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IVADAS

Patalpy Sildymas, siekiant palaikyti asmeninj Siluminj komforta, sunaudoja daug energijos ir
yra pagrindinis $iltnamio efekta sukelian¢iy iSmetamyjy dujy $altinis, kadangi didzioji energijos dalis
skiriama erdvés Sildymui. D¢l to kyla didziulis energijos Svaistymas ir greitéja pasauliné energetikos
krizé. Literatiiroje teigiama, kad daugiau negu 75 % suvartojamos elektros energijos sunaudojama
pastatuose, o mazdaug pusé pastato suvartojamos energijos — butent patalpoms Sildyti (Yue et al.,
2019). Pastaraisiais metais vis daugiau energijos sunaudoja energetikos sistemos, teikiancios $ildymo,
védinimo bei oro kondicionavimo paslaugas. Pastaty termoizoliacijos tobulinimas — vienas i$
efektyviausiy budy sutaupyti energijos, sumazinant Silumos ar $al¢io nuostolius. Termoizoliacinés
medziagos, pagamintos i§ Zaliyjy medziagy, tokios kaip zemés tikio ar misko liekanos pastaruoju metu
vystosi labai greitai, nors jy tyrimy ir plétros istorija yra palyginti trumpa (Liu et al., 2017).

Gamtinés kilmés kompozitiniy termoizoliaciniy medziagy spartus vystymosi laikotarpis
prasidéjo XX a. pabaigoje. Praeityje zaliosios medziagos buvo naudojamos kaip pasaras gyvuliams,
kuras namy buityje, ypa¢ daugelyje besivystanciy Saliy (Liu et al., 2017). Susidoméjimas gamtinés
kilmés termoizoliacinémis medziagomis pastebimai iSaugo mazdaug nuo 2000 mety ir per 15 mety
Siy medziagy dalis VVokietijos rinkoje pakilo nuo 1 % iki 11 % (Bozsaky, 2019). Viena i$ prieZasCiy
— padidéjes visuomenés supratimas apie aplinkos apsaugg ir energijos taupyma, ypa¢ XXI amziuje.
Taip pat keliami vis aukstesni reikalavimai patalpy oro kokybei, 0 tam suvartojama daugiau energijos,
todél pastaty termoizoliacija — veiksmingas buidas siekiant sumazinti energijos sanaudas (Liu et al.,
2017). Ypatingai pastaraisiais metais, kai naudojamos aplinkai nekenksmingos, gamtinés kilmés
termoizoliacinés medZiagos.

Pasaulio sveikatos organizacijos duomenimis, patalpy oro kokybé daro didesne¢ jtakg Zmoniy
sveikatai nei lauko oras, nes iSsivyséiusiy Saliy gyventojai 90 % laiko praleidzia uzdarose patalpose
(Saini, Dutta, & Marques, 2020; Suchorab et al., 2019). Grybeliy augimas patalpose yra globali
problema — literattiroje teigiama, kad 25 % visy socialiniy biisty Europoje turi problemy dél drégmés
ir grybeliy augimo (Bekker, 2014; Segers et al., 2016). Tai ne tik gadina statybines medziagas, bet ir
kelia grésme sveikatai. Tai ypaC pavojinga astma sergantiems ir alergiSkiems asmenims — patalpy
grybeliy gaminami mikotoksinai gali sukelti pavojy sveikatai, ta¢iau dar neZinoma, kokiu mastu Sie

nuodingi junginiai gaminasi ir patenka j vidaus patalpy aplinka (Segers et al., 2016).
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Mikroorganizmus galima suskirstyti j keleta pagrindiniy grupiy, tokiy kaip bakterijos,
virusai, grybeliai ir dumbliai. Kai kurie i§ $iy mikroorganizmy, jskaitant grybelius, gamina fermenta
celiuliaze, todél sugeba virskinti celiuliozg. Gamtoje Sie mikroorganizmai veikia kaip skaidytojai ir
vaidina svarby vaidmenj skaidydami ir perdirbdami augalines medziagas. Tai reiSkia, kad celiuliozés
pagrindu sukurta izoliaciné medziaga néra apsaugota nuo skaidymo mikroorganizmais, jei bus
sudarytos tinkamos augimo salygos. O kai kurie grybeliai Zzmonéms gali sukelti alergija ir kitas
sveikatos problemas — tai viena i§ priezasCiy, kodél pastaty termoizoliacinése medziagose grybelis
nepageidaujamas (Heggebg, 2014).

