj, naujos
kartos bioprodukta, kuris veikty plad&iame antimikrobiliame intervale. Siuo metu yra
sukurti saugs antimikrobiniai preparatai, pagaminti i§ pienartig§&iy bakterijy, turi
siaurg specifinj antimikrobinj aktyvuma. Siems trikumamas pasalinti ir padidinti gridy
ir sékly daigumg bei derlingumg sukurtas naujas sekliniy gridy ir sékly apdorojimo
bldas.

ISRADIMO ESME

ISradimo tikslas — sumazZinti sékliniy grady ir sekly mikrobiologine tarsg ir
pagerinti natiraliomis biopriemonémis jy daiguma, apvoliojant séklinius gridus ir
séklas padauginty augaliniame substrate, praturtintame mineralinémis medziagomis ir
aminortgstimis, bakteriocinus gaminanéiy pieno rigsties bakterijy misiniu. Kai kurie
cheminiai antimikrobiniai preparatai (beicai) turi per iigg gyvavimo trukme. Dél $ios
priezasties, i$ beicuoty grady gaminant maisto produktus, jie gali paklidti ir j Zzmogaus
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organizma.

ISradimo esmé yra sékmingas pienarigs¢iy bakterijy biopreparaty
panaudojimas Zemeés Gkyje naudojamy gridy apsaugai nuo patogeniniy mikroby.
Tokie biopreparatai yra tinkami naudoti augaly auginimo ir grady derliaus laikymo metu
susidarangiy fitopategeny ir antrinio metabolizmo produkty prevencijai.

Siame i$radime yra sillomas naujas gridy ir sékly apsaugos bidas, kuris
pilnai ar bent i$ dalies iSsprendZia esamas problemas. Nuo Zinomy griidy apdorojimo
antimikrobinémis medzZiagomis iSradimas skiriasi tuo, kad uZkrésti patogeniniais
mikroorganizmais gridai ir séklos apdorojamos kompleksiSkai antimikrobiniu
preparatu, gauty i$ skirtingy pienarigs&iy bakterijy.

Taip pat skiriasi tuo, kad skirtingos pienartig§€iy bakterijos yra parenkamos
taip, kad i jy gauti atimikrobiniai biopreparatai turi platy antimikrobinj poveikj
skirtingiems patogeniniams mikroorganizmams, priklausomai nuo to, kuo uZzkresti
gradai.

Tredias skirtumas pasireiSkia tuo, kad antimikrobinés medziagos gali bati
panaudotos apvalytos arba kartu su pienarlig$témis bakterijomis.

Ketvirtas skirtumas pasireiSkia tuo, kad biopreparatas gali bti naudojamas
kompleksiSkai apdorojant séklinius gridus arba séklas prie$ séjg arba po séjos.

Mikroroganizmai esantys sékliniuose griduose ir séklose gali bati naudingi
arba kenksmingi. | sékliniy grady ir sékly mikrofloros sudétj jeina tokie pelésiniai
mikroorganizmai kaip Fusarium spp., Cochliobolus sativus, Alternaria spp., pa$aknio
puviniai ir kietosios ir dulkan&ios kilés. Si mikroflora mazina gridy derliy ir sudaro
nepalankias sglygas sékliniy grady ir sékly laikymui.

Pelésiniai grybai yra nepageidautinos priemai$os sékliniuose griiduose,
naudojamuose maisto ir paSary pramoneéje. Dél to batina kontroliuoti sékliniy gridy
uZterStuma pelésiais jy saugyklose, nes tokie veiksniai kaip temperatira ir drégnis gali
inicijuoti pelésiy augima. Tam, kad baty sustabdytas pelésinés mikrofloros augimas,
yra panaudojamaos pienartgsc&io ragimo bakterijos.

TINKAMIAUSI |GYVENDINIMO VARIANTAI

Antimikrobinémis savybémis pasiZzymintiems bioproduktams sukurti buvo
atrinktos  labiausiai patogeninius mikroorganizmus veikiangios pieno ragsties
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bakterijos Lactobacillus sakei (MI806), Pediococcus acidilactici (MI810) ir Pediococcus
acidilactici (MI807), kurios buvo i$skirtos i$ rlginiy duonos raugy ir saugomos UAB

,Biocentras* mikrobiniy kultiry muziejuje.

