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Jvadas

Vystantis mokslams, tokiems kaip biochemija, mikotdgija ir inZineriniai mokslai, didelis
démesys yra skiriamas mikroorganiznsskyrimui, identifikavimui, § poveikio nustatymui. Ypa
svarlis mikroorganizmai, galintys uztersti maisto prodiskir sukeltijvairius negalavimus. Yra
stebimi maisto produlgt gamybos technologiniai procesai, siekiama sumiazimkrobiologini
uzterstum.

Suriy gamyba iSsiskiria iS kit gaminiy gamybos ilgu technologiniu procesu, kurio
pagrindire daj sudaro brandinimas. Siam procesui reikalinga téra tpatalp temperaira,
santykire oro degmeé. Priklausomai nuotsiy rasies, jie brandinami 2-8 énesius. Taau ital
.parmezanas” laikomas subrendusiu tik tuomet, kilrandintas trejus metus ir ilgiau.

Sariai brandinimo metu yra laikomi supakavus jugmlietilenirg plévele vakuuminiu du.
Polietileninei pévelei nekenkia digme, ji nelaidi orui, nepraleidzia kvapir pro ja nepatenka
bakterijos iS aplinkos, &&au pkvelé gali biti pazeidziama, tad svarbu kad @iy laikymo patalpoje
ir ant polietilening pléveliu pavirSiaus bty kuo mazesnis mikrobiologinis uzterStumas.

Sario brandinimas vyksta, atsizvelgiainproceso trukrg 4-14 °C temperatoje, esant 80 -
95 % degnumui; brandinimo metuasiai nuolatos vartomi ir Sluostomi. Tokie produktaikomi
sancaliuose — Saldytuvuose, kur atrodo mikroorganizmgisgyvena. Mikroorganizmatsparumas
Zemai temperatai skiriasi. Esant +4 °C tempeiiedi, daugelio gyvybié veikla nutraukiama, taau
psichrofily (vystosi zemose tempefiabse) Zzema tempefa neuzmusa, o tik pristabdo ar&iurda
ju veikla. llgai laikant sirius sandliuose — Saldytuvuose, mikroorganizmai gali pai@slietilening
plévele ir uztersti produkt, pakeisti jo skop sumazinti produkto laikymo trukgntockl yra svarbu

nustatytic¢ia besidauginatius mikroorganizmus ir imtis prevencinpriemoni, jiems sumazinti.

Darbo tikslas:
— ISskirti, identifikuoti bakterijasjvertinti ju gelgjima jsisavinti medziagas, sudarytas
i5 daug anglies (C) atapturinciu grandiniy.

Darbo uzdaviniai:
— pavyzdzy surinkimas;

— izoliaty iSskyrimas;
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augimo priklausomyds nuo temperatosivertinimas;

fiziologiniy savybi, jvertinimas:

gekejimo isisavinti tetradekan (C14H30),

lasteks siendds tipo nustatymas;
cukny rauginimojvertinimas;
zelatinos hidroliz;

krakmolo hidroliz;

kazeino hidroliz;

triptofano skaidymas;

oksidazs testas;

katalazs testas;

(C22H46)ivertinimas;
identifikavimas.

heksadekan (C16H34),

dokozan
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|. LITERAT UROS APZVALGA

1. Biodegradacija

Mikroorganizmai yra labai svaiis biologiniame medziagskaidyme jskaitant ir sintetinius
polimerus, esafius natiralioje aplinkoje. Tai ir yra vadinama - biodegreifia - mikrobiologinis
skaidymas, vykstantis étiai (Seneviratne, 2006). Biodegradacija - tai maggi ardymas,
katalizuojant fermentamia vitro ir in vivo (10). Biodegradacija galititi apibadinama trim etapais:

e Pirminé biodegradacija. Medziagos pirmag strukiros suardymas, ko pasekoje

prarandamos specifia ardomos medziagos saggb

e Aplinkai priimtina biodegradacija. Ardymo metu phlSamos nepageidaujamos
skaidomos medZiagos sawghb Tai daznai atitinka pirm¢n biodegradacy, bet ji
priklauso nuo slyguy, i kurias pateko biodegraduojamas produktas.

e Galutine biodegradacija. Galutinis junginio ardymas ikiiSkai oksiduod ir redukuot
molekuliy, tokiy kaip anglies dioksidas / metanas, nitratas / amanivanduo. Yra
zinoma, kad biodegradacijos produktai gaitilkenksmingesni nei ardoma medziaga
(IUPAC Compendium of Chemical Terminology, 1997).

Natiraliai vykstanti biodegradacija — organinjunginiy ardymas, Kkur atlieka vietiniai
mikroorganizmai. Dauguma mikroorganigngali transformuoti nataliai esasius ir nenairalius
angliavandenilius &ka tiesioginio metabolizmo (Morash, 2002). Termipki®degradacija“ siejasi
su galutine organini junginiy mineralizacija iki anglies dioksido, vandens, mgminy junginiy
arba siejasi su organipiterSal transformacija iki organiai junginiy. Biodegradacijos metu
organires medziagos ardymas vykdomaka fermend, kuriuos gamina mikroorganizmai (Sdano —
Sereno ir kt., 2000). Fermentai yra specifiniai sttddams, kuriuos jie veikia. Dazniausiai
angliavandeniliai éra galutinai suskaidomi, bet tik transformuojamii #&rpiniy produkt,, kurie
néra tokie kenksmingi, kaip pradinis junginys. Biodsgdpacija yra pagrindas elektrpmpernesimo
procese. Biologié energija yra gaunama iS oksidacijos metu redukowdziag. Mikroorganiznmy
fermentai katalizuoja elektranperneSim. Aerobire biodegradacija yra daug efektyvésnei
anaerobif. Populiacijos greit adaptuojasi ir pasiekia digepuliacijos tank(10).

Biodegradacija priklauso ir nuo fias biodegraduojamos medziagos:

e Vandenyje tirpis junginiai paprastai gr@au degraduojami negu maziau tirpios

medziagos.
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e n — alkanai, n — alkilaromatiniai ir aromatiniainginiai, turintys 5 — 22 anglies

biodegraduojami (10).

Biodegradacijai turi jtakos ir temperata. Temperara yra kontroliuojantis
biodegradacijos veiksnys. AukStésrtemperatros rezultate yra didesnis metabolinis aktyvumas ir
didesnis biodegradacijos greitis. BiodegradacigiSkai sustoja arba si#ja kai temperaira yra
apie 0 °C (Erikson ir kt., 2001)

Biodegradacy itakoja pH. Biodegradacijai pH 5 — 9 yra priimtinaSptimaliam
medziag skaidymui ldingas pH yra 6,5 — 8,5.

Deguonis daugeliui mikroorganizjryra galutinis elektromp akceptorius. Biodegradagij
efektyvesi yra aerobidmis slygomis.

Maisto medziag prieinamumas labai svarbus biodegradacijai. Mikgaaizmy
metabolizmas ir augimas yra priklausomi, katibos mitybires medziagos yra reikiamoje formoje,
pakankamomis koncentracijomis ir tinkamu santyldmglis (C), azotas (N), ir fosforas (P) yra
pagrindiniai elementai. Biodegraduojama medZziag&reorganizmams yra kaip anglies Saltinis
(10).

2. Polietilenas

Polietilenas, arba polietenas (termoplastinis mtilgpolimeras) — vienas papéasisiy ir
pigiausii polimen, baltas chemiskai inertiSkas plastikas. Labai gjélialektrikas. Polietilenas - tai
bendrinis pavadinimas polimgrsusidara&iy polimerizuojant eten(Zemaitis, 2003).

Polietileno monomero, etileno, teisingiau vadinagtenu, chemihformulé yra:

CH, =CH,

Polietilery sudaro ilgos grandés:

—(CHs)n—

Pateikta polietileno formélyra idealizuota, nes visi polietilenai sudarytiabai ar nelabai
Sakot; makromolekuly (Stuart, 2003). Polietilenas skirstomasiSis pagal polimerimi grandini
Sakotum. Zemo tankio polietilenas (angl. LDPE, Low densitlyethene) sudarytas i$ labai Sakot
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makromolekuli. Dél savo sudtingos strukiiros jos nesuglunda tarpusavy tb tarpmolekuligs
traukos ¢gos yra slyginai mazos. Toks polietilenas yrastis ir minkStas. Buityje jis daziniausiai
sutinkamas polietileningi maiseliy ar pkveliy pavidalu. AukSto tankio polietilenas (angl. HDPE,
High density polyethene) sudarytas ifilgnazai Sakat molekuliy, kurios suglunda labai tankiai,
tarp ju susidaro tarpmolekulés traukos rySiai. AukSto tankio polietilenas buetyfandamas
plovikliy, balikliy, pieno buteli pavidalu (Zemaitis, 2001).
Etilenas yra nesotus alifatinis angliavandenilisifafiniy angliavandenili biodegradacijai

turi jtakos:

e Grandires ilgis svarbus biodegradabilumui;

e Biodegradaciy gerina magantis prisotinimo laipsnis ir digantis reaktyvumas;

e Grandires atsiSakojimai turijtakos biodegradacijai (didesnis Sakotumas skatina

biodegradacy).

Biodegradacijos laipsnis >

Alkanai ———» Alkenai———» Afiai

Auksto ir zemo tankio polietilenai yra dazniausiaudojami sintetiniai plastikai. Jie yrddi
degraduojantys natalioje aplinkoje, ir taip sukeliantygairias aplinkos problemas (Stuart, 2003).

Buvo atliktas eksperimentas su auksto tankio (HRZEdno tankio (LPDE) polietilenais ir
su polietilenu,i kurio sudti ieina 9 % krakmolo (PN). Buvo stebima kaip mikroarigenai
degraduoja Siuos plastikus. Visi Sie polietilenavd laikomi dirvozemyje, kambario tempenatje,
15 menesi, palaikant 40 % @gme. Buvo matuojamas kiekvieno pavyzdzio mgwiesS ir po
eksperimento (1 pav.). svorio pokytis HDPE ir LDBHEvo labai nezymus, o NP degradacija —
spartus mikrobiologinis procesas, ng$os sudti jeina nairalus polimeras — krakmolas, kur
bakterijos lengvai naudoja kaip anglies 3altiiiksel ir kt., 2004). Sis eksperimentas paro#tad

auksto ir zemo tankio polietilenai sunkiai biodefyrajami, Siam procesui reikia ilgo laiko tarpo.



B HDPE O LDPE UNP

30
25 -

15 L

10

é} ! ! ! |_|| HI il | o] | e

0 1 2 4 8 13 17 29 6
1 pav. HDPE, LDPE ir NP svorio praradimas ekspentmenetu.