Si tema aktuali, nes vidaus patalpy kolonizacija mikroorganizmais, i§ kuriy daZniausi
pelésiniai grybeliai, yra opi problema, sukelianti daug diskomforto. Su tuo susijusios problemos yra
labai jvairios. Visy pirma, sugadintas estetinis sieny ar kity pavirSiy vaizdas, taip pat pavirsiy
kolonizave mikroorganizmai gali biiti patogeniniai, o tai gali sukelti alergines reakcijas bei kvépavimo
taky infekcijas. Nagrinéjamos temos naujumas pasireiSkia ir tuo, kad mikroorganizmy meéginys
paimtas nuo eksploatuotos gamtinés kilmés termoizoliacinés medziagos, pagamintos i§ perdirbto

popieriaus.

Magistro darbo tikslas: nustatyti mikroorganizmus, auganéius ant termoizoliaciniy

medziagy, gauty perdirbus antrines zaliavas.

Tikslui pasiekti iSkelti uzdaviniai:

=

ISsaugoti ir identifikuoti mikroorganizmus.
2. Istirti mikroorganizmy fermentinj aktyvumg.
3. Nustatyti ar identifikuoti mikroorganizmai pasizymi antimikrobinémis savybémis.

4. I8skirti bendrus karotenoidus bei nustatyti torularodino ir toruleno kiekj misinyje, patikrinti jy

antibakterines savybes.
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1. LITERATURINE DALIS

1.1. Mikroorganizmai

Mikroorganizmai egzistuoja jau 3,8 milijardo mety, o Zmonéms jie zinomi tik 300 mety
(Hodges, 2003). Mikroorganizmai — platus terminas, apimantis bakterijas, mieles, grybelius ir virusus.
Klasifikacija yra plati ir apima tiek mikroorganizmus, galinCius replikuotis uz bet kurio Seimininko
riby, tiek tuos, kuriems iSgyventi reikalingas Seimininkas. Jy dydis svyruoja nuo maziau nei 100 nm
iki beveik milimetro (Batt, 2016). Mikroorganizmai yra labai svarbiis ekologiniu, ekonominiu ir
socialiniu poziiiriu. Mikroorganizmai atlieka svarby vaidmen; atlieky perdirbimo procese. Jie yra
atsakingi uz biologin] neorganiniy, organiniy medziagy skaidyma ir maisto medziagy perdirbima
natdralioje aplinkoje (Rani, Sangwan, Joshi, Sagar & Bala, 2019).

Bakterijos yra keliy mikrometry vienalgséiai organizmai, neturintys organeliy ir branduolio
(Dodds & Whiles, 2020). Ivairios formos — rutulinés, lazdelinés ar spiralinés (Dykhuizen, 2005).
Grybeliai (angl. fungi) priklauso atskirai karalystei — grybams ir apima pelésius bei mieles. Pelésiy
kiinai yra sudaryti i§ ilgy, sidiliniy lasteliy, vadinamy hifais. Sujungtas Siy vamzdiniy i$siSakojanciy
hify tinklas turi daugybe genetiskai identisky branduoliy ir yra laikomas vienu organizmu, vadinamu
pelésiy kolonija arba grybiena (Heggebg, 2014; Samson, 2011). Mielés yra vienalgséiai grybeliai,
kurie dalyvauja daugelyje sudétingy ekosistemy procesy (Hodges, 2003; Starmer & Lachance, 2011).
Klasikiniame maisto grandinés modelyje laisvai gyvenancios mielés visy pirma yra skaidytojai
(Starmer & Lachance, 2011).