Lactobacillus sakei (MI806) : gramteigiamos, anaerobinés, spory
nesudarangios, lazdelés pavidalo bakterijos, priskiriamos Firmicutes tipui, eilei
Lactobacillales, Seimai Lactobacillaceae, gendiai Lactobacillus. Kultira auginama
anaerobinémis saglygomis; ant agarizuotos MRSA terpés, 37°C temperatiroje uzauga
per 48 val. Gali augti 35-50 °C temperatiiry ribose. Auga 3,5-7,0 -8,5 pH ribose.

L. sakei pasizymi fermentaciniu metabolizmu, galutinis fermentacijos
produktas - laktatas. Kiti galimi produktai: acetatinés druskos, etanolis, COx,
sukcinatas.

Toliau pateikiami Lactobacillus sakei (MI806) taksonominés priklausomybés
nustatymo duomenys (SEQ ID Nr. 1):

NAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAA
ACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGAC
GGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG
GTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTG
CTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGG
GCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCAC
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGAC
TCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTT
TCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
GTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCaGGTCTTGACATCCTCT
GANNNCCCTAGAGATAGGGCTTTCCCNTCGGGGNNN.
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Pediococcus acidilactici (MI810) priskiriamos Firmicutes tipui, eilei
Lactobacillales, $eimai Lactobacillaceae, gendiai Pediococcus. Bakterijos auginamos
ant MRSA arba M-17 terpiy. Auginant 37 °C temperatlroje anaerobinémis saglygomis,
uzauga per 48 -72val.

P. acidilactici yra koky pavidalo, gramteigiamos, nejudrios, spory
nesudarandios laktobakterijos. Suformuoja koky tetradas. Bakterijos priskiriamos
fakultatyviniams anaerobams. Vykdo fermentuojamo tipo metabolizmg. Fermentuoja
cukrus. Galutinis metabolizmo produktas - pieno rigstis. CO2 neiSskiria. P. acidilactici
gerai auga rtigs¢ioje aplinkoje, bet gali augti ir gana placiose 4,5 -8,0 pH ribose. Jos

taip pat atsparios ragstims.

Toliau pateikiami Pediococcus acidilactici (MI8010) taksonominés
priklausomybeés nustatymo duomenys SEQ ID Nr. 2):

NAANTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAA
GCAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGC
CTGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTAGCCGAC
CTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGC
CGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACG
TGGGTGAGAGTAACTGTTCACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATT
TATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTC
GGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGA
CAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGG
TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGATTACTAA

GTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCGC
CTGGGGAGTN.

Pediococcus acidilactici (MI807) priskiriamos Firmicutes tipui, eilei
Lactobacillales, Seimai Lactobacillaceae, genciai Pediococcus. Bakterijos auginamos
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ant MRSA arba M-17 terpés. Auginant 37 °C temperatiiroje anaerobinémis salygomis

uzauga per 48 -72 val.

P. acidilactici yra koky pavidalo, gramteigiamos, nejudrios, spory
nesudarancios laktobakterijos. Suformuoja koky tetradas. Bakterijos priskiriamos
fakultatyviniams anaerobams. Viykdo fermentuojamo tipo metabolizma. Fermentuoja
cukrus. Galutinis metabolizmo produktas pieno ragstis. CO2 nei§skiria. P. acidilactici
gerai auga ragscioje aplinkoje, bet gali augti gana plagiose 3,5-8,0 pH ribose. Atsparios
rigstims.

Toliau pateikiami  Pediococcus acidilactici (MI807) taksonominés

priklausomybés nustatymo duomenys (SEQ ID Nr. 3):

NCCTTTAGTGCTGGACGTGTAAAGTAATCACGTTAGCTTGTTGGTAAAG
TTCTTCTAAAGTATCTACATACATGCCTTCCTTTTCTAATGCAGGATTACGGAAAA
CATCGTACGCAATTACCTTTGCGCCAAATCCTTTAAAAATGTCAATTGCAGCACG
GCCAATCCGTCCGGTACCAATTACCCCAACGGTCATTTGATTAAGTTCCAAACC
GATGTCTGGTTCCCAACGATAATCGCCATGAGCCATTTTGTATTCAAATTCAGGA
ATCTTACGGAGTAATGCTAACAGTTGGGTGACTGACAATTCAGCAATTGCTCTTG
GAGAATATGCTGGTACGTTCGAAATTTTGATATCATTTTTCTTGAGTGCATCTGC
GGGTNCNNNTCAAGTCCN.

