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Sis isradimas yra susijes su biotechnologijomis, ir skirtas pasary gamybos sri¢iai ir gali bati taikomas
gaminti didelio antimikrobinio aktyvumo fermentuoty paSary priedus, paSary papildus, pasSary premiksus, pasary
Zaliavas bei kombinuotus paSarus.Sidloma fermentuoty paSary gamybai naudoti i§ spontaniniy Lietuvoje
uzauginty gradiniy raugy iSskirtas pieno rigsties bakterijy (PRB) padermes Pediococcus acidilactici BaltBio01
MSCL P1480 ir/arba Pediococcus pentosaceus BaltBio02 MSCL P1481. ApraSytas PRB identifikavimas, jy
metabolizmo produkty antimikrobinis poveikis patologinéms bakterijoms ir mikroskopiniams grybams. Pasidlyta jy
gausinimo terpé. Pateikti fermentuoty pasary panaudojimo pavyzdziai atrajojanciy gyvuliy sveikatos gerinimui ir
produktyvumo kélimui.r]
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Probiotiniai fermentuoti paSary priedai

Technikos sritis

Sis i¥radimas yra susij¢s su biotechnologijomis, ir skirtas paSary gamybos sriiai ir gali bati
taikomas gaminti didelio antimikrobinio aktyvumo preparatus — fermentuoty paSary priedus,

pasary papildus, pasary premiksus, pasary Zaliavas bei kombinuotus paSarus.

Technikos lygis

Pastaruoju metu pasary gamyboje yra sitiloma naudoti probiotinius preparatus, kuriy sudétyje yra
pieno rugities bakterijy (PRB). PBR paprastai laikomi naudingi (ne patogeniniai)
mikroorganizmai, kurie gyvena jvairiose aplinkose, tokiose kaip — dirvozemio, augaly, vabzdziy,
gyvany ir Zmogaus mikrofloroje. Sie mikroorganizmai yra antagonistiski puvimo mikroflorai,
taip pat i¥skiria pieno rigdtj ir antibiotikams tapaCias medZiagas — bakteriocinus arba |
bakteriocinus panaSias medZiagas. Pieno riigsties bakterijos skatina B grupés vitaminy (biotino,
tiamino, riboflavino, nikotininés riigities, vitamino B12) ir vitamino K sinteze. Pieno ruigsties
bakterijos geriausiai auga, kai terpés pH yra 4-5. Jos veikia daugelj patogeniniy bakterijy:
Escherichia Coli, Salmonella, Shigella, Pasteurella, Bacillus ir Staphylococcus. Pieno rugsties
bakterijy probiotikai normalizuoja gyvuliy virskinamo trakto mikroflora, stimuliuoja virskinimo
procesus, padeda organizmui pasisavinti paSaro maistinggsias medZiagas, daro jtaka gyvuliy

rezistentiSkumui infekcijoms ir produktyvumui.

Viena i§ perspektyviausiy PRB yra Pediococcus spp. bakterijy gentis ir ypa¢ dvi tos genties
artimai susietos grupés bakterijos Pediococcus pentosaceus ir Pediococcus acidilactici.

Trumpas jy morfologinis apibudinimas yra pateikiamas Zinyne (Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology, vol.3, Furmicutes, Springer, 2009 p.p. 518,519). Yra Zinoma apie Siy bakterijy
panaudojima fermentuoty pasary gamyboje.

Zinomas sausy (kiety) fermentuoty pasary gamybos biidas (Ziiir. patenta W02013029682).
Jame fermentuoty paSary gamyboje sitiloma naudoti vieng ar kelias PRB 1§ grupés Enferococcus

faecium, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidililactili ir
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Pediococcus pentosaceus. Siame iSradime pladiai aprafytas fermentuoty pasary dZiovinimo
biidas ir jrenginys.

Sio isradimo trikumas — aukSta fermentuoty pasary dZiovinimo temperatiira, paduodamo |
dZiovinimo kamerg oro temperatiira yra daugiau kaip +120°C, o iSdZiovinty fermentuoty pasary
temperatiira yra daugiau kaip +40°C — kas labai mazina probiotiniy bakterijy gyvybinguma.