Grybeliai gali gauti maistiniy medziagy i§ jvairiy organiniy medziagy arba substraty. Jie
reikalingi lasteliy veiklai, pavyzdZiui, medZiagy apykaitai ir augimui. Norédamas pasiekti maistines
medziagas, grybelis prasiskverbia j substratg ir i$skiria fermentus, kurie maistines medziagas suskaido
ki mazy molekuliy. Naudodamiesi Siuo metodu grybeliai gali panaudoti maistines medziagas i$ keliy
substraty, jskaitant plunksnas, naftos produktus, medieng bei celiuliozg. Vanduo yra svarbus visiems
grybeliams, nes jis reikalingas norint jsisavinti maistines medziagas, padeda iSlaisvinti tarplastelinius

fermentus, kurie skaido maistines medziagas, reikalingas grybeliui augti (Heggebg, 2014).

1.2. Termoizoliacinés medziagos
Paprastas izoliacines medziagas pagal zaliava galima suskirstyti ] keturias kategorijas:
e 1S uolieny ir Slaky, tokiy kaip akmens vata, stiklo vata, iSpustas perlitas, stiklo karoliukai,

vermikulitas, pelenai, keramikos gaminiai;
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e i$ naftos chemijos ir angliy cheminiy tarpiniy produkty, tokiy kaip polistirenas, poliuretanas
bei polietilenas;

e i$ augaly, jskaitant zemés iikio, miskininkystés ir pramoniniy augaly pluosty atliekas, tokias
kaip Siaudai, ryziy luobelé, makulatiira, medzio drozlés, medvilné ir kukuriizy paséliai;

e i$ metaly, tokiy kaip metaliné atspindzio plévelé¢ kietojo metalo skydelis (angl. metal
reflection film hard metal visor), spinduliuotés ploksté, kuriy pritaikymas vis dar ribotas, nes
juos galima naudoti tik stoguose ir jie yra daug brangesni nei kitos termoizoliacinés
medziagos (Liu et al., 2017).

Biodegraduojancios ir organinés statybiniy atlieky sudedamosios dalys, tokios kaip mediena,
bambukas, plastikas ir pakuociy atliekos laikomos neinertinémis medziagomis, kurias reikia Salinti
savartynuose. Sios ne inertiikos medziagos sudaro apie 23 % statybiniy atlieky Honkonge (Wang,
Chen, Tsang, Poon & Ok, 2017).

1.3. Termoizoliacinés medZiagos i§ antriniu Zaliavy

Dauguma esamy termoizoliaciniy medziagy néra atsinaujinancios, pavyzdziui, pagamintos
i§ naftos chemijos produkty. Taigi atsinaujinancios, aplinkai draugi$kos, nebrangios ir didelio
Siluminio atsparumo izoliacinés medziagos yra labai reikalingos (Liu et al., 2017).

Po 1970-yjy mety energetikos krizés Svedijos vyriausybé skatino gerinti pastaty energijos
vartojimo efektyvuma. Dél to daugelis istoriniy pastaty i§ medienos ir plyty Svedijoje buvo atnaujinti
ir termiskai izoliuoti Siuolaikinémis izoliacinémis medZiagomis, tokiomis kaip mineraliné vata ir
polistirenas. Zala dél drégmés ir mikroorganizmy augimo problemy atsirado Siltinant pastatus.
efektyvuma, nesukeldamas drégmés ir patvarumo problemy. Kalkiy ir kanapiy miSinio didzigja dalj
sudaro pramoniniai kanapiy spaliai — atsinaujinantys Zemés tkio iStekliai, kuriuos galima auginti
Svedijoje (Strandberg, Balksten & Donarelli, 2017).

Statymo 1§ kalkiy ir kanapiy misinio pranasumai, be kita ko, yra nedidelis poveikis aplinkai,
geros termoizoliacinés savybés ir iSskirtinis poringumas. Kanapiy spaliai pirmg karta pradéti naudoti
statybinése medZiagose Pranciizijoje ankstyvais 1990-aisiais. I§ pradziy kanapiy spaliai buvo
naudojami lengvesniems betono miSiniams gaminti. Véliau paaiskéjo, kad kanapiy spalius naudinga
naudoti kartu su statybinémis kalkémis. Yra Zinomi keli projektai Jungtingje Karalystéje, kur kalkiy
ir kanapiy miSinys panaudotas atnaujinant istorinius pastatus (Strandberg et al., 2017).