ISskirti mikoorganizmai pasiZymi plagiu antimikrobiniu aktyvumu (1 lentele).

1 lentelé. PRB ir antigrybiniy preparaty inhibicinis poveikis spory susidarymui

ir augimui

PRB supernatanty (S) ir neutralizuoty iki pH 6,5
supernatanty (BPM) inhibitorinis spektras
KTU05-06 | KTU05-07 | KTU05-08 KTU05-09 | KTU05-10

, S |BPM |S |BPM |S |BPM |S |BPM |S [BPM
| R. stolonifer 2-KA - - - - - - - - - -
P. expansum 23L + + + + + + + + - -
|| A niger MD-029 + |+ + |+ + |+ + |+ + |+
2| A versicolor MI-130 + + - + + + + - - +
Grybai | A. fumigatus KO-5 - - - - + |+ - - + |+
- | P.chrysogenum 48-L - - + + + + + + + +
- ['A altemata 1-4U - - - - - - - - - -
- | P cyclopium 21AL R N I I - |-
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| F. culmorum L-2 e R o RS EE=" = i U VU DRI

 ['F solani 4-SA 1 T o S s

— | P. brutonii P.3 - - R R A - -
| S. capsularis S.1 - - - - - - - - - -
Z. bailii ZA(T) - - - - - - - - - -
K. marxianus K.7.1(T) - - - - - - - - - -
S. cerevisiae Sa.1.5(T) | - - - - - - - - - -
A. parapsilosis C.7.2 ++ | ++ - - ++ | ++ ++ | ++ - -
il Y. lipolytica Y.C.6.1 - - - - - - - - - -
- ["hansenii Deb.4(T) P R _ R R R R + |-

Antimikrobinis aktyvumas buvo nustatomas difuzijos j agara metodu,
naudojant indikatorinius mikroorganizmus. Tam | Petri Iék$teles plonu sluoksniu
iSpilstoma terpe, tokiu biidu suformuojant pagrinda kaip papildomy maistiniy medziagy
Saltinj. 18dZitivus apatiniam sluoksniui j 10 mL i8lydytos ir iki 45 °C temperatiiros
atvesintos terpeés pridedama patogeniniy mikroorganizmy suspensijos ~ 104 KFV
lasteliy gazono. Terpeé uZpilama ant paruosty leksteliy su paruostu apatiniu agaro
sluoksniu. Sustingus virSutiniam agaro sluoksniui, steriliu cilindru i$pjaunamos 8 mm
skersmens jdubos ir agaras paSalinamas. | $ulinglius dozuojama po 50 pL
biopreparato. Petri leksteles su paseliais inkubuojamos termostate. Inkubacijos trukme
ir temperatira parenkama atsiZvelgiant | patogeninj mikroorganizma. Kaip teigiama
reakcija — testuojamy mikroorganizmy augimo slopinimas — vertinama skaidri zona
apie jduba, iSmatuojant skaidrios zonos aplink $ulinglj skersmen;.

Toliau pateikiama antimikrobiniy biopreparaty fermentacijos technologine
schema - | etapas (1 pav).
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Lactobacillus Pediococcus Pediococcus
sakei (MI806) acidilactici (MI807) acidilactici (MI1810)

| _ l |
} F

1.1. Mitybinés -
terpés 1. Paséjamosios
paruo$imas > kultros
> auginimas

A 4

1.2. Auginimas

2. Paséjamoji
kultira
3.1 : > 3. Kultdros
) 'Iref}glmq > auginimas
parfiosimas . bioreaktoriuje
3.2. Mitybinés 1
terp.es 4. Kultdrinis skystis
paruo$imas
3.3. Kultiiros .
. . E— 5. Konservavimas
auginimas

1 pav. Antimikrobiniy biopreparaty fermentacijos technologiné schema (l
etapas)

Kompleksiniam  biopreparatui  gaminti  naudojamos  bakteriocinus
sintetinan¢ios pieno rligsties bakterijos: Lactobacillus sakei (MI806), Pediococcus
acidilactici (MI810) ir Pediococcus acidilactici (MI807).