Svorio praradimas, %

h
I

3. Polietileno biodegradacija, dka biopléveliy

Didelis dmesys yra skiriamas sunkiai skytan sintetinip polimen; biodegradacijai,
naudojant mikroorganizmus. Yra éppjamos daugiabteliniy mikroorganizna bendriy, dar
vadinamy bioplévelémis, prisitvirtinimas prie sintetini polimen, pavirsSyy. Nustatyta, kad tai yra
aktyvus degradavimo veiksnys. Nedlioje ir dirbtintje aplinkose dauguma mikroorganiam
formuoja bioptveles ant kiet pavirSyy ir ju metabolinis aktyvumas yra daug didesnis nei atskir
organizmy. Tockl yra galimyle vystyti biopkveliy technologijas sintetini polimemy degradacijai
(Seneviratne, 2006).

Mikroorganizmai labai svails biologiniame ardyme medziagtokiy, kaip sintetiniai
polimerai. Dicja susidomjimas sunkiai biodegraduojamsintetiniy polimen; biodegradacija,
naudojant efektyvius mikroorganizmus ir kultivudjadaugiahstelines mikroorganizm bendrijas,
vadinamas bioglelemis, prisitvirtinusias ant sintetipi atlieky. Dauguma mikroorganizin
populiacip formuoja bioptveles ant kiet pavirSy ir ju metabolitinis aktyvumas yra efektyvesnis
nei atskig mikroorganizm (Seneviratne, 2006).

Tiriant polietileny biodegradaci, buvo atliktas tyrimas, kurio tikslas iSskirti &fgviai
vykdartius biodegradacij mikroorganizmus, nuo skirtimgtipu polietileniniy pavirsi, buvusiy po
Zeme 2 — 4 metus. Bakterijos ir grybai buvo idéidti remiantis morfologiam, fiziologinem
savylem, biocheminiais testais. Buvo iSskirtos 25 baldsriir 6 grybiniai izoliatai. Jie buvo

kultivuojami atskirai mineralinj drusky terpje su vieninteliu anglies 3altiniu — polietilenuioS
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eksperimento metu iSskirti efektyviausi mikroorgamai: grybadPenicillium frequentus bakterija
Bacillus mycoides Kultivuojant atskirai,P. frequentussumazino polietileno svpr0.50 %, B.
mycoides - 0.01 %. Si dviejy mikroorganizm suformuota biogvelé ant polietileno sumazino jo
svoli 7 %.

Mikrobiné degradacija kiet polimen, tokiy kaip polietilenas, reiklauja bicpleliy
formavimo ant polimey pavirSy, taijgalina mikroorganizmus efektyviau naudoti nefigubstrat,
veikiant fermentams (Yuksel ir kt., 2004).

Eksperimento met®. frequentusant polietileno formavo micelio tinkl kuris kolonizavd.
mycoides. Angliavandenili®¢ grandirt pradeda degraduoti veikiant fermentui alkan
monooksigenazei. Alkan monooskigenas homologas buvo rastas kai kurBacillus spp.
genomuose, tdau Penicilliumspp. nerasta Sio fermento.

Polietileno hidrofobiSkumas daznai trukdo baktenig pristvirtinti prie pavirdi, nes
dauguma baktenij pavirSiy yra hidrofiliniai. Siiliniai grybai gali pristvirtinti prie hidrofobinj
pavirSiy déka hidrofobini; baltymy gaminimo (Seneviratne, 2006).

Penicillium — Bacilliusbiopléveliy formavimas gali pagerinti polietilerdegradacy.

4. Lengvai biodegraduojami plastikai

Plastii gamyboje naudojama daug toksinimedziag. Neseniai praga dongtis
biodegraduojamais plastikais, kuriuos suskaido érgks, vadinamos biodestruktoriais. Kai kurios
bakterijos gali naudoti nhuodingas medziagas saughai. Airijos mokslininkai, atrado dirvozemio
bakterijas, kurios naudoja toksimedziag styremn ir paveria ju kitos mSies nenuodingu plastiku.
Procesas, kurio metu metabolizuojamos tadsimedziagos yra vadinamas biokatalize (Byunotae ir
kt., 1991).

Sunku ity jsivaizduoti dabartingyveniny be plastiko ir jo gamini. Jis naudojamas beveik
visose pramots Sakose. Didziausia problema tame, kad plastitsgsmmis cheminiams veiksniams
ir yra ilgaamzis (Atlas, 1993). Pastaruoju metuspka gaminagios imores dide]l démes skiria
plastiko gaminiams, kuriuos gah lengvai suskaidyti mikroorganizmai. Skirtingai rentetiniai
polimerai, dauguma biopolimera skaidomi mikroorganizm vadinasi, jie gali titi ardomi gryly
ar bakteriy iki natiraliy metabolitiniy produkt;.Yra trijy raSiy tokie plastikai:

e Fotodegraduojami. Naudingi, kadangi ultraviolétimadiacija gali suardyti yj

polimerirg strukiira ir taip juos paruosti baktetijskaidymui (Atlas, 1993).
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e Suristi su krakmolu. Dazniausiai naudojami pirimaiSeliy gamybai, kur sujungtas
krakmolas palaiko trump polietileno fragment strukiira. Tokiam polietilenui
patekusi dirvozem, bakterijos prags skaidyti krakmal ir iSlaisvins polimey
fragmentus, kuriuos toliau gal skaidyti kitos bakterijos.

e Bakteriniai“. Yra pakankamai nauiji ir lab&omis, kadangiy gamyboje (polimer
formavimui) naudojamos bakterijos.

Buvo nustatyta, kad dauguma bakiesjntetina poly — B — hidroksialkanasgtPHA), poly —

B — hidroksibutirad (PHB). PHB yra tarpksteliniai intarpai, kurie tarnauja kaip bakterijpidu
saugykla. PHB gamyba iSSaukia pusiausvyros sutugimanglies ir energijos perteklius ir yra
limituojantis augimo faktorius (Fiechter, 1990). BPHyra kaip anglies ir energijos Saltinis
bakterijoms bado metu ir yra svarbus mikroorgamizidgyvenimui. PHA gamyba nustatyta
jvairiuose mikroorganizmuosdlcaligenes eutrophugskaitant @Sis Clostridium Pseudomonas
gentyse ir kt. Ne visos bakterijos formuoja PHAanpus, pvz., enterobakterijos visiSkai neformuoja
PHA (Ojumu ir kt., 2004)

Nustatyta, kad PHB tam tikramaryje yra kietas plastikagrodyta, kad PHB taip pat turi
daugei pagrindinyg cheminiy ir fizikiniuy savybip (lydymosi taskas, kristaliSkumas, molekulinis
svoris), kaip polipropilenas (1 lenégl

1 lenteb. PHA ir polipropileno fizigs savyks (Ojumu ir kt., 2004).

Savyle PHB Polipropilenas
Lydimosi tagkas’C) 175 176
KristaliSkumas (%) 80 70
Tempimo stiprumo riba (MPa) 40 34.5
llgéjimas iki [azio (%) 6 400
Smiginis asumas (v/m) 50 45

IS kity lengvai biodegraduojammplastiky PHA iSsiskiria tuo, kad yra biologia kilmés, jie
irsta nafiraliai ir visiSkai. Bakterijos PHA suskaido iki dreg dioksido ir vandens

Biopolimeny; gamybai naudojamas krakmolas, nes jis lengvainatgnanti nebrangi
medziaga. Krakmolo koncentracija lengvai degraduase plastikuose yra 5 — 90 % plastiko
svorio. Biopolimerai yra veikiami fermankuriuos iSskiria mikroorganizmai. Bvo atlikti tymiai su
lengvai degraduojamais plastikai,juos lengvai sk&danerochaet@& Streptomycegertiy atstovai
(Byunotae ir kt., 1991)
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5. Siriy mikroflora

Surio gamybai daugiausia naudojamos praslirkultiros: Lactococcus Lactobacillus
LeuconostodPediococcus

Kietyju siriu gamybai netinka labai uzterStas mikrobais pietap, pat netinka ir pienas,

kuriame yra mazai arba visaéma pieno figsties bakternj. Pienui nokstant, ne tik padjd pieno
ragsties bakterij skatius ir pieno figStingumas, bet atitinkamai pakinta pieno baltymai.
Nuo antrinio pakaitinimo tempefabs labai priklauso tolesni bakteriologiniai proaes40°C
temperairoje mezofiliniy pieno figsties bakterij (Streptococcus lactis kt.) veikla yrastabdoma,
bet jos iSlieka gyvybingos, tédpo pasildymo streptokokai toliau energingai daagi. 54-59° C
temperairoje dauguma mezofilini pieno ngsties bakterj per 30-40 min. @&va, tuo tarpu
termofilinés pieno @igSties bakterijogStreptococcus thermophilus, Thermobacterium hielwet,
Bact. caseir kt.), kuriy optimali temperaira apie 45°C, iSlieka gyvos, ir tempenat nukritus, jos
energingai pradeda daugintis (Gudonis, 2000).

Po antrinio pakaitinimo@io mas dedama i formas ir presuojama. Presavimo laikap, t
pat ir siriy gabal dydis priklauso nuoisio riSies. Presuojantiso magje bakterijos energingai
dauginasi. Vyrauja pienougsties bakterijos, nes didnt dirio mass mgstingumui, kitoms
bakterijoms E. Coli, puvimo ir kt.) vystytis flygos nepalankios. Be to, kai kurios pierim3ties
bakterijos gamina antibiotines medziagas, slopi@ankity bakterip vystymasi. Siriuose, su Zzema
antrinio pakaitinimo temperata, vyrauja Strept@occus lactis, o kituose - Streptococcus
thermophilus, Bactasei ir kitos termofilias pieno @igsties bakterijos (Bhowmik, Marth, 1990).

Suriy nokinimas. Pagrindiniai mikrobiologiniai processiryje vyksta nokinimo metu;
pakinta §riuose esantis pieno cukrus, baltymai, o kartaigeipalai. Sris igauna kdinga skon,
kvap, struktira. Sariy nokinime dalyvauja Sliuzo fermentas ir piengsties bakterijos. MinkStuose
siriuose, kuny reakcija figStes@, aktyvesnis yra Sliuzo fermentas, proteolitiniaérm migsties
bakterip endofermentatia maziau veikis. Be to, @ siriy nokime daznai dar dalyvauja gleigm
bakterijos ir peisiai. Kietyjuy siriy nokinime, kur reakcija yra maziatagsti, pagrindig vieta uzima
pieno ngsties bakterijos, Sliuzo ferment&a turi maziau reikSgs (Gudonis, 2000).