Taip pat Zinomi homofermentuoti skysti pasarai ir jy gamybos budas (Zitr. patenta EP2056681).
Jame fermentuoty paSary gamyboje sitiloma naudoti tas pac¢ias PRB kaip auk$€iau aptartame
iSradime, dar gi nurodomos konkre¢ios PRB padermés Enterococcus faecium MCIMB 30122,
Lactobacillus rhamnosus NCIMB 30121, Lactobacillus plantarum LSI (NCIMB
30083), Pediococcus acidililactili NCIMB 30086 ir Pediococcus pentosaceus HTS (LMG P-
22549).

Apradytas gamybos biidas ir receptiiros netinka sausy fermentuoty pasary gamybai.

Artimiausias analogas silomam iSradimui yra apraSytas patente US20140037786. Tai sausy
fermentuoty pasary gamybos biidas kuriame naudojamos PRB padermés Enterococcus faecium
MCIMB 30122, Lactobacillus rhamnosus NCIMB 30121, Lactobacillus piantarum LSI
(NCIMB 30083), Pediococcus acidililactili NCIMB 30086 ir Pediococcus pentosaceus HTS
(LMG P-22549).

13radimo esmé

ISradimo tikslas — didelio biologinio aktyvumo fermentuoty pasary priedy gavimas panaudojant
naujai atrinktas PRB padermes, i$skirtas i§ savaiminiu biidu fermentuotos griidinés Zaliavos. Sis
tikslas pasiekiamas panaudojant atskirai arba kartu fermentuoty paSary priedy gamyboje PRB
Pediococcus acidilactici BaltBio 01 MSCL P1480 ir/arba Pediococcus pentosaceus BaltBio 02
MSCL P1481. Toliau bus naudojamas sutrumpintas PRB Zyméjimas nenurodant registracijos

Jstaigos ir registracijos numeriy.

Lietuvoje auginamy griidiniy kultiry (rugiy, kvietiy, mieZiy, avizy) aplinkoje dominuoja
Pediococcus ir Lactobacillus gen¢iy PRB, kurios pereina j $iy kultliry spontaninius raugus ir

juose savaiminiai dauginasi. Bakteriniy kultiiry izoliatuose i§ iy raugy dominuoja Pediococcus
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ir Lactobacillus genéiy pieno rugsties bakterijos: 39 % - P. pentosaceus, po 18 % - P. acidilactici
ir L. farciminis, 7 % - L. curvatus, 2 % - L. sakei ir 16 % - neZinomos rusies Lactobacillus spp.
Buvo nustatyta, kad spontaniniuose ruginiuose rauguose 67 % bakterijy yra antibakteriSkai

aktyvios ir gamina skirtingus bakteriocinus.
BaltBio pieno riigsties bakterijy i§skyrimas

BaltBio pienariigi¢iy bakterijy padermés igautos (izoliuotos) i§ savaiminiu budu fermentuoty
Lietuvoje uZauginty varpiniy griidy raugy. Padermiy izoliavimo techninius darbus pagal sutartis

atliko UAB Bioseka. Padermes identifikavo UAB Biosta.

Raugai gaminti laboratorinémis salygomis, kei¢iant terpés drégnj ir fermentacijos temperatiirg.
Raugai buvo ruosti i 1370 tipo ruginiy milty bei avizy milty ir vandens santykiu 1:1 arba 1:2,
temperatiira buvo cikliskai kei¢iama ribose (25-35) °C.