Lactobacillus sakei (MI806) bakterijos auginamos MRS sultinyje nemai$ant 18
valandy, esant 35 °C temperatiiroje. Po to 2 % gauto inokuliato i§sejama j sterilintg
fermentacijos terpe, sudaryta i$ bulviy sunkos, 5 % ryziy ekstrudato, 0,1 g/L mangano
sulfato (MnSQs), 0,2 g/L magnio sulfato (MgSQa), 2 g/L cisteino hidrochlorido ([HS-
CH2-CHNH3*-CO2H]CI"). Bakterijy kultGra auginama 6 val., esant 35 °C temperatirai.

Pediococcus acidilactici (MI807) bakterijos auginamos nemai$ant MRS
sultinyje 18 valandy, 35 °C temperatiroje. Po to 2 % gauto inokuliato iSséjama |
sterilintg fermentacijos terpe, sudarytg i§ bulviy sunkos, 5 % ryiy ekstrudato, 0,1 a/L



11

LT 6142 B

mangano sulfato (MnSOs4), 0,2 g/L magnio sulfato (MgS0Qa), 2 g/L cisteino hidrochlorido
([HS-CH2-CHNHa3*-CO2H]CI'). Bakterijy kultira auginama 18 val.,, esant 35 °C

temperatdirai.

Pediococcus acidilactici (MI810) bakterijos auginamos nemai$ant MRS
sultinyje 18 valandy, esant 35 °C temperatiiroje. Po to 2 % gauto inokuliato i§séjama
i sterilinta fermentacijos terpe, sudaryta i$ bulviy sunkos, 5 % ryziy ekstrudato, 0,1 g/L
mangano sulfato (MnSOs), 0,2 g/L magnio sulfato (MgS0as), 2 g/L cisteino hidrochlorido
([HS-CH2-CHNH3*-CO2H]CI"). Bakterijy kultira auginama 6 val., esant 35 °C

temperatirai.

Toliau pateikiamos pagrindinés kultarinio skys&io charakteristikos (2 lentele).

2 lentelé. Pagrindinés biopreparato charakteristikos

‘Rezultatai
Rodiklio ; , i
pavadinimas P. acidilactici | P. acidilactici | L. sakei KTUQ5-
KTU05-10 KTUO05-07 06
TirStos TirStos TirStos
ISvaizda konsistencijos konsistencijos konsistencijos
skystis skystis skystis
Spalva Smélio spalvos Smélio spalvos Smeélio spalvos
K Specifinis bulviy | Specifinis bulviy | Specifinis bulviy
vapas
sunkos kvapas sunkos kvapas sunkos kvapas
Sausy medziagy, | 10-12 10-12 10-12
%
KSV/ml. > 10810 > 10810 > 10910
Indikatoriniy kultiry augimo slopinimo zony diametras (be ulinéliy diametro),
mm ‘
Fusarium . .. ..
culmorum Ne maziau 8 Ne maziau 8 Ne maziau 8
Bipolaris . .. ‘.
sorokiniana Ne maziau 20 Ne maziau 22 Ne maziau 24
Bacillus subtilis | Ne maZiau 20 Ne maziau 20 Ne maziau 23

Toliau pateikiama antimikrobinio preparato valymo schema (il etapas) (2 pav).
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supernatantas

v

6.3. Koncentravimas

acetonu arba
etanoliu

6.4. ISsodinimas

2 pav. Antimikrobinio biopreparato valymo technologiné schema (| etapas):

Gautas kultdrinis  skystis centrifuguojamas,

nepertraukiamo  veikimo

centrifugoje, esant 17000 aps/min. Taip atskiriama biomaseé. Toliau gautas

supernatantas koncentruojamas, panaudojant ultrafiltracijos jrenginj, kurio membranos

pory diametras 1000 — 3000 Da. Gautas koncentratas i§sodinamas acetonu, etanoliu

arba kitu organiniu tirpikliu.