Pieno nigsSties bakterijos labai svarbiosiri® gaminimo procese, yra pagrindirdalis
naftiralios mikrofloros. Pieno tgsties bakterijos gamina antimikrobines medZziagakaitant

organines wgstis (pieno gstis, acto wgstis, skruzdzj ragstis) anglies dioksid vandenilio
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peroksid, etanol, bacteriocinus,kurie gali inhibuoti patogenineg&tbsdjas tokias, kaifClostridium
botulinum, Staphylococcus aureusisteria monocytogeng&uzmicka ir kt., 2007).

Striams nokstant,yj pavirSiuje vystosivairis mikrobai, kurie dazniausiai yra kenksmingi,
todkl su jais reikia kovoti. PavirSiaus mikroflorareams suteikia blog skori ir kvap, visiSkai
paketia ju nokimo eig. Patogenini bakterijy buvimas 8ryje kelia pavaj vartotojo sveikatai.
Pasterizacijos metu yra sumazinamdssteria monocytogenesir Salmonella skatius.
Nepageidaujamos mikrofloros augimas gali pakenkius Coli grupes bakterijos sukelia defekt
dar vadinama ,ankstyvuojuigo patimu®, o Clostridium genties bakterijos sukelia élyvaji sirio
putimo*” defekt, (Kuzmicka ir kt., 2007).

Pirmiausia pavirSiuje pradeda vystyfigiriis grybeliai, dazniausigbeksiai ir mieks, o
reakcijai pasar@jus, ivairios gleives gamingios bakterijos.

Kai kuriy sariy rasSiy pavirSius yra nelygus, tédplovimu sunku visus mikrobus paSalinti.
Ant tokiy siriy pavirSiaus uzveisiamos specialios gledgimakterijos. Susidariusiogre pavirsiuje
gleivés trukdo pedsiams ir kitiems kenksmingiems mikrobams vystyRastaruoju laiku, norint
supaprastinti @iy pavirSiaus priefira practta ju pavirSius aptepti mediciniSku vazelinu arba
padengiamas polimerinedgpkle (Kuzmicka ir kt., 2007).

Labai svarbu uztikrinti, kadasiuose ir anty pavirSy nesidaugint patogenias bakterijos
tokios kaipClostridium botulinumStaphylococcus aureusListeria monocytogenedNovakova ir
kt., 2006).

6. Ekstremofilai

Bakterijos yra veikiamos aplinkos chemijnir fiziniy salyguy. Suprasdami aplinkogaka,
galime paaiskinti bakterjpasiskirstym.

Ekstremofilai yra organizmai, kuri augimui reikia ekstremali salygy. Dauguma
ekstremofil; yra poliekstremofilai. Jie auga aplinkose, kur &akemperata, pH, stgis ir druskos
koncentracija, Zzema tempered, pH, vandens prieinamumas. Ekstremofilai — tganizmai, kurie
gali toleruoti ekstremaliasalygas, iskaitant radiacy ar toksisSkus junginius. Dauguma ektremofil
yra mikroorganizmai, kurie klestalygomis, kurios msy akimis ziirint, yra ekstremalios.

Ekstremofilai yra klasifikuojami pagal jaugimo glygas (Madigan, Marrs, 1997):

e Termofilai/hipertermofilai;

e Psichrofilai;
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e Acidofilai;

o Alkalofilai;

¢ Pjezofilai (=barofilai);

e Endolitai;

e Halofilai;

e Metanogenai;

e Oligotrofai;

e Toksitolerantai;

e Kserotolerantai,

e Atspafis spinduliuotei.

Ektremofilai labai svanis biotechnologijoje, kadangi gali gaminti jpestus, unikalius

stabilius fermentus. Taip pat jie yra geras Satkalalizaton;, naudojam pramosje (2, 3, 4, 5
lenteks).

2 lentet: Termofily ir ju produkt; panaudojimas biotechnologijose

Termofilai ir jy produktai Panaudojimas biotechnologijose

a- amilaz krakmolo hidroliz gaminant tirpius dekstrinus, kukimy
sirupm

Ksilanaz popieriaus balinimas

Lipazes, pulululanags detergentai

Alkoholdehidrogenaz chemiré sintez

DNR polimeraz PGR

Proteags maisto gamyba, odos prandon

Visas organizmas naftos degradacija

3 lentek: Psichrofily ir ju produkt; panaudojimas biotechnologijose

Psichrofilai ir i produktai Panaudojimas biotechnologijose
Lipazes, proteags diriy brandinimui

Proteags, amilazs, lipazs detergentai

SuSaldyti baltymai legpramor

Polinesd@ios riebai; ragstys maisto papildai

Visas organizmas bioremediacija, aplinkos biosaasor
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4 lenteé. Halofily ir jy produkty panaudojimas biotecnologijose.

Halofilai ir ju produktai Panaudojimas biotecnologijose
Halofily membranos farmacijos pranion

Glicerolis suderinti tirpalai farmacijos pramion
Visas organizmas derygum atstatymui, metaliSgavimui

5 lentek. Alkalofily produkt; panaudojimas biotechnologijose

Alkalofily produktai Panaudojimas biotechnologijose

Celiulazs

detergent, polimen degradacija

7. Psichrofilai

Temperaira yra vienas iS svarbiausiaplinkos faktoni, veikiartiy bakterip augimy ir

iSgyvenamury. Yrairodymy, kad mikroorganizmai egzistuoja ledynuose, amz&ato Zenjje, kur

temperaira gerokai Zzemiau vandens uzsalimo tasko (Bufokdl ,i2004).

Psichrofilai yra mikroorganizmai, kurie gyvena uga geriau Zzemose tempeiraise nuo -10

iki +20 °C. Optimali temperata yra 15 °C ir Zemiau. Jie kaip kontrastas terlanfs, kurie auga

neprastai aukstose temparaise. Psichrofilai naudojavairius metabolinius keliusjskaitant

fotosintez, chemoautotrofy ir heterotrofip (Madigan, Marrs, 1997):).

Yra du metabolizmo lygiai mikroorganizmams gyveiems ekstremaliose alygose,

tokiose kaip Zema tempeiigh (Morita, 1997):

1.

2.

Palaikymo metabolizmas — energija reikalinga osn@btreguliacijai, vidulstelinio
pH palaikymui, judrumui, energijos disipacijai it. KJis priklauso nuo mitybini
medziag prieinamumo, taip pat ir nuo tempenats.

ISgyvenimo metabolizmas — energija reikalinga tiknomolekulinei Zalos taisyti.

Fiziologiniai psichrofily atsparumo ypatumai:

Fermentai ir ribosomos aktyvios Zemoje tempeae;

Gali inaktyvuotis vidutigje temperatroje (~25°C);

Dauguma membranlipidu turi nesd@ias arba trumpos grandsriebal; riagstis;
Riebal; rig<iy cis padtis kekiama i trans paétj; Gelgjimas keisti membran
takumy. Saltyje membranos yra pusiau skystame pavidale;

AuksStesrje temperdtroje membranos tampa nelaidzios;

Psichrofily augimas ir metabolizmas labai priklauso nuo pasie& vandens
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Mezofily membrana prie nulés temperatros tampa kieta ir nepralaidi gyvybiskai
svarbioms molekgins. Mokslininkai nustét kad psichrofilai savo membranas palaiko pratakias
didindami van der Valso trauko&gh saveikoje tarp membranos lipiduodegliuy. Sukuria baltymus
»-antifrizus® tam, kad palaikyt skyst viding terpe ir apsaugat DNR, kai temperaira yra Zzemiau
vandens uzsalimo tasko (Madigan ir kt., 1995)

Yra dvi pagrindigs psichrofily grupes:

e obligatiniai;
o fakultatyviniai.

Obligatiniai psichrofilai yra tie mikroorganizmakuriy optimali augimo temperata yra
15°C ir Zemiau. Jie negali augti, kai temparatyra 20 °C ir daugiau. Psichrofilai randami
ledynuose ir prie vandens uz3alimo tadkog dugne. Sis skirstymas darosi gana komplikuoias,
vis daugiau atrandama mikroorganignkurie turi platy augimo temperaty diapazon(Erikson ir
kt., 2001).

Fakultatyviniai psichrofilai (dar vadinami psichrotais) gali augti prie nulis temperairos
ir apytiksliai iki 40 °C, optimalus augimas +20 e egzistuoja didesniais kiekiais nei obligaiinia
psichrofilai. Psichrotrofai negali augti prie term@@ros Zemiau 0 °C, au jie gali palaikyti
pagrindines gyvybines funkcijas. Toleruoja gdiet rera fiziologiSkai specializuoti kaip obligatiniai
psichrofilai ir paprastai nerandamigi@se Saliausiose vietose. Fakultatyviniai psichrofilai yadai
svarlis maisto mikrobiologams, nes gali augti Saldytueuwmsuztersti maisto produktus (Master,
Mohn, 1998).

8. Klasifikacija ir identifikacija

Klasifikacija siekia apibdinti riSiy jvairow, jvardijant ir sugrupuojant bakterijas. Bakterijos
gali bati klasifikuojamos, remiantisabteks strukfira, lasteks metabolizmu, arba remiantigsteliy
komponeni (DNR, riebiosiosigstys, pigmentai, antigenai) skirtumais.

Identifikacija - tai praktinis klasifikacijos kritgu panaudojimas organizmams atpaZzinti,
patvirtinti kamieno autentiSkugnarba iSskirti ir identifikuoti lig sukeliant organizm (Berekaa ir
kt.).

Dauguma taksonomijos specialidinke prisilaikyti polifazines taksonomijos (apima tiek

genomir, tiek fenotipire informacip) pagal tam tikg skirtingy pozymi skatiy. Taiau tai ilgas,
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daug laiko atimantis darbas. Siuo metu vis daZpasirenkama filogenetrbakterij; klasifikacija,
kurios pagrind sudaro gem sekos. IS pradgitai buvo 16S rRNR pagrindu, bet neseniai ptiad
naudoti kiti genai, daznaiyjgrupes iki septyni vienety, o dabar multi gan sekos. Klasifikacijos
rezultatas yra grus kamiem priskyrimasjvairiems toksonominiams lygiams. Genotipiniai tyaim
yra pl&iau naudojami praktikoje. Atliekant tyrimus tikimaskad fenotipini testy rezultatai
koreliuos su genotipiniu tastezultatais.

Klasikine fenotipire analiz leidzia klasifikuoti taksonus pakankamai dige ribose
(Seimos, eils lygmenyje). Pagrindiniai morfologiniai pozymidgsteks forma, dydis, judrumas,
endospar formavimas, intarpai, spalva, kolomimorfologija. Fiziologing ypatybiy skiriamoji geba
labai maza.