10 g raugo sumaiSyta su 90 ml fiziologinio tirpalo (0,9 % NaCl (Balkanpharma-Troyan AD,
Troyan, Bulgarija)) homogenizatoriuje BagMixer® 400 P (Interscience for microbiology,
Pranciizija). I§ gautos suspensijos ruosti nuo10? iki 10° skiediniai. Atitinkamai 10 ir 107
skiediniai paséti j Petri 1éksteles su mMRS agaru. Lékstelés laikytos 25 °C, 30 °C arba 35 °C
temperatiiroje anaerobinémis sglygomis. Po trijy pary tikrintas ir nustatytas PRB kolonijas
sudaran¢iy vienety skai¢ius grame raugo (KSV/g). Atsitiktinai pasirinktos bakterijy kolonijos (i§
kiekvieno raugo méginio i$skirta po 30 PRB (i§ viso 270)) iSgrynintos perséjant | naujas
léksteles. Bakterijy kultiiros laikytos - 40 °C ir - 80 °C temperaturoje.

Modifikuota MRS terpé (mMRS) ruosta, iStirpinant po 10,0 g triptono peptono ir mésos
ekstrakto, po 5,0 g mieliy ekstrakto ir natrio acetato, po 7,0 g gliukozés, fruktozés ir maltozés, po
2,0 g natrio gliukonato, K;HPOy ir trisamoniocitrato, 1,0 ml tvino 80, 0,2 g MgSO,4-7 H,O, 0,05
g MnSO4-4 H,0, 0,5 g cisteino chlorido, 15,0 g agaro 1 1 distiliuoto vandens. Gautas tirpalas (pH
6,3) sterilizuotas 15 min 121 °C temperatiroje.

MRS agaro terpé (MRS) ruosta, iStirpinant 66,2 g MRS agaro 1 1 distiliuoto vandens. Gautas

tirpalas virtas, kol agaras visidkai istirps ir sterilizuotas 15 min 118 °C temperatiiroje.

BaltBio pieno ragsties bakterijy identifikavimas
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PRB charakterizuotos nustacius jy morfologija, atlikus angliavandeniy fermentacijos ir augimo
skirtingose temperatiirose testus.

Atlikus Gram reakcijos ir katalazés testus nustatyta, kad i§ devyniy savaiminiy raugy méginiy
identifikavimui pasirinktos 67 tiriamos PRB buvo gramteigiamos ir negamino katalazés, kaip
budinga PRB. Mikroskopiniy tyrimy rezultatai parodé, kad 31 padermé buvo lazdelés formos, o
36 padermés — rutuliSkos formos (kokai).

Pagal sacharozés ir maltozés fermentavimg kokai buvo padalinti j dvi grupes: 1 grupei priklausé
26, o antrai - 10 bakterijy padermiy. Visos rutuli$kos bakterijos hidrolizavo trehaloz¢ ir gliukoze.
Zinoma, kad P. pentosaceus ir P. acidilactici skirtingai fermentuoja maltoze ir trehaloze bei
skiriasi galimybe augti 50°C temperatiiroje, P. pentosaceus fermentuoja abu angliavandenius ir
negali augti Sioje temperatiiroje, P. acidilactici fermentuoja tik trehaloz¢ ir auga 50 °C
temperatiiroje. Atsizvelgiant j tai, kad 5 bakterijy padermés fermentavo maltozg ir trehalozg bei
neaugo esant 50 °C temperatiirai, jos pripaZintos kaip P. pentosaceus, o 4 bakterijy padermés
identifikuotos kaip P. acidilactici, nes jos nefermentavo maltozés, bet augo 50 °C temperatiiroje.

Amplifikacijos PGR metodu buvo identifikuotos $iy 9 padermiy 16S rDNR geno sekos. Jy seky
palyginimas su tarptautinio biotechnologijos informacijos centro (NCBI) bakterijy banko
sekomis parod¢ ir patvirtino kad su ne maziau kaip 95% tikimybe $ios PRB padermés priklauso

P. acidilactici ir P. pentosaceus.

Joms yra duoti salyginiai pavadinimas - P. acidilactici BaltBioO1, P. acidilactici BaltBio03, P.
acidilactici BaltBio05, P. acidilactici BaltBio07, P. acidilactici BaltBio09 ir P. pentosaceus
BaltBio02, P. pentosaceus BaltBio04, P. pentosaceus BaltBio06, P. pentosaceus BaltBio08.