Toliau pateikiamos pirminio ir antrinio apdorojimy biopreparaty principinés

schemos (3 pav).

Sékliniai gradai

Darzoviy séklos

Pirminis
apdarorojimas
biopreparatu

y

Vaismedziy
séklos

T

Naudojamas
apvalytas

- >

Komplesininis sékliniy
grady ir sekly apdorojimas

B

Séjos darbai

2.

\ 4

Antrinis apdarorojimas
biopreparatu po séjos

- - |
]
Platesnis

I
" Bntimikrobinie
veikimo
spektras

b)

T

Naudojamas kultiirinis
skvstas

3 pav. Pirminio (a) ir antrinio (b) apdorojimo sukurtu biopreparatu principinés

schemos

Eksperimentiniai tyrimai lauko sglygomis su kuriamu bioproduktu apdorotomis
vasariniy kvieciy seklomis parode didele preparato jtaka kulttiry derlingumui.
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Zemiau aprasomi keli i$radimo bado pritaikymo pavyzdziai.

1 pavyzdys
Pienarhg$¢io rigimo biopreparaty paruogimas.

Sekliniams griidams, sékloms ir paséliams apdoroti gaminami biopreparatai,
sudaryti i$ 3 skirtingy bakterijy kultary: L. sakei KTU05-06, P. acidilactici KTU05-07, P.
acidilactici KTU05-10. 18 kokiy kultry ir kokiy jy kiekiy gaminamas biopreparatas,
priklauso nuo ‘sékliniq grady irfar seékly uzterStumo nepageidaujamais
mikroorganizmais laipsnio. Galimos biopreparaty sudétys ir komponenty kiekiai yra

pateikiami 3 ir 4 lentelése.

3 lentele. Apvalyty antimikrobiniy biopreparaty kompozicijos

. Naudojama bakterijy kultira

Biopreparato ~ ‘

Nr. L. sakei P. acidilactici P.  acidilactici
KTU05-06 KTUO05-07 KTU05-10

1a 0-100 % 0-100 % -

2a 0-100 %

3a - 0 0-100 %

4a 0-100 % 0-100 % 0-100 %

4 lentelé. Sukoncentruoty antimikrobiniy biopreparaty kompozicijos

Biopreparato | Naudojama bakterijy kultUra , e PRy
Nr. | L.sakei = | P.acidilactici | P. acidilactici

‘ KTU05-06 | KTU05-07 V KTU05-10
1b 0-100 % 0-100 %
2b 0-100 % .. 10-100%
3b . TT0-100% 0-100 %
4b 0-100 % 0-100 % 0-100%

2 pavyzdys

Pienarugscio ragimo biopreparaty jtaka kviegiy , Triso* derlingumui

Pries séja kvietiy gridai buvo apdoroti biopreparatais, sudarytais i$ 3 skirtingy
bakterijy kultiry: L. sakei KTU05-06, P. acidilactici KTU05-07, P. acidilactici KTUO5-
10. Moksliniy tyrimy metu buvo parinktos biopreparaty kompozicijos, turinéios
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didZiausig jtaka vasariniy kvie¢iy derlingumui (5 lentele).

5 lentelé. Pienartg$cio rligimo biopreparaty jtaka kvie&iy , Triso* derlingumui

| Grady  derlius, | Gridy  derliaus | Derlius santykiniais

Tyrimovariantas | o™ | priedas, tha | skaidiais
Kontrolé 473 0 100
KTUO05-6 5,15 0,42 108,8
KTUO05-7 5,23 0,50 110,5
KTUO05-10 5,08 0,35 107,4
TJU05-7 + KTUO5- 5,06 0,33 106.9
KTUQ05-6+ KTU05-7+
KTUO05-10 5,06 0,33 107,0

3 pavyzdys

PienargsCio rdgimo biopreparaty veiksmingumas nuo kietyjy kdliy
vasariniuose kvieciuose , Triso*

Pries séjg kvie€iy gridai buvo apdoroti biopreparatais, sudarytais i$ 3 skirtingy
bakterijy kultliry: L. sakei KTU05-06, P. acidilactici KTU05-07, P. acidilactici KTUO5-
10. Moksliniy tyrimy metu buvo parinktos biopreparaty kompozicijos, veiksmingiausios
nuo kietyjy kaliy vasariniuose kvieéiuose (6 lentele).