16S rRNR analiz leidZia suskirstyti prokariotug visus taksonus, iSskyrus§. PGR —
polimerazirg grandinire reakcija (angl. PCR; Polymerase chain reactionja molekulires
biologijos metodas, leidziantis padauginti (amflifsti) DNR in vitro (negintuvelyje). Tai greitas ir
lankstus fermentinis metodas norimam DNR fragmergagausintiin vitro. Taip gaunama
pakankamai medziagos tolimesniems bioléginmedziagos tyrimams. PGR yra naudojama
genetiniams susirgimams iréZiui diagnozuoti, mikroorganizm ir virusy detekcijai, teisminei
ekspertizei ir t.t. Daugelio pasaulio mokslinaboratorijy PGR naudojama tokiems rutininiams
darbams atlikti, kaip klop analizavimas, restrikciniZenelapiy sudarymas, subklonavimas, DNR
sekos nustatymas (sekvenavimas), mutageimgzt. PGR gali ati padauginamas ne ilgesnis kaip
keleto tikstartiu nukleotid; pon; fragmentas (Madigan, 1995).

DNR hibridizacija — tai metodas, leidziantis idé@ktioti Zemesnius taksonus (genties ribose,
tarp @Siy ir tarp kamien). Kita genotipi charakteristika — G + C kiekis. Galima identifikuaiS;

ir geni. Si anali2 nevertina pirmires struktiros (Bereka ir kt., 2000).
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Il. TYRIMO METODAI

1. Pavyzdziy surinkimas

Naudojama sanitarinio stovio tikrinimo metodika. dplovos imamos steriliais vatos
tamponais. Nuoplay mégini imant, tamponas sutkinamas, palenkiant égintuweli ir nuleidziant
tampora Zemyn. Péamus nuoplovas, kamstis su tampongl ikiSamasi mégintuweli taip, kad
tamponas pasineri skiedikf.

2. Terpés ir tyrim y metodai

Triptono sojos agaras (TSA).
Sucttis:
e triptonas — 15,0 g/l;
e soja-—5,09/;
e natrio chloridas — 5,0 g/l;
e agaras—15 g/l
40 g sausos teép iStirpinama 1 litre vandens. ISpilstomauteliukus ir megintuslius.
Sterilizuojama autoklave 15 min esant 121 °C.

Sterilus distiliuotas vanduo.

Tyrimams naudojamas distiliuotas vanduo, kurianéea rmedziag,slopinagiy ar Kkitaip
veikiarciy mikroorganiznn augimy. Distiliuotas vanduo iSpilstomas mégintuwvelius ir
sterilizuojamas 20 min. autoklave 121 + 1°C.

Fiziologinis peptono tirpalas.
Sucttis:
e kazeinato fermentinio hidrolizato peptonas — 1,0 g;
e natrio chloridas (NaCl) — 8,5 g;
e vanduo — 1000 ml
Komponentai iStirpinami vandenyje, pH paderinankasl po sterilizavimo jisidy 7,0 + 0,2
esant 25 °C temperasi.
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2.1 Pavyzdzy iSjimas

Surinkti pavyzdziai isgami. I Petri EkStelesipilama po 1 ml skiediklio (nulinio ir pirmo
skiedimo) iS mgintuwelio, kuriame buvagmerktas tamponas.kiekvier Petri EkStek jpilama nuo
12 ml iki 15 ml TSA. SumaiSomas p#as skiediklis su terpe. Leidziama miSiniui sudiing
paliekant Petri dkSteles ant Salto horizontalaus pavirSiaus. Inkighna 3 paras 22 °C
temperairoje.

2.2 Bakteriniy kamieny iSskyrimas

Kolonijos iSaugusios PetrichStekse ant TSA, tyrijamos lupa. Atrenkamos atskiros
kolonijos pagaly forma, spal, profili, krasg ir kilpele perkeliamog mégintuvelius su nuozulniu
TSA ir inkubuojama 22 °C tempetatdje.

2.3 Augimo priklausomybés nuo temperatfiros jvertinimas

Bakterijos, uzaugintos 22 °C tempeiaje. Megintuweliuose su fiziologiniu tirpalu
padaroma atitinkama bakterisuspensija ir ig&gama kilpele antdksteliy, kurios bus inkubuojamos
3 paras temperattose: +4°C (Saldytuvas), +4 - +6°C (sélyd - Saldytuvas), +22°C, +30°C, +37°C,
+44°C.

2.4 Bakterijy fiziologinés analizs metodai
Tolimesniems tyrimams atrinkt12 bakterini kamien fiziologinés analizs vertinimui

pagrindinai naudoti metodai aprasSyti Bergey‘'s manfigystematic bacteriology, 1989m.

2.4.1 Siendls struktiros jvertinimas Gramo bidu

Reagentai:
e kristalvioleto tirpalas 0.3%
e liugolio tirpalas 10%

e ctilo alkoholis 40%



20

e safranino spiritinis tirpalas 2.5%

Ant kar&iu fiksuoto preparato laSiname kristalvioleto, p6 8ekundii nuplaunameij
liugolio tirpalu, po 60 sekundZiuzlaSiname etilo alkoholio ir nuplauname distitwd4,0O, po to
uzlaSiname safranino, po 60 sekumdhiuplauname dist. ¥ ir stebime preparatimersiniu
mikroskopu.

Nustatomos gram — neigiamos ir gram — teigiamosebigs, j formos (kokai, lazdés).

KOH 3 % (kalio Sarmu) patvirtinamos gram — teigiana® gram — neigiamos bakterijos.

2.4.2 Bakterijy judrumo nustatymas

Daromas gyvas preparatas baktejiidrumui nustatyti.

2.4.3 Cukny hidroliz és testas

Terpes paruoSimui naudoti reagentai:

e KCI 0.29
e mieliy ekstraktas 0.2g9
e MgSOyx7H,0O 0.29
e (NHg)HPO, 1g

e distiliuoto vandens  iki 1000 ml, pH 7.0
Naudojami cukrai: rafinaz maltoz, fruktoz, ksiloz, galakto2, dulcitas, gliukoz.

Naudotas indikatorius: bromkrezolis 0.04%.

I 4.5ml tergs ipilama 0.5ml atitinkamo 5% cukraus tirpalo ir 0.04%gikatoriaus -
bromkrezolio tirpalo. Su kilpele paimta kil uzgjamai skysh terpge. Mégintuweliai inkubuojami
22 °C temperatroje iki 5 par. Rezultatai tikrinami kas parJei eksperimento metu bakteriniai
kamienai asimiliuoja atitinkaancukmny iki rag<iy, terpe nusidazo geltona spalva, jei neasimiliuoja,
terpe lieka nepakitusi, t. y. violetés spalvos. Taip pat teigiamtesto rezultat rodo tergs

drumstimasis. Tai parodo, kad kiréh asimiliuoja cuky, bet ne iki ig&iy.
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2.4.4 BBL Crystal identifikavimo sistema

Naudojamos priemas:

BBL Crystal dangtelis

BBL Crystal pagrindas su tenm

BBL Crystal negintu\éliai su tirpalu inokuliatui

I jau paruodt tirpala inokuliatui jdedame atitinkamos kiltos. Supurtytas skystis supilamas
1 BBL Crystal dangtelius ir uzdengiamas BBL Crygtagrindu su tefggm. Rinkiniai inkubuojami
+22°C temperatroje 24 valandas. Jeigu tam tikra medZiaga asiojdimajvyksta spalvia reakcija.

2.4.5 Krakmolo hidrolizés testas
Terpe:

e Tirpus krakmolas 10g
e MB (triptonas 10g, rsos ekstraktas 5g, NaCl 5g)  20g

e agaras 209

e distiliuotas HO iki 1000 ml
Reagentas:

e liugolio tirpalas 10%

1g tirpaus krakmolo istirpinama 10ml Salto vandéensumaiSoma su 100ml agarizuotos,
mitybinio buljono MB, terps. Kiekviena kulira iSgjama ant dviaj Sios terps lekSteliy ir
kultivuojama 23C temperatroje iki 5 par. Rezultatai tikrinami po 3 ir 5 dignuZpylus ant
[ékSteliy liugolio tirpalo. Aplink teigiamu amilaziniu aktywynu pasizymitia kultara susidaro
skaidri zona.

2.4.6 Zelatinos hidrolizs testas
Terpe:

e Zelatinos terp (,Lab-Lemco’ milteliai 3 g, peptonas 5g, Zelatihi20g) 128g
e dist. O iki 106
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Kultaros buvo perkeliamog mégintuvélius su Zelatinos terpe ir inkubuojamos 16 dien
Aktyvumas tikrinamas kas dvi dienagrnsus negintuwelius i§ 22C temperatros ir perklus juosi

4°C temperatra. Mégintuveliuose, kuriuose kuiiros vykdo Zelatinos hidroliz terp: nesustingsta.
2.4.7 Kazeino hidrolizs testas

Terpe:
e pieno milteliy terpe (drégme 5g, pelenai 8g, bendras azoto kiekis 5.3g, wukA8g, eterio
tirpalo ekstraktas 0.25g) 66.5¢g
e agaras 20g
e dist. O 1000 ml
Proteolitiniam aktyvumui nustatyti kakltos iSgjamos ant agarizuotos pieno miltglerpes.
Aktyvumas tikrinamas po izoliatkultivavimo dvi paras +2Z temperatroje. Aplink teigiamu

aktyvumu pasizymitia kultira matoma skaidri zona.

2.4.8 Triptofano skaidymas

Terpe:

e Kazeino figsties hidrolizatas 10 g
e Triptofanas 19

e Natrio chloridas 59

16 g sausos teép iStirpinama 1 litre vandens. ISpilstomanegintuslius. Sterilizuojama
autoklave 15 min esant 121 °C.

Kovato reagentas:

e 1% tetrametil — parafenilenediamino — dihidrocldortirpalas distiliuotame vandenyje.

Kultaros kultivuojamos rigintuvuose su terpe 24 valandas %22emperatroje.

Sis testas parodomas terp; su kultivuojama kuftra pridedant Kowo reagento. Jei
triptofanas skaidomas iki indolo, tai susidaro @naks Ziedas teép pavirSiuje.
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2.4.9 Oksidazs testas

Kovato reagentas:

1% tetrametil — parafenilenediamino — dihidrocidor tirpalas distiliuotame
vandenyje.

Kilpele kultiros uZgjamos ant TSA.inkubuojamos 24 valandas $22emperatroje. Tada
Petri kkStek jdedamas filtrinis popierius ir uzlaSinamas K&wareagento. Teigiama reakcija:
kolonijos nusidazo purpurine spalva per 10 sekundzi

2.4.10 Katalazs testas

Vandenilio peroksido 30 % laSas uzlaSinamas aanicdy skaidés, emulsija gaunamagéjus

pilna kilpele kultaros, p maiSant. Teigiama reakcija: deguonies iSsiskyrirods katalags buvim.