[vertinus i8skirty P. acidilactici ir P. pentosaceus padermiy bakteriociny aktyvumg j
patogeninius mikroorganizmus (Bacillus thuringiensis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Bacillus macerans, Salmonella enteritidis, Micrococcus sp, Yersinia
enterocolitica, Listeria sp., Pseudomonas aeroginosa), kaip perspektyviausi mikroorganizmai
gyvuny sveikatingumui uZtikrinti, panaudojant juos paSary priedams ir kitiems paSariniams
produktams, pasirinkti Pediococcus acidilactici BaltBio 01 ir Pediococcus pentosaceus BaltBio
02.
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PRB metabolizmo produkty antimikrobinis poveikis bakterijoms

Parinkty pieno rugsties bakterijy (PRB) P. acidilactici BaltBioOl, P. pentosaceus BaltBio02
metabolizmo produktai (MP) nustatyti antimikrobiSkai aktyviis prie$ jvairias patogenines
bakterijas (Bacillus thuringiensis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Bacillus macerans, Salmonella enteritidis, Micrococcus sp, Yersinia enterocolitica,
Listeria sp., Pseudomonas aeroginosa).

Antimikrobinis PRB metabolizmo produkty poveikis prie§ gram-/+ bakterijas (inhibicijos zony
skersmuo agaro terpéje, mm) parodytas 1 lenteléje.

Nustatyta, kad PRB gali visiSkai sustabdyti patogeniniy bakterijy dauginimasi (bakteriocidinis
poveikis) arba slopinti ar dalinai stabdyti jy augimg (bakteriostatinis poveikis). Antimikrobinis
PRB padermiy poveikis prie§ gram-/+ bakterijas priklausé nuo PRB padermés ir indikatorinio
mikroorganizmo. P. acidilactici BaltBioO1 pasiZyméjo bakteriocidiniu poveikiu prie§ visas
tiriamas indikatorines bakterijas (inhibicijos zonos skersmuo agaro terpéje nustatytas nuo 10+0

iki 24,5+0,7 mm), tuo tarpu bakteriostatiniu poveikiu pasiZyméjo P. pentosaceus BaltBio 02.

1 lentelé
Indikatorinis P.  acidilactici | P.  pentosaceus | Tetraciklinas Streptomicinas
mikroorganizmas | BaltBio 01 BaltBio 02 30ug 10ug
E. coli 14,5+0,7 14,5+0,7* 17 13
Ent. faecalis 13+1,4 11+1,4* 29* 10*
B. macerans 13+0 12+0* 22 18*
S. enteritidis 10+0 11+1,4 20 10
Micrococcus sp. | 24,5+0,7 25+0 30 18
Listeria sp. 13+1,4 10£1,4 26 0
P. aeroginosa 150 15£2,8 11 7
B. thuringiensis | 19,3+£0,5 17,7£0,5 - 17.8

Kur - * bakteriostatinis poveikis

DidZiausias PRB antimikrobinis poveikis nustatytas Micrococcus sp. ir B. thuringiensis

bakterijoms (inhibicijos zony skersmuo agaro terpéje kito nuo 16,2+0,7 iki 25+0 mm).
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Antimikrobinis P. acidilactici BaltBio01 MP poveikis B. thuringiensis augimui nustatytas 8,4 %
didesnis, lyginant su streptomicino antimikrobiniu poveikiu P. acidilactici  BaltBioOl
pasizyméjo bakteriocidiniu poveikiu E. coli Ent. faecalis (13£1,4 mm). Bakteriostatiniu
poveikiu pasiXyméjo P. pentosaceus BaltBio02 (1114 mm) padermé ir antibiotikai:

streptomicinas ir tetraciklinas (10 ir 29 mm, atitinkamai).
PRB metabolizmo produkty antimikrobinis poveikis mikroskopiniams grybams