6 lentele. Pienarlig&tio ragimo biopreparaty jtaka nuo kietyjy kdliy
vasariniuose kvie¢iuose , Triso*

3} . UzZsikretusiy Pazeidimy
Tyrimo varla,’ntas varpy 1,5 m? sumazéjimas, %
Kontrolé 306 0
KTU05-6 18 94,3
KTU05-7 4 98,8
KTUO05-10 23 92,7
KTUOQ5-7 + KTU05-10 4 98,8
KTUO0S5-6+ KTU05-7+ KTU05-10 | 10 96,7
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4 pavyzdys
Pienartgscio riigimo biopreparaty praktinis panaudojimas lauko sglygomis

PRB pagal tg pacig schemg buvo panaudotas su trimis augalais (vasariniais

kvieCiais , Triso" vasariniais mieziais ,Class” ir ,Simba“).

a) naudojami apvalyti biopreparatai:
Kontrolé (vanduo 20 ml/1 kg seéklos)
Biopreparatas Nr. 1a (20 ml/1 kg séklos)
Biopreparatas Nr. 2a (20 ml/1 kg séklos)
Biopreparatas Nr. 3a (20 ml/1 kg séklos)
Biopreparatas Nr. 4a (20 ml/1 kg séklos)
b) naudojami sukoncentruoti biopreparatai:
Kontrolé (vanduo 20 ml/1 kg seklos)
Biopreparatas Nr. 1b (20 ml/1 kg séklos)
Biopreparatas Nr. 2b (20 ml/1 kg séklos)
Biopreparatas Nr. 3b (20 ml/1 kg séklos)

Biopreparatas Nr. 4b (20 ml/1 kg séklos)

PRB efektyvumas agronominiu poZidriu buvo tiriamas taikant lauko bandymy
metoda. Kiekvienas lauko eksperimentas jrengtas 4 pakartojimais, laukeliai iSdéstyti
atsitiktine tvarka.

Seékla buvo apdorojama séklos beicavimui skirtu jrenginiu Hege 11, kuris
uztikrina tolygy produkto pasiskirstyma ant seklos. Prie$ séjg séklos buvo
dziovinamos. Apvalytais biopreparatais apdorota sekla buvo dZiovinama lauke nuo
saulés apsaugotoje vietoje, po to reikiamas kiekvieno varianto seklos kiekis buvo
pasveriamas kiekvienam laukeliui. Lauko sglygomis laukeliai buvo séjami tikslaus
iSséjimo séjamaja Hege 80.

Po séjos paseliai buvo apdorojami sukoncentruotais bioprepraty vandeniniais
tirpalais. Tam buvo naudojami $ie biopreparato paskleidimo ant paséliy badai:
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purskimas, dulksnojimas ir miglojimas. Pur§kimo darbinis slégis nuo 30 iki 50 bar,
darbinio biopreparato tirpalo iSpur§kimo norma nuo 2000 iki 4000 L/ha. Dulksnojimo
darbinis slégis 50-60 bar, darbinio biopreparato dulksnojimo norma 200-300 l/ha, oro
kiekis 8000-9000 m3h. Miglojimo darbinis slégis 2-3 bar. Prie§ paskleidziant
biopreparatg, paséliy laukas buvo suskirstytas j 0,1 ha (12m x 83,3m) darbinius plotus.
Pase¢liy laukas apdorotas biopreparatu puéiant ne didesniam nei 4 m/s vejo greidiui ir
esant auk$tam atmosferos slégiui.