2.5 Angliavandeniliy jsisavinimas

EFA terpe g/l
K-HPO, 10g
KH,PO, 49
(NH2)2SOy lg
Mieliy ekstraktas 0,59
pH=7,2

Kozero mineraliné terpé g/l:
NaCb 29
NHsH,PO, 29
KoHPO, 1g
MgSQ,7H,0 0,449
pH=7,0

Kultaros paraleliai uzgamos i skystas EFA ir Kozero mineratinterpes. Inkubuojama
+22°C. Rezultatai tikrinami kas pakultiry uZsty i terpes su tetradekanu ir heksadekanu, kas 2

paras su dokozanu. Matuojamas teghiumstumas, naudojant drumstumo matudkiIRBIQUANT
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1500 IR. Jei eksperimento metu bakterjgisavina angliavandemjldrumstumas diga — bakteriy

daugja.

2.6 ldentifikavimas

2.6.1 Chromosomirés DNR iSskyrimas

Mitybiniame agare (TSA) bakterijos auginamos pektnaNuo agaro bakterijos buvo
nuplaunamos 1 ml TNE buferio (1 M Tris—OH — 10 N§CIl — 2 pl, 0,5 M EDTA — 20 pul, 40 —
968 pl) ir perkeliamog mikromegintuweli. Lasteks surenkamos centrifuguojant 3 min.15000 g,
atsargiai pasSalinami buferio likiai. Nusodintos 4dsteks buvo resuspenduojamos 135 pl TNE, dar
pridedama 135 pl TNE su 2% Triton X — 100, suma&dtelis kartus apveéiant megintuvelj.
Pridéjus 30 pl lizocimo (5 mg / ml) inkubuojama 30 mi87 °C temperatroje. Po to buvo

pridedama 15 pl proteéz K tirpalo ir inkubuojama 65C temperatroje 2 val.

2.6.2 Polimeraziré grandininé reakcija (PGR)

16 S RNR geno amplifikavimui buvo naudojamas fertagr2 x PCR Master Mix (UAB
.Fermentas”, Lietuva), kurio séty/je 0,05 vntil Taq DNR polimeraZ (rekombinantig); reakcijos
buferis; 4 mM MgC4;, 0,4 mM kiekvienos dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTPplimerazs
grandinire rakcija buvo atlikta naudojant Mastercycler Peato?GR aparat (Eppendorf,
Vokietija).

16 S RNR geno amplifikavimui naudoti pradmenys:

WO001

5 >d (AGAGTT TGA TCM TGG CTC) < 3’ (Godon ir kt1997)

WO002

5'>d (GNT ACC TTG TTA CGA CTT) <3’ (Godon ir kt1997), (“Roth”, Vokietija)

16 S RNR geno amplifikavimui buvo naudota PGR paota:

94°C 3 min,

94°C 1 min, 58C 1 min, 72C 1 min

72°C 10 min

PGR reakcija buvo atliekama laikantis gamintojoorakendaciy.
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2.6.3 DNR gryninimas

PGR produktui gryninti buvo naudojamas DNA ExtrantKit rinkinys (UAB ,Fermentas®,
Lietuva). Rinkinys skirtas DNR gryninimui iS agaészgelio, bet siekiant iSvengti ardém UV

poveikio, DNR buvo gryninama tiesiai iS PGR misinio

2.6.4 DNR koncentracijos nustatymas

DNR konctentracija buvo nustatyta elektrofa®agaroés gelyje mdu. Buvo naudojamas
MassRuller™ Express DNA LADDER, LR Zymuo (UAB ,Fermentas”, kima). Koncentracija

nustatyta remiantis gamintojo rekomendacijomis.

2.6.5 Sekvenavimas

Nukleotidy sekos buvo nustatytos Biotechnologijos instituet&navimo centre, naudojant
automatin 16 kapiliag genetin analizatony 3130xI (Applied Biosystems). Buvo atliekama
fluorescentiniais dazais zyty DNR fragmeni elektroforeg, ju detekcija lazeriu ir kompiuterin
analiz. DNR sekvenavimo reakcijos ruoSiamos naudojantvesskvimo rinkin BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit ir remiasi DNjRandires terminacijos (Sanger-dideoxy)
metodu su fluorescentiSkai zgtais terminatoriais (ANTP). Su Siuo rinkiniu sekwetas PGR
produktas. Sekvenavimui naudoti pradmenys WO01d0¥Uzr. sk. 2. 6. 2)
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lll. REZULTATAIIR J U APTARIMAS

1. Pavyzdzy surinkimas ir iSséjimas

2005 metais (spalio, lapkio, gruodzio nénesiais) buvo imamos nuoplovos nuwig (2004

m. spalio nénesio gamybos) polietilenipipaku@iu siriy saugojimo patalpoje, kur tempenat 4 —

6°C. Kiekviern méneg buvo paimta po 30 éginiy, kurie isjami, inkubuojami ir toliau

analizuojami. 1S viso iSskirta 350 baktetirkamien;.

2. Bakteriniy kamieny iSskyrimas

Kolonijos buvo augintos PetrélStekse ant TSA agaro. Tyrant lupa kolonijas,y dyd,

forma, kraSt, spalw iSskirta 12 bakterini kamieny (6 lentet).

6 lentet. Bakteriniy kamien koloniju charakteristikos.

Bakterinis Dydis Forma Spalva KraStas

kamienas
S1 smulkios (1 — 2 mm) netaisyklinga baltpilkuma Banguotas
S2 vidutires (2 — 4 mm) netaisyklinga gelsva Banguotas
S3 smulkios (1 — 2 mm) apvali balta Lygus
S4 vidutires (2 — 4 mm) netaisyklinga balfgpilkuma Sakotas
S5 vidutires (2 — 4 mm) netaisyklinga baltgpilkuma Banguotas
S6 smulkios (1 — 2 mm) apvali rusva Lygus
S7 vidutires (2 — 4 mm) netaisyklinga balta Sakotas
S8 taskigs (<1 mm) ovali gelsva Lygus
S9 vidutires (2 — 4 mm) netaisyklinga baltgpilkuma Banguotas
S10 smulkios (1 — 2 mm) apvali rusva Lygus
S11 smulkios (1 — 2 mm) apvali gelsva Lygus
S12 smulkios (1 — 2 mm) apvali rusva Lygus
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3. Augimo priklausomybés nuo temperatiros jvertinimas

Bakterijos buvo is§amos ant dkSteliy su TSA agaru. Inkubuojant bakterijas prie + 4°C,
+22°C, +30°C, +37°C, +44°C temparat, nustatytas skirtingas; jaugimas. Geriausiai augo prie
22°C temperatros. Bakteriniai kamienai visiSkai neaugo prie 44t€nperairos (7 lentdd).

+ 4 °C temperairoje augimas yra, bet labai silpnas. Kadangi bg&sersskirtos iS 8riy saugojimo
sanclio, nuo giriy polietileniniy pavirsuy, kur temperatra yra + 4 - +6°C, ti&tina, kad priklausys
psichrofilams. Jvertinus augimo priklausomygbnuo temperatos, galima teigti, kad bakteriniai
kamienai priklauso fakultatyviniams psichrofilanpsichrotrofams), kuu augimo temperatos yra
nuo 0°C iki +40 °C.

7 lentet. Bakteriniy kamien; auginimagvairiose temperatose.

Bakterinio Inkubavimo temperatos
kamieno s E T +4-+6°C] +22°C | +30°C | +37°C | +44°C
numeris
(sanctlys -
Saldytuvas)
S1 + - + - ++ + ++ + ++ + -
S2 + - + - ++ + + + + + + + + -
S3 + - + - + + + ++ + + + -
S4 + - + - ++ + + + + + -
S5 + - + - + + ++ + ++ + -
S6 + - + - + + ++ + + + -
S7 + - + - ++ + ++ + + + -
S8 + - + - + + + +++ + + + -
S9 + - + - ++ + +++ + -
S10 + - + - + + + + ++ + -
S11 + + + - ++++ + + + - -
S12 + - + - +++ + ++ + ++ + -

+ + + + - labai geras augimas; + + + - geras aagim + - silpnas augimas; + - - augimas yra,|ddmi
silpnas.

4. Sienets struktaros jvertinimas Gramo badu, bakterijy judrumo

nustatymas

Atlikus dazymy Gramo ladu, nustatyta, kad visi bakteriniai kamienai yra@r— teigiami.
Tai patvirtinta ir 3 % KOH. Izoliatus nudazius,ttis hsteliy formos. Nustatytos rutulés bakterijos

(kokai), kury tarpe buvo: monokokai, diplokokai, streptokokakeirakokai (8 lente).



Darant gyvus bakterinikamieny preparatusjvertintas baktenj judrumas (8 lenté). Visi
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bakteriniai kamienai buvo nejutf.

8 lentet. Bateriniy kamienmy dazymas Gramoddlu, lsteliy formos ir judrumo nustatymas.

Bakteriniai kamienai Dazymas Gramodu Lasteliy forma Judrumas
S1, S3, S4, S5, S6, S11, S12 Gram + diplokoka dniejs!
S2 Gram + tetrakokai nejudrios
S8, S9 Gram + streptokokai nejudrios
S7 Gram + monokokai nejudrios

Kai kuriy cukny skaidymas buvo tiriamas naudojantis BBL Crystainiifikavimo sistema,
kitu cukm (rafinozs, maltozs, fruktozs, ksilozs, galaktogs, dulcito, gliukozs) skaidymas
nustatytas, atliekant cukrhidrolizés tesi. (9 lentet) R — raide pazyswtas rezultatas rodo, kad
cukrai buvo skaidomi ikitig<iy, d — raid zymi kolonijy augima, ivertinant vizualiai pagal teég
drumstimysi, o tusias laukelis rodo, kad kuiltos atitinkamo cukraus neasimiliavo. Atlikus tyam

nustatyta, kad visi 12 bakterinkamien; neskaid rafinozs, o fruktoz ir gliukozé buvo labiausiai

5. Cukry hidroliz és rezultatai

_— v

skaidomi cukrai (9 lenté).

9 lentek. Cukn hidrolizés rezultatai.