Vertinant PRB antimikrobinj poveikj prie§ mikroskopinius grybus, kaip Fusarium genties
atstovas buvo pasirinktas Fusarium poae, tuo tarpu kaip Aspergillus genties atstovas pasirinktas
Aspergillus niger. Papildomai jvertintas PRB metabolity poveikis Penicillium chrysogenum
grybui. Antimikrobinis PRB, o taip pat ir antigrybiniy preparaty poveikis Fusarium, Aspergillus
ir Penicillium genties mikroskopiniams grybams (inhibicijos zony skersmuo agaro terpéje, mm)
pateiktas 2 lenteléje. PRB MP pasiZzyméjo fungistatiniu ir fungicidiniu poveikiu Fusarium poae
augimui, tuo tarpu Penicillium chrysogenum ir Aspergillus niger augimui nustatytas tik

fungistatinis PRB poveikis.

2 lentele

Indikatorinis mikroorganizmas

Fusarium poae Penicillium chrysogenum | Aspergillus niger
PRB FS FC FS FC FS FC
BaltBio0O1 15,3+1,0 10,0+0,8 19,5+1,0 — 11,0+1,8 -
BaltBio02 13,5+1,3 — 21,0+1,2 — 11,0+1,2 —
Antigrybiniai preparatai
Ttrakonazolis 9,540 — [7,5%07 -
Nistatinas 13,5¢2,1 31+1,4 16,3+0,4
AFY - - -

FS - fungistatinis poveikis, FC — fungicidinis poveikis.

PRB paruo$imas fermentavimui
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Iki eksperimento PRB buvo laikytos -70°C temperatiiroje (Sanyo, Japonija). Atdildytos PRB
pagausintos MRS agare (Sigma Aldrich, Vokietija) arba kitoje alternatyvioje terpéje, i§laikant 48
valandas P. pentosaceus BaltBio02 35 °C temperatiiroje, P. acidilactici BaltBio01 32 °C
temperatiiroje iki 10°-10° PRB KSV/ml.

Grynos PRB gausinamos alternatyvioje terpéje kuri gaminama i§ bulviy sul€iy, jas
autoklavuojant, atvésinant iki 30°C ir jvedant grynas PRB kulturas (j 0,5 litro sul¢iy / 1 ml gryny
bakterijy kultiiry, pagausinty MRS buljone). Alternatyvi terpé su PRB iSlaikoma 30 +/- 2 °C
temperatiiroje 24; 48 ir 72 h. iki 9,60x10'° PRB KSV/ml.

PRB panaudojimas fermentuoty paSary gamyboje

Prie§ fermentavimg paruoStame substrate gali buti nuo 0,5% iki 10% paruosty fermentavimui
PRB. Gali biiti naudojamos P. acidilactici BaltBioOl arba P. pentosaceus BaltBio02 arba jy
misinys. Fermentavimo trukmé rekomenduojama nuo 8h iki 72h ir temperatiira nuo 20°C iki
40°C. Biologiskai aktyvaus fermentuoto paSaro priedo sudétyje turi biti nuo 10® iki 10° PRB
KSV/g ir pH nuo 3,0 iki 6.0.

PRB panaudojimo pavyzdziai

Pavyzdys 1. Pieno ragsties bakterijy Pediococcus acidilactici BaltBioOl ir Pediococcus

pentosaceus BaltBio02 misiniu fermentuoto produkto jtakos verSeliy sveikatingumui jvertinimas.

Siuo metu pladiai taikomas intensyvus verSeliy auginimas sukelia Zarnyno mikrofloros
disbalansa, nes virSkinamajame trakte nesivysto tinkama mikroflora, kuri natiiraliomis sglygomis
auginamy gyvuliy virSkinamajame trakte susiformuoja i§ aplinkos ir gaunama su motinos pienu.
Dél jvairiy priezasCiy, pasikeitus plonyjy Zarny mikroorganizmy sudéciai, pradeda daugintis
Zarnyno lazdelés, kurios uZima pienartgséiy bakterijy (PRB) vietg.

Patogeniniy bakterijy sukelta infekcija paZeidZia gleiving, sumaZéja jos apsauginés funkcijos.
PRB medZziagos gali normalizuoti Zarnyno mikroflora, gerinti apsaugines gleivinés savybes,
skatinti maisto medZiagy pasisavinima ir natiiraly rezistentiSkuma, sumaZinti patirty stresy

padarinius.