Siekiant iliustruoti ir apradyti §j iSradima, auk$&iau yra pateikti tinkamiausiy
igyvendinimo varianty aprasymai. Tai néra i§samus arba ribojantis i$radimas, kuriuo
siekiama nustatyti tikslig formg arba jgyvendinimo varianta. | auk$giau pateiktg
aprasyma reikia Zidréti daugiau kaip j iliustracija, o ne kaip j apribojima. Akivaizdu, kad
tos srities specialistams gali bati akivaizdzios daugybé modifikacijy ir variacijy.
Igyvendinimo variantai yra parinkti ir apragyti tam, kad tos srities specialistai geriausiai
iSaiskinty $io iSradimo principus ir jy geriausig praktinj pritaikyma, skirtg skirtingiems
igyvendinimo variantams su skirtingomis modifikacijomis, tinkan&iomis konkre&iam
panaudojimui arba jgyvendinimo pritaikymui, nes konkreéiu atveju kiekybiniai $io
panaudojimo bldo pritaikymo rodikliai gali skirtis. Numatyta, kad i§radimo apimtis
apibréziama prie jo pridéta apibreztimi ir jos ekvivalentais, kuriuose visi mineti terminai
turi prasme plagiausiose ribose, nebent nurodyta kitaip. Turi biti pripazinta, kad
igyvendinimo variantuose, aprasytuose tos srities specialisty, gali bati pateikti
pakeitimai, nenukrypstantys nuo $io i§radimo apimties, kaip tai nurodyta toliau
pateiktoje apibréztyje.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Sékliniy grady ir sékly apdorojimo bidas, besiskiriantis tuo, kad
sékliniai griidai ir séklos apdorojami iSskirta pieno rigsties bakterija, parinkta i$ grupés,
susidedandios i§ Lactobacillus sakei MI8B06, Pediococcus acidilactici MI810 ir
Pediococcus acidilactici M1807.

2. Sékliniy grady ir sékly apdorojimo bldas pagal 1 punktg, besiskirian
tis tuo, kad minéti gridai ir séklos yra apdorojami maziausiai dviem i§ minéty pieno
ragsties bakterijy.

3. Seékliniy grady ir sékly apdorojimo bidas pagal 1 arba 2 punkta, besisk
iriantis tuo, kad minéti gridai ir séklos yra apdorojami kompozicija, kurios sudétyje
yra Lactobacillus sakei MI806, Pediococcus acidilactici MI810 ir Pediococcus
acidilactici M1807.

4. Seékliniy grady ir sékly apdorojimo bldas pagal bet kurj i$ 1-3 punkty, bes
iskiriantis tuo, kad minéti gridai ir séklos yra apdorojami kompozicija, kurios
sudetyje yra maZiausiai dvi i§ minéty pieno rlgsties bakterijy.

5. Sekliniy grady ir sékly apdorojimo blidas pagal bet kurj i$ 1-4 punkty, be s
iskiriantis tuo, kad minéti gradai ir séklos yra apdorojami biopreparatu, apimangiu
kompozicijg pagal bet kurj i$ 3-4 punkty.

6. Sekliniy grady ir sékly apdorojimo bldas pagal bet kurj i§ 1-5 punkty, be s
iskiriantis tuo, kad naudojamas biopreparatas yra apvalytas arba
sukoncentruotas.

7. Seékliniy grady ir sékly apdorojimo bldas pagal 6 punktg, besiskiria
ntis tuo, kad minétas biopreparatas yra apvalytas.
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8. Seékliniy grady ir sékly apdorojimo bldas pagal 7 punkta, besiskiria
ntis tuo, kad apvalytas preparatas yra naudojamas prie$ séja.

9. Sekliniy grudy ir sékly apdorojimo bldas pagal 6 punktg, besiskirian
tis tuo, kad minétas biopreparatas yra sukoncentruotas.

10. Sekliniy grady ir sékly apdorojimo bidas pagal 9 punktg, besiskiria
ntis tuo, kad sukoncentruotas biopreparatas yra naudojamas po séjos.

11. Biopreparato panaudojimas, skirtas sékliniams gridams ir sekloms
apdoroti.

12. Panaudojimas pagal 11 punkta, besiskiriantis tuo, kad biopreparatu
apdoroja séklinius gridus ir séklas prie$ séjg arba po séjos.

13. Sekliniai gridai ir séklos, besiskiriantys tuo, kad yra apdorojami
bldu pagal bet kurj i$ 1-10 punkty.
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