Cukrai
Izoliatai Rafinoz | Maltoz | Fruktoz Ksilozé | Galaktoz | Dulcitas | Gliukoze

S1 d R d R d d
S2 d d d d
S3 R d d
S4 R d
S5 R d R
S6 d R R
S7 d d

S8 d
S9 d d
S10 R d R
S11 d R
S12 d d d
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6. BBL Crystal identifikavimo sistemos rezultatai

Paruostas tirpalas su atitinkama #tdt buvo supiltag BBL Crystal dangtelius ir uzdengtas
BBL Crystal pagrindu su substratais. Tam tikro s#te asimiliavimas nustatomas pagal spaivin
reakcip (teigiama reakcija arba neigiama reakcija) (1@diéh

10 lenteé. BBL Crystal identifikavimo sistemos rezultatai.

Substratas S1S2|S3|S4|S5|S6| S7|S8| S9| S10| S11| S12
Laktoz e S e e N e e - -

Manoz + |+ |+ |+ |+ ]|+ +| - + | - - +
Sacharo& + |- |- [-T1-1T-1T-71T-71T+7- _ 3

Melibiozé - - - - - - - -

Ramnoz T e - -

Sorbitolis - - - - -] - - -] - - -

Manitolis S I s A B S R + -

Adonitolis e - -

Dekstroz RN
Celobioz e - -

Trehaloz + |- |+ |+ |+ |- -] - - - -

2,4—diamino-6,7-diizopropilo |- |- [+ |+ |+ |- | - | + | + | - + | -

pteridino fosfato druska

p-n-p-B-gliukozidas + | 4+ | | | | ]+ 4+ 4+ + -
p-n-p-B-galaktozidas +| 4| |+ - H O+ O H O H O+ + -
p-n-p-N-acetyl + |- |+ |+ -+ ]+ - - - - +

gliukozaminidinas
p-n-p bifosfatas -
p-n-p-ksilozidas +

+ |1
+ |
+ | !
+ | !
+ [
+ 1

+
+
+ |+t

+ +
p-n-p-a galaktozidas A +
p-n-p-B-glukuronidas + |+ +| +| | | ]+ 4+ O+ + -
y-L-glutamilo p-nitroanilidas - -1 - -1 -1 -] -] -1 - - +
Slapalas +| | | |+ o+ O+ H -+ + +
Indoksilo fosfatas +| A+ o+ + 4+ H O H O+ OH - + +
Fenilalaninas - - -1 - - -] - - -] - _ +
Esculinas o T o e A B B I + -
H,S U I T B N
Tetrazolis o o s S O O
Malonatas | - -1 -1 -1 -1 -1 4] +| +] +« +
Argininas S S o e A e - + +
Ornitinas A A A
Lizinas + |+ |+ ]+ |+ +| +| +| O+ + + +
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7. Krakmolo hidroliz és testo rezultatai

Kultaros buvo perkeltog Petri EkSteles su krakmolo terpe ir inkubuotos +22 °CS5ilpax.
Rezultatai tikrinami po 3 ir 5 dien uzpylus ant dkSteliy liugolio tirpalo. Aplink amilaziniu
aktyvumu pasizymi¢ias kultiras buvo matomos skaidrios zonos (2 pav). 10 hakiekamien

pasizyng¢jo amilaziniu aktyvumu. Neigiaarezultag rode S1 ir S12 bakteriniai kamienai.

2 pav. Aplink amilaziniu aktyvumu pasizyntias kultiras matomos skaidrios zonos.

8. Zelatinos hidrolizés testo rezultatai

Kultaros buvo perkeltog mégintuvelius su zelatinos terpe. Inkubuojant +22 °C iritilant
kas dvi paras nustatyta, kad po 2ypaP bakteriniai kamienai (S1 ir S12) hidrolizavelatin, po 4
pamn - 3 (S6, S9, S11), po 6 par 1 (S8), po 8 par— 1 (S5), po 10 par- nei vienas nevykd
Zelatinos hidrolizs, o po 12 par— 2 bakteriniai kamienai (S4 ir S7) hidrolizavdatma.. Po 14 ir
16 pan inkubavimo nustatyta, kad 3 bakteriniai kamienigiSkai nevykd Zelatinos hidrolizs (3
pav.).

Zelatinos hidroliz &

@ po 2 pary,
B po 4 pary,
O po 6 pary,
O po 8 pary
W po 12 pary,
@ neskaido

3 pav. Zelatinos hidrolis rezultatai
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9. Kazeino hidrolizés testo rezultatas

Kultaros buvo iS&tos ant agarizuotos pieno miliglterpes. Po 2 par inkubavimo 22 °C
proteolitiniu aktyvumu pasizygo 11 bakterini kamienmy iS 12. Neigiam reakcip rode S10
bakterinis kamienas. Tai rodo, kad 11 kamiegali asimiliuot baltymias kilmés medziagas ir
panaudoti jas kaip alternaty ir N Saltin (4 pav).

Kazeino hidroliz &

i

O wkdo mnewkdo

4 pav. Kazeino hidrolis rezultatai.

10. Triptofano skaidymas iki indolo

Sis testas parodomas pridedant Kmveeagentd terp su kultivuojama kuftra. Jei indolo
yra, susiformuoja raudonas Ziedas ¢srpavirSiuje. Atlikus stest, 3 bakteriniai kamienai (S1, S11,
S12) skaid triptofar iki indolo.

11. Oksidazs testo rezultatai

Oksidazs testas naudojamas nustatyti ar bakterijos gatamatikra citochromo c oksidaz
Teigiama oksidazreiSkia, kad bakterija turi citochromo c oksidazdélto gali panaudoti deguon
energijos gamybai. Atlikus oksidee tess, teigiany rezultah rode 2 bakteriniai kamienai (S11,
S12), vig kity bakteriniy kamien oksidazs testas buvo neigiamas.
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12. Katalazs testo rezultatai

Atlikus katalazs tess, nustatyta teigiama reakcija visiems 12 bakterkamieny: deguonies

iSsiskyrimas rodo katalag buvins.

13. Klasteriné analizé

Buvo atlikta klasteriéd anali2, remiantis morfologiniais pozymiais bei biocheminest;
rezultatais. Atlikus klasterinanaliz;, nustatyta, kad bakterinkamien; panasumas yra gana didelis:
didZiausias panasumas 85% nustatytas tarp S4 865,57 izoliai (5 pav).

Bakterinis kamiens:
— 2 n B =] Fx [La] 3 —

=

¥

Izoliaty panasSumas, procentais
5 pav. Klasteria analiz (skakje nurodyti procentai: 0,15 - reiSkia kad izoligbainags 85%
irt.t.).

14. Gekgjimo jsisavinti tetradekam (C14H30), heksadekam (CieHz4),
dokozam (C,,H46) ivertinimo rezultatai

Sio eksperimento tikslas yieodyti, kad tiriami bakteriniai kamienai gali naudpolietileny

kaip anglies Saltir) nes visos tyrimo bakterijos buvo iSskirtos nutigiideniniy pavirsSy. Polietilera
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sudaro ilgos — (Chn — grandirs, todl jis sunkiai biodegraduojamas, tai procesas vyketamet,
metus. Rl Sios priezasties, eksperimentui naudoti anglideailiai: tetradekanas (@Hsg) (skysta
medziaga), heksadekanas:ddss) (skysta medziaga) ir dokozanas,fdss) (milteliy pavidalo
medziaga)lvertintas bakterimi kamien; gelgjimasisisavinti Siuos angliavandenius kaip polietileno
fragmentus.

Bakterijos gerai dauginasi skystose &=y kur jas iS vig pusip supa mitybinis tirpalas.
Skaidrus mitybinis tirpalasjvedusi ji kultivuojama Kultara, laikui bégant susidrumsa, nes
bakterijos pradeda naudoti téyp esatiias mitybines medziagas, pradeda daugintis| topalas
susidrumsia. Sio eksperimento metu buvo matuojamaséterrumstumas (DMV — drumstumo
matavimo vienetai). Kadangi analizuojami bakteiinkamienai eksperimento metisisavino
tetradekan, heksadekanir dokozan, vadinasi, per ilg laiko targ practy naudoti polietilen kaip

anglies Saltip

14.1 Bakteriniy kamieny kultivavimas EFA ir Kozero mineralin éje

terpése, pridejus tetradekano

Kozero mineraligje tergje su tetradekanu bakterijos buvo inkubuojamos 1iRi pat.
Rezultatai tikrinami kas parbuvo matuojamas te¥p drumstumas. Nustatyta, kadwisakteriniy
kamien terpes drumstumas pradeda zenkliaidigpo 2 pan, 0 mazti po 8 pan (11 lentet). Buvo
apskadiuoti kiekvienos paros terpidrumstumo vidurkiai (10 DMV) ir nubgta kreiv (6 pav.).
Terpés kontrok (be bakterij kultiros) vie eksperimento laikotajfuvo 4.5 DMV.

11 lenteé.Bakterinyy kamien kultivavimas Kozero mineralie tergeje, priccjus tetradekano.

Bakteriniai Paros

kamienai | 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 19 11 1
S1 17,9/ 18,1| 29,9| 33,3| 52,2| 69,1| 73,8| 77,3| 78,2| 74,9| 53,2| 51,3| 41,2
S2 18,3 18,7| 28,7 | 31,2| 47,3/ 52,9| 68,7| 71,2| 74,5| 70,3| 60,1 | 58,7| 49,8
S3 18,0, 18,9| 25,6| 29,4| 46,4| 51,3| 71,0| 74,4| 76,7| 71,2| 56,7 | 52,4| 47,3
S4 17,7/ 18,3| 29,4| 34,5| 40,8| 57,8| 69,3| 73,5| 77,5/ 69,9| 59,8| 51,3| 42,3
S5 18,2/ 18,8| 27,8| 32,3| 51,2| 59,7| 61,2| 70,1| 74,2| 71,3| 63,4 | 58,7| 44,7
S6 17,8/ 18,1| 24,7| 30,1| 47,3| 58,3| 72,1| 75,8| 78,1 | 73,4| 61,2| 57,3| 48,2
S7 18,1 18,5| 27,9| 32,7| 39,7| 45,6| 67,4| 72,9| 75,3| 71,2| 58,7| 49,2| 37,8
S8 17,7/ 18,3| 31,0| 32,4| 41,8| 49,8| 63,8| 69,3| 72,7 | 67,3| 58,3| 51,4| 40,3
S9 18,3/ 18,9| 25,6 | 34,4| 44,5|52,3| 71,5| 75,8| 78,2| 72,6| 62,2| 57,7 | 49,4
S10 18,2/ 19,0| 22,3| 37,2| 39,1| 48,7| 64,9| 69,7| 72,4| 68,2| 55,7| 51,6| 42,3
S11 17,7, 18,4| 26,7| 33,1| 47,3| 53,4| 67,2| 74,1| 77,2 72,6| 62,6| 59,3| 41,4
S12 17,9 18,9| 32,5| 34,2| 39,7 | 46,9| 63,4| 68,9| 73,8| 70,1| 51,3| 47,8| 35,6

N
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—m— Terpés kontrolé —e— Eksperimento rezultatai

90 -
2 80 —— T
=
270 »//0/4
g . B
g 60 / T =
2 50 T e T
z 4 I
540 T 7L

0|+ 7 /qr//

20 =

10 -I_ i i i i i i i i i i i i

O T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Laikas, paros

6 pav. Bakterini kamien kultivavimas Kozero mineralije tergje, prickjus tetradekano
(drumstumo vidurkiai £10 DMV).