10

15

20

Teigiama, kad PRB déka galvijy jaunikliai grei¢iau pradeda savarankiskai virskinti augalinés
kilmes pasarus, geriau pasisavinty augalinius baltymus ir kitas maistingasias medZiagas.

Lyginant intensyviai ir normaliai auginamus gyvulius, nustatyta kad fiziologinés virSkinamojo
trakto savybés pasikeitia tuomet, kai Zava normali mikroflora. Dél silpniau besivystancio
yarnyno sumaZéja jo masé, susikaupia per daug skysciy aklojoje ir storosiose Zarnose ir verSeliai

gali susirgti enteritu ir diaréja.

Bandymui buvo atrinkta 14 vereliy: bandomoji grupé (n=6) ir kontroliné (n=8). Verseliai buvo
atrinkti analogy principu pagal amZiy, laikomi vienodomis salygomis, girdomi karviy pienu tris
kartus per para, Seriami specialiu kombinuotu pasaru. Bandomoji grupé 14 dieny, rytinio
girdymo metu (apie 07:00 val.), gavo probiotiky misinj, jpilant po 50 ml j pieng. Bandymo
pradzioje (0 d.) ir pabaigoje (14 d.) kraujo dujy analizatoriumi ,,Epoc* (EPOC, Kanada) buvo
tiriami $ie parametrai: pH; PC02; PO2; Na; K; iCa; Glu; Laktatai; Het; HCO03, TC02, cS02, Hb.
Kraujo biocheminiu analizatoriumi ,Hitachi 705“ (Hitachi, Japonija), naudojant ,DiaSys*
(Diagnostic ~ Systems GmbH,  Vokietija)  reagentus, istirtas  kraujo  fermentas
aspartataminotransferazé (AST). Bandymo pradZioje ir pabaigoje buvo fiksuojama verSeliy
svoris. Nustatyta, kad tyrimo metu statistiskai patikimai (p<0,05) kito Sie kraujo parametrai: pH;

PCO, laktatai, AST, leukocitai, limfocitai bei verSeliy priesvoris. Bandymy rezultatai parodyti 3

lenteléje.
3 lentele

Parametras Kontroliné grupé Bandomoji grupé

Bandymy Bandymy Bandymy Bandymy

pradzia pabaiga pradZia pabaiga
Kraujo pH 7,36 7,361 7,33 7,28
PCO, 63,95 70,93 63,08 60,71
Laktatai 3,95 4,29 3,2 2,64
AST, TV 50,18 58,9 49,82 33,1
Leukocitai, *10° 10,69 10,32 9,37 11,43
Limfocitai, *10”/1 4,57 5,55 4,57 6,39
Priesvoris, kg 35,75 49 34,37 45,25
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Seriant PRB P. acidilactici BaltBio01 ir P. pentosaceus BaltBio02 misiniu 14 dieny po 50 ml:
1) sumazZéjo rizika susirgti acidoze (stabilizuojasi kraujo pH, sumaZéja laktaty, PCO2
koncentracija);
2) sumazéjo kepeny paZeidimy rizika (sumaZéjo AST koncentracija);
3) sustipréjo organizmo imunitetas (padidéja limfocity ir leukocity skaicius kraujyje),

4) kiti parametrai nepasikeiteé.

Pavyzdys 2. Pieno rugsties bakterijy P. acidilactici BaltBioOl ir P. pentosaceus BaltBio02

misSiniu fermentuoto produkto jtakos karviy sveikatingumui jvertinimas.

Bandymui, analogy principu, buvo atrinkta po 20 bandomyjy ir kontroliniy, uZtrikusiy karviy,
kurioms iki numatomo apsiverSiavimo buvo like 30 dieny. Bandomosios grupés karvéems buvo
Seriama pieno rigsties bakterijy P. acidilactici BaltBioOl ir P. pentosaceus BaltBio02 miSiniu

fermentuoto produkto (kiekis karvei 0,3 kg/per parg).