EFA terpje su tetradekanu bakterijos buvo inkubuojamos df). Rezultatai tikrinami kas
pam, buvo matuojamas terp drumstumas. Nustatytas Zzymus ésrgrumstumo padigimas jau po
paros, pvz., S7 bakterinio kamieno t&pdrumstumas po paros sield5,2 DMV. Tergs
drumstumas pradeda nitizpo 6 pan (12 lentet). Buvo apskaiiuoti kiekvienos paros terpi
drumstumo vidurkiai (10 DMV) ir nukzta kreivé (7 pav.). Terps kontrok (be bakteriy kulttiros)
visa eksperimento laikotaifpuvo 4.8 DMV.

12 lenteé. Bakteriniy kamieny kultivavimas EFA terge, pricdtjus tetradekano.

Bakteriniai Paros

kamienai 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
S1 18,5| 23,4 53,2 726 893 91,2 82,7 79,1 3582 221,3
S2 18,7| 21,5 41,0 69,/ 92/3 93,7 86,1 81,4 48,42 374,55
S3 17,5| 25,3 43,2 458 63|1 70,2 658 64,3 42,21 33274
S4 18,0| 24,7 44,9 496 664 734 67,5 60,2 38,33 3®28
S5 17,7 31,2l 51,2 634 731 792 719 66,5 35232819
S6 18,2| 32,3 55,6 61,6 782 81,3 745 70,2 55,42 B725,6
S7 18,5 35,2 61,2 634 799 824 765 71,6 47,27 221,8
S8 17,8| 28,1 47,2 52,83 693 743 68,3 63,7 51,22 279,3
S9 175| 23,3 49,8 598 712 756 67,8 60,4 55,64 3126,4
S10 18,01 29,7 53,7 57p 734 782 71,2 66,8 4321 pA8,7
S11 18,1 31,2 51,3 678 813 856 794 71,2 57,89 32,4
S12 18,3 33,4 525 7283 835 84,3 77,6 68,2 49,38 R719,9
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7 pav. Bakterinj kamien kultivavimas EFA terge, pricdtjus tetradekano
(drumstumo vidurkiai £10 DMV).

14.2 Bakteriniy kamieny kultivavimas EFA ir Kozero mineralin é¢je

terpése, pridéjus heksadekano

Kozero mineraligje tergje su heksadekanu bakterijos buvo inkubuojamos ag. p
Rezultatai buvo tikrinami kas parbuvo matuojamas te¥p drumstumas. Nustatyta, kad tep
drumstumas labai nezymiai djd iki 5 paros, po to Zenkliai digh iki 8 paros, toliau stebimas
drumstumo magimas (13 lentel). Buvo apskaiiuoti kiekvienos paros terpidrumstumo vidurkiai
(x10 DMV) ir nubezta kreiv (8 pav.). Terps kontrok (be bakteriy kultiros) vis eksperimento
laikotarp buvo 4.7 DMV.
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13 lente¢. Bakteriniy kamiem kultivavimas Kozero mineralife tergje, pridtjus heksadekano.

Bakteriniai Paros

kamienai | 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1
S1 18,1 18,9| 22,3| 22,5| 24,4| 27,2| 59,3| 59,7| 61,4| 60,1| 42,2| 40,1| 32,3
S2 17,9 18,0| 19,3| 19,6| 20,1| 22,3 | 43,6| 45,2 | 55,8| 53,3| 42,8| 39,7| 30,1
S3 17,5 17,7| 18,9| 19,0| 19,8| 23,4| 30,5| 33,3| 45,0/ 41,2| 41,0| 38,3| 29,7
S4 18,21 19,5| 24,3| 24,5| 24,6| 25,2 | 44,3| 47,2| 66,1| 51,3| 27,5| 27,0| 23,4
S5 18,0/ 18,3| 22,3| 23,2| 25,4| 26,1| 43,8| 48,3| 54,5/ 50,7| 48,9| 46,4| 37,8
S6 17,3/ 18,1] 19,9| 20,3| 21,0| 23,2| 42,6| 43,3| 70,1| 66,9| 47,2| 39.3| 31,6
S7 17,9 18,7| 20,4| 21,2| 24,6| 25,0| 37,6| 42,4 51,4| 47,2| 32,8| 30,1| 27,1
S8 18,1 19,2| 23,5| 23,9| 24,1| 24,7| 40,1| 48,9| 67,1| 52,6| 34,6| 31,2| 25,4
S9 18,2/ 18,9| 19,4| 19,5/ 19,9| 21,2| 36,1| 37,2| 53,8| 50,5| 45,1 42,3| 36,3
S10 18,0 18,2| 18,7| 19,1| 20,5| 22,6| 42,3 | 43,3| 64,3| 49,7| 37,6| 33,7| 28,2
S11 17,3 17,8/ 19,9| 19,9| 20,2| 21,7| 36,2| 39,2| 52,4| 50,3| 44,3| 41,1| 32,3
S12 17,5 17,9| 18,8| 19,3| 22,4| 23,8| 34,3| 37,3| 69,4| 60,7| 45,6| 40,8| 34,9
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8 pav. Bakterini kamien kultivavimas Kozero mineralije tergje, pricjus heksadekano
(drumstumo vidurkiai £10 DMV).

EFA tergje su heksadekanu bakterijos buvo inkubuojamosatf) Rezultatai tikrinami kas
pam, buvo matuojamas te¥p drumstumas. Nustatytas Zymus ¢srgrumstumo padigimas po 2
pan, o mazjimas stebimas po 5 parn(14 lentet). Buvo apskaiiuoti kiekvienos paros terpi
drumstumo vidurkiai (10 DMV) ir nuk#ta kreive (9 pav.). Terps kontrok (be bakteriy kultiros)
visa eksperimento laikotaifuvo 4.9 DMV.
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14 lente¢. Bakteriniy kamiem kultivavimas EFA ter§y, pridéjus heksadekano.

Bakteriniai Paros
kamienai | 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
S1 18,4 20,3 41,0 5240 713 75,7 334 30,2 26,12 2%49
S2 18,8| 19,2 29,2 494 85/7 86,3 554 53,1 46,71 3321,7
S3 17,1 19,7 26,8 426 55/]1 628 46,3 42,7 25,63 2315
S4 17,5 20,1 32,3 398 494 512 26,0 253 1943 176,2
S5 17,3 18,9 33,1 548 688 735 36,6 352 2874 2%3,6
S6 18,4 22,31 446 51 715 72,7 30,1 276 23,41 2064
S7 18,1| 24,2 449 63,83 843 80,2 619 56,6 2945 2&49
S8 17,5 21,7 32,1 43,/ 613 674 49,1 47,3 29,72 2725,8
S9 17,3| 24,5 359 39, 534 598 36,5 334 21,18 196,5
S10 18,2 21,9 45,7 49p 744 81,8 50,0 425 23,13 06,3
S11 18,6/ 23,4 37,9 514 64,0 683 469 419 185217125
S12 17,5| 25,7 33,4 432 56|7 61,2 36,7 354 28,74 24213
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9 pav. Bakterini kamieny kultivavimas EFA terg, pridéjus heksadekano
(drumstumo vidurkiai £10 DMV)

14.3 Bakteriniy kamieny kultivavimas EFA ir Kozero mineralin éje
terpése, prideéjus dokozano

Kozero mineraligje tergje su dokozanu bakterijos buvo inkubuojamos iki [22w.
Rezultatai buvo tikrinami kas 2 paras, buvo matmgis terps drumstumas. Nustatyta, kad tep
drumstumas Zenkliai pradeda éidpo 8 pan (15 lentet). Léta drumstimysi gakjo itakoti tai, kad
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dokozanas — kieta medziaga. Buvo apskati kiekvienos paros tenpidrumstumo vidurkiai (x10
DMV) ir nubrézta kreive (10 pav.). Terpgs kontrok (be bakteriy kultiros) via eksperimento
laikotarp buvo 5.4 DMV.

15 lente¢. 1zoliaty kultivavimas Kozero mineraléje tergje, priccjus dokozano.

Bakteriniai Paros

kamienai 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2P
S1 18,1| 18,4 19,3|21,2|24,8|30,2| 38,9| 54,7| 59,2| 37,2| 29,0| 28,7
S2 17,8| 18,3 18,9| 19,9| 25,7| 29,3| 34,7| 56,3 | 57,4| 34,4| 28,7 | 26,3
S3 18,3| 18,719,1|19,8|26,8|31,3| 31,8|59,7|63,0| 38,9|29,1| 25,4
S4 17,7| 18,1 19,2| 22,3| 25,2| 28,7| 30,3| 61,2| 64,3| 41,2| 27,3 | 24,3
S5 18,5| 18,6 18,9| 19,7| 24,9| 29,6| 32,9| 53,7|61,7| 39,1| 26,9| 22,4
S6 17,7| 18,1 18,7|19,6| 27,3|32,7| 37,6| 57,6|64,2| 42,7| 25,1| 20,5
S7 18,8| 18,9 19,5|22,3|26,2| 27,3| 35,7| 58,7 | 64,3| 43,8| 29,2| 22,8
S8 18,5| 19,1 19,7|23,4|27,3|31,3| 37,8/ 59,9|62,7| 39,1| 27,6| 21,3
S9 18,0| 19,319,9|22,9|23,1|26,7| 30,6| 62,4| 65,3| 43,7| 29,1| 22,7
S10 18,1| 18,719,5|23,7|24,6|27,3|32,7|61,8| 66,9|41,2| 32,3| 24,9
S11 18,9 19,120,1|24,8| 25,7|28,9| 36,5/ 67,9| 69,1| 39,9| 26,7 | 21,5
S12 18,5| 18,6 19,8| 22,8| 23,2| 26,7 | 31,6| 55,9| 60,3 | 40,7 | 23,4| 19,8
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10 pav. Bakterinj kamiem kultivavimas Kozero mineralije tergje, pridjus dokozano
(drumstumo vidurkiai £10 DMV)

EFA tergje su dokozanu bakterijos buvo inkubuojamos ikp28;. Rezultatai tikrinami kas
2 paras, buvo matuojamas tspdrumstumas. Nustatytas drumstumo éjiiices po 8 par

(16 lentet). Buvo apskaiiuoti kiekvienos paros terpidrumstumo vidurkiai (x10 DMV) ir nubgta
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kreivé (11 pav.). Tergs kontrok (be bakteriy kultaros) vis eksperimento laikotaipbuvo 5.7
DMV.

16 lentet. Bakteriniy kamiem kultivavimas EFA tergy, pridéjus dokozano

Bakteriniai Paros

kamienai 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2P
S1 18,6 18,7 19,1|20,3|24,4| 38,2| 52,3| 53,4| 56,1| 47,0| 40,2| 23,4
S2 17,9| 18,0 18,7|20,1| 22,7| 32,3| 53,8| 54,2| 57,2| 46,3| 39,9| 21,0
S3 18,1| 18,1 18,3|19,2|27,3|36,7| 57,2|57,9| 58,3| 44,2| 37,8| 25,7
S4 18,4| 18,318,9|19,1|28,7|40,1|51,4|54,3|56,7|47,9|41,2| 21,3
S5 18,7| 18,919,1|21,4|30,2|33,2| 49,8| 53,7 | 54,1| 42,3| 36,7 | 20,2
S6 18,3| 18,5 18,8|22,7| 24,4| 35,8| 48,3| 50,3| 53,0| 41,8| 34,3 | 24,3
S7 18,0| 18,3 19,2| 20,6| 25,6| 36,5/ 50,4| 52,1| 54,2| 44,7 | 32,7 | 22,7
S8 17,9| 18,519,3|21,8|27,2| 38,3| 52,7| 53,7| 54,9| 42,3| 31,3| 27,6
S9 18,4| 18,7 18,9|21,3|26,1| 34,4| 50,8| 52,8| 55,1| 44,5| 30,1| 25,4
S10 18,5/ 18,919,3|23,5/31,1|40,1|56,4|58,2|60,1|51,2| 43,4| 28,7
S11 18,6 18,719,5|27,2|32,7| 43,4| 53,2| 55,7| 57,2| 49,3| 37,8| 27,1
S12 18,4| 18,6 19,0| 24,4| 33,6| 42,7| 50,8| 53,7| 56,8| 47,4| 33,7 | 24,2
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15. Bakterijy identifikavimas pagal 16 S RNR geno analig

Identifikavimui buvo pasirinktas S7 bakterinis kamas. 1S Sios bakterijos buvo iSskirta
chromosomia DNR. Ivykdzius polimerags grandinig reakcip, DNR buvo amplifikuota, nes
atlikus elektroforeg gelyje matomas 1.5 kb pofragmentas (12 pav.). Remiantis metodika, buvo
iSgryninta DNR tiesiai iS PGR miSinio. Nustatyta RNKoncentracija elektroforéz agarozs gelyje

badu (13 pav).

b n g 12 pav. Elektroforetih PGR produkto analkizl % agarozs

=~

gelyje. Kaigje — molekuliniy masi; Zymuo Gene Rule™ Mix (dydis

i$ virSausj ap&ia: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,800, 900, 1000,
1200, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 50000,68000, 10000
bp), deSigje — PGR produktas, 1,5 kb dydzio fragmentas.

"[

A 7 ¢
-

-

=

13 pav. Elektroforetihn DNR analiz 1 % agarozs gelyje.
Kairéje — 1 pl analizuojamo plaznid tirpalo. DeSigje — 10 pl
7ymens koncentracijai nustyti MassRulléExpress DNA LADDER,
LR (DNR kiekis i$ ap&osi virsy: 10, 20, 30, 50, 70, 100 ng)

T

Biotechnologijos instituto Sekvenavimo centre buwestatytos nukleotid sekos. Gauti

rezultatai buvo sulyginti su duomemaze. Remiantis nukleotidsekos analize nustatyta, kad S7
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bakterinis kamienas priklausStaphylococcugyertiai ir su Staphylococcussp., Staphylococcus

equorumbei su nekultivuojamu bakteriniu kamienu formufliggenetinio medzio Sak(14 pav.).

Staphylococcus sp. J33; AB167056
uncultured bacterium; SPB22; DQ922976
Staphylococcus equorum subsp. equorum; JH6; DQ232735
S7
Staphylococcus equorum subsp. linens; OS-84; AM237374
Staphylococcus equorum subsp. equorum (T); ATCC 43958T; AB009939
100 , Staphylococcus succinus subsp. succinus (T); AMG-D1; AF004220
Staphylococcus succinus subsp. succinus (T); SB72; AJ320272

Staphylococcus xylosus (T); ATCC29971T; D83374

64 Staphylococcus arlettae (T); ATCC 43957T; AB009933

Staphylococcus gallinarum (T); ATCC35539T; D83366

54 92— Staphylococcus cohnii subsp. cohnii (T); ATCC 49330T; AB009936

Staphylococcus cohnii subsp. cohnii (T); ATCC29974T; D83361
98" Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus (T); ATCC15305T; D83371

33

r—

0.001
14 pav. Bakterinio kamieno S7 filogenetinis medisgmtas 16S rDNR nukleotiddekomis. Analiz

atlikta Neighbor-joining metodu.

Yra duomen apie bakterijosStaphylococcus equoruraskyrimg iS pieno, kuris gautas is
karviu sergatiiyu mastitu.Staphylococcugenties baktenij mazi kiekiai randami antisu pavirsi,
Zemoje temperatoje ju vystymasis pristabdomasgiau atsidirusios aukStesffe temperatroje jos
gali spatiai practti daugintis ir sukelti Zmomi ir gyviiny infekcijas. Nors Sios bakterijos galith
dalis normalios mikrofloros, &&au dideli p kiekiai gali sukelti Zmonj ir gyvinuy infekcijas
(Novakova ir kt., 2006).
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ISVADOS

ISanalizavus 350 atrinkt bakterijy morfologinius pozymius, buvo iSskirta 12 baktegini
kamieny, kurie skygsi koloniju dydziu, forma, krasStu ir spalva.

. Ivertinus augimo priklausomgbnuo temperatos, galima teigti, kad bakteriniai kamienai
priklauso fakultatyviniams psichrofilams (psichafams).

. lvertinus fiziologines savybes, nustatyta tai, kasi 12 bakterini kamierny yra Gram —
teigiami, nejudiis kokai, kuri katalazs testas raogd teigiama rezultah. Atlikus kitus
fiziologinius testus, iSsiskyr S12 bakterinis kamienas. S12 kartu su S1 nehmdnab
krakmolo ir jau po 2 parhidrolizavo zelatin, S12, S11 ir S1 vykdtriptofano skaidyra iki
indolo, taip pat S 12 ir S11 katatsztestas buvo neigiamas. Vigity bakteriniy kamiemny
fiziologiniy test; rezultatai buvo panas tarpusavyije.

. ISanalizavus klastergnanaliz, kuri remiasi baktenj morfologiniais pozymiais ir biochemini
tesyy rezultatais, nustatytas 85 % panaSumas tarp S8,iS6 ir S7 bakterinikamien;. S12
panasumas su kitais bakteriniais kamienais sieki#5

. Ivertinus bakterinj kamien; sugeljima jisisavinti angliavandenilius nustatyta, kad
tetradekanas ir heksadekanas lengsisavinamos, nes yra skystos medziagos. Dokozaaas y
kieta medziaga ifsisavinamaditai.

. Atlikus S7 bakterinio kamieno identifikavirpagal 16 S RNR geno analjzuvo nustatyta,
kad tiriamas bakterinis kamienaStaphylococcugenties atstovas.

Darly atliko: Alma Vaitkevéiate

Darbo vadovas: prof. dr. Donaldimvicius
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SANTRAUKA

Darbo tikslas buvo iSskirti, identifikuoti baktexg,jvertinti ju gekgjima isisavinti medziagas,
sudarytas iS daug anglies (C) atorturinciy grandinip. IS sandlio — Saldytuvo, nuo ®iy
polietileniniy pavirsiy buvo surinkti pavyzdziai ir, remiantis morfologas pozymiais buvo iSskirta
12 bakterini kamieny.

Ivertinus augimo priklausomygbnuo temperatos, galima teigti, kad bakteriniai kamienai
priklauso psichrofilams. Buvo analizuojamos fizigiltes savybs: lasteks sienels tipas, cuky
rauginimas, Zelatinos hidrotiz krakmolo hidroliz, kazeino hidroliz, triptofano skaidymas,
oksidazs ir katalags testai. Remiantis §itest, rezultatais, atlikta klastegnanali2, nustatytas
bakteriniy kamien; panasSumas.

Kadangi bakterijos iSskirtos nuo polietilenjnipavirsSyy, buvo jvertintas y gelgjimas
isisavinti mazai anglies (C) atamturincius angliavandenilius (kaip polietilieno fragmentus)
Nustatyta, kad visi bakteriniai kamienagisavina tetradekan heksadekanir dokozan. Vadinasi,
per ilga laiko tarm analizuojami bakteriniai kamienai gali pétidnaudoti polietilen kaip anglies
Saltin.

Identifikavimui buvo pasirinktas S7 bakterinis kamas. Atlikus S7 bakterinio kamieno
identifikavima pagal 16 S RNR geno analizouvo nustatyta, kad tiriamas bakterinis kamienas

Staphylococcugenties atstovas.
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SUMMARY

The aim of this work was to isolate and identifyicrobrganisms, to estimate their ability to
assimilate the substances with a lot of chains amynumber of carbon (C) atoms.

There were collected the samples, from the surfatefeese polyethylene packing in the
storeroom — fridge. In accordance with their motpgy there were isolated 12 bacterial strains.

There was estimated the bacterial strains deperdanthe temperature. | can propose, that
the bacterial strains belongs to the facultatiwepsophyles (psychrotrophs).

There were analyzed the physiological propertieth® bacterial strain: the composition of
the cell wall, sugar fermentation, gelatin hydradystarch hydrolysis, casein hydrolysis, tryptapha
degradation, oxidase and catalase tests. Accotditige results of these test, there was made the
clusters analysis and was determined the similafithe bacterial strains.

There was estimated the ability to assimilate hgdroons as the fragments of polyethylene,
because the bacterial strains were isolated frapthyethylene surfaces. According to the results,
there was determined that the bacterial strainsmédated the tetradecane, hexadecane and
docosane. It means that after a long time theseéetialc strains would start to assimilate the
polyethylene as a sole carbon source.

There was chose up the S7 bacterial strain forddsetification. According to the results of
the 16 S RNA gene analysis, there was determinadtite analysed bacterial strain belongs to the

genus ofStaphylococcus.
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NuosSirdziai @koju Biochemijos instituto Molekulikgs mikrobiologijos ir biotechnologijos
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