Prie§ uZtrukinimg ir po apsiverSiavimo buvo fiksuojama: pieno sudétis (ricbumas %,
baltymingumas % , laktozé %, somatiniy lgsteliy skai¢ius, (SLS) tikst./ml), S$lapalas,
(mg/proc.). Penkias savaites po apsiver§iavimo buvo fiksuojamas pieno kiekis per parg (kg/d.).
Kraujas biocheminiam ir morfologiniam tyrimui buvo imamas likus 30 pary iki apsiverSiavimo ir
po apsiversiavimo praéjus 1 parai. Nustatyta, kad tyrimo metu statistiskai patikimai (p<0,05) kito

SLS, pieno kiekio, bei fermento ALT koncentracijos.

4 lentele

Parametras Kontroliné grupé Bandomoji grupé

Bandymy Bandymy Bandymy Bandymy

pradZia pabaiga pradzia pabaiga

SLS, 638 602 573 114

10*/ml
Pienas, kg 22,28 27,14 19,17 30,79
Fermentas ALT, TV | 28,2 21,18 24,75 13,21
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Rezultatai. Seriant PRB P. acidilactici BaltBioO1 ir P. pentosaceus BaltBio02 misiniu
fermentuotas produktas turéjo jtakos mazinant bandomuyjy karviy sergamumo subklininiais
mastitais rizikg - dél karviy pieno SLS sumaZéjimo. Taip pat padidéjo primelZiamo pieno kiekis

ir pageréjo jo kokybé.

Pavyzdys 3. Pieno primilZiai ir cheminé sudétis, karves Seriant Pediococcus pentosaceus priedu.

Pagausintos ir paruo$tos fermentacijai PRB Pediococcus pentosaceus BaltBio0O2 Lietuvos
juodmargiy karviy $érimo eksperimento metodika.

Tyrimai atlikti su hol3teinizuotomis Lietuvos juodmargémis karvémis tvartiniu laikotarpiu.
Atsizvelgiant ] amZiy, laktacijos tarpsnj, primilZius, karvés suskirstytos j dvi grupes: kontroling
(n=10) ir bandomajg (n=10). Visos karvés buvo Seriamos pagal proteiny ir energijos poreikius

subalansuotu racionu , atitinkanéiu karviy mitybos fiziologines normas.

Bandomosios karvés buvo $eriamos tuo padiu racionu. Taciau kartu su paSaru Sios karvés
kiekvieng dieng 56 d. gavo 100 g tiriamojo priedo, kurj sudaré Pediococcus pentosaceus
BaltBio02 ir ekstruduoti kvietiy miltai kuriame PRB kiekis 5,0x10® KSV/g.

Pieno primilZiai tiriamuoju laikotarpiu buvo nustatomi tris kartus, t.y. tyrimo pradZioje, tyrimo
viduryje (praéjus pusei tiriamojo laiko) bei tyrimo pabaigoje, atlieckant kontrolinius karviy
melZimus. Natiralaus riebumo pieno kiekis perskaiiuotas j 4 proc. riebumo (koreguoto) pieno
kiekj, vadovaujantis koeficientais. Pieno méginiai buvo paimti i$ kiekvienos karvés individualiai
pagal pieno méginiy émimo taisykles (LST EN ISO 707:1999+P:2003 Pienas ir pieno produktai.
Meéginiy émimo taisyklés) tyrimo pradzioje, viduryje ir pabaigoje. Méginiuose buvo nustatyti
pieno riebalai, baltymai, laktozé ir uréja prietaisu ,,LactoScope FTIR® (FT1.0. 2001; Delta
Instruments, Olandija) bei somatiniy lgsteliy skai¢ius (SLS) prietaisu ,,SomaScope” (CA-3A4,
2004; Delta Instruments, Olandija).

Tyrimy duomenys apdoroti statistinés analizés metodu (Venables and Smith, 2005). Apskaiiuoti

poZymiy aritmetiniai vidurkiai ir jy paklaidos, patikimumo laipsnis p<0,05.
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Pieno primilZiai ir cheminé sudétis, karves Seriant Pediococcus pentosaceus BaltBio02 priedu

parodyti 5 lenteléje.
5 lentelé
Rodiklis Kontroliné grupé Bandomoji grupé
1 2 3 1 2 3
Pienas, kg/d 15,86 15,08 16,60 | 18,04 | 18,87 22,38

4% koreguotas pieno kiekis, kg/d 17,22 16,94 17,83 19,17 { 19,88 23,43

Riebaly kiekis, % 4,5 4,69 4,56 4,41 4,42 4,40
Riebaly kiekis, kg/d 0,73 0,73 0,75 0,80 0,82 0,97
Laktozés kiekis, % 4,44 4,46 4,38 4,46 4,54 4,46
Laktozes kiekis, kg/d 0,71 0,70 0,74 ,0,80 | 0,85 1,0

Naudojant Pediococcus pentosaceus BaltBio02 prieds, piene statistikai reikSmingai padidéjo
riebaly ir laktozés kiekiai. Riebaly kiekis bandomosios grupés karviy piene bandymo pabaigoje
buvo 0,22 kg/d didesnis (p<0,05) nei kontrolinés grupés piene ir 0,17 kg/d didesnis (p<0,05) nei
tos palios grupés bandymo pradZioje. Laktozés kiekis bandomosios grupes karviy piene
bandymo pabaigoje buvo 0,26 kg/d didesnis (p<0,05) nei kontrolinés grupés piene ir 0,2 kg/d
didesnis (p<0,05) nei tos padios grupés bandymo pradZioje. Baltymy, $lapalo kiekiai ir SLS
bandymo pradZioje ir pabaigoje skyrési nezymiai (p>0,03).

I3skirtos i$ lietuviskos gridinés Zaliavos ir istirtos PRB padermés P. acidilactici BaltBioO1 ir P.
pentosaceus BaltBio02 yra mikrobiologiskai saugesnés, pasiZymi dideliu biologiniu aktyvumu ir
gerina gyviiny sveikatg, didina jy produktyvumg ir sékmingai gali biiti naudojamos fermentuoty
pasary gamyboje.
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ISRADIMO APIBREZTIS

f. Penho riigSties bakterijy padermés Pediococcus acidilactici BaltBio01 MSCL P1480 kaip
pradinio fermentacijos mikroorganizmo panaudojimas fermentuotuose paSary prieduose,

papilduose, premiksuose, pasary Zaliavose bei kombinuotuose paSaruose.

2. Pieno riigdties bakterijy padermés Pediococcus pentosaceus BaltBio02 MSCL P1481 kaip
pradinio fermentacijos mikroorganizmo panaudojimas fermentuotuose paSary prieduose,

papilduose, premiksuose, pasary Zaliavose bei kombinuotuose pasaruose.

3. Panaudojimas pagal 1 ir 2 punktus, besis kiriantis tuo, kad fermentuoty pasary
priedy gamybai naudoja pieno riigities padermiy Pediococcus acidilactici BaltBio01 MSCL
P1480 ir Pediococcus pentosaceus BaltBio02 MSCL P1481 misinius.

4. Pa3ary priedas, papildas, premiksas, Zaliava kurio sudétyje yra Pediococcus acidilactici
BaltBio01 MSCL P1480 ir/arba Pediococcus pentosaceus BaltBio02 MSCL P1481 pagal 1-3
punktus, besiskirian tistuo, kad grynos PRB gausinamos alternatyvioje terpéje kuri
gaminama i$ bulviy sul¢iy, jas autoklavuojant, atvésinant iki 30°C produkta ir jvedant grynas
pagausintas PRB kultiiras (j 0,5 litro suléiy / 1 ml gryny grynyjy bakterijy kultiiry, pagausinty
MRS buljone) ir islaikant 32 °C temperatiiroje nuo 24h. iki 72 h. iki 9,60x10'° PRB KSV/ml.
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