Medienos ir plastiko atlieky perdirbimas j medienos-plastiko kompozitus (angl. wood plastic

composites) yra potencialiai patraukli technologija, nes medienos-plastiko kompozitai yra tvarios
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ekologiskos medziagos, turincios augaly pluosty ir termoplastiky. Jie demonstruoja didesnj stiprumo
ir svorio santykj nei betonas, taip pat yra daug stipresnis ir tvirtesnis nei plastikai. Sie biokompozitiniai
produktai, palyginus su plastikiniais gaminiais, taip pat pasiZymi lengvumu ir geresnémis garso,
smgio ir $ilumos atkuriamumo savybémis (L. Wang et al., 2017).

Pastaruoju metu didéja susidoméjimas Zaliosiomis termoizoliacinémis medziagomis. Zemés
tkio Siaudai, tokie kaip kvieciy, kukuriizy ar ryziy Siaudai, neapdoroti (pavyzdziui, Siaudy rulonai)
ilga laikg buvo naudojami kaip statybinés izoliacinés medziagos dél jy tus€iavidurés struktiiros, mazy
sgnaudy, mazo tankio bei Silumos laidumo. Iki Siol gamtinés kilmés termoizoliaciniy medziagy
apibrézimas yra daug platesnis, apimantis biologines medZiagas, tokias kaip kanapés, linai bei
medvilnés stiebai (Liu et al., 2017).

Sparciai auga ekologisky statybiniy medziagy, jskaitant izoliacines medziagas i$
atsinaujinanciy iStekliy, paklausa. Todél izoliaciniy medziagy, pagaminty i§ kanapiy, naudojimas
tendencingai auga. Tokie gaminiai yra tvaris, atsinaujinantys ir biologiskai skaidomi (Freivalde,
Kukle, Andzs, BukSans & Gravitis, 2014). Atkreiptas démesys j kanapiy pluosto izoliaciniy medZziagy
atsparumg ugniai, kadangi naturaliy pluosty reakcija | ugnj yra veiksnys, ribojantis izoliaciniy
medZziagy naudojima statybose (Liu et al., 2017; Freivalde et al., 2014).

Sukurtas ekologiskas kompozitas, kuriame naudota tik liny pluosto medziaga Silumos
izoliacijai bei liny pakulai — garsui sugerti (Hajj et al., 2011). Naudojant kar$tg presavimg buvo sukurta
nauja, aplinkai nekenksminga termoizoliaciné medZziaga, sudaryta i§ medvilnés stieby pluosto,
nenaudojant riSamosios medziagos bei cheminiy priedy (Zhou, Zheng, Li & Lu, 2010). Sukurti nauji
tvaris kompozitai, risant kanapiy spalius su nauju hibridiniu organiniu-neorganiniu risikliu (Sassoni,
Manzi, Motori, Montecchi & Canti, 2015). Taip pat misko liekanos, tokios kaip kamstiné zievé (angl.
cork), medienos pluostai, drozlés, skiedros naudojamos gamtinés kilmés izoliacinése medziagose.
Kanapiy, Siaudy, liny, medzio, kokoso, saulégrazy, kukuriizy tyrimai yra labai populiar@s ir apima
apie 73 % visy darby. Apie 37 % visy tyrimy sutelkta j gamtinés kilmés termoizoliaciniy medziagy i$
vienos pagrindinés medZiagos panaudojimo atvejus, o 63,8 % — | hibridiniy medZiagy panaudojima

(Liuetal., 2017).

1.4. Celiulioziné termoizoliaciné medzZiaga
Pastaraisiais metais vis labiau domimasi kitomis Silumg izoliuojanc¢iomis medziagomis, ypac
ekologiskesnémis ir turiniomis geresnj bendra energinj naudinguma (gamybos energijos ir energijos
taupymo poveikio santykis naudojimo metu) (Véjelis, Gnipas, & Kersulis, 2006). Zvelgiant j gamtiniy

termoizoliaciniy medziagy rinkg Vokietijoje, celiuliozinés izoliacijos dalis yra didziausia (32 %), po
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jos seka medienos plausy plokstés (28 %) ir medienos vatos gaminiai (20 %). Kanapiy ir liny pluosto
pagrindu pagamintos medziagos sudaro 9 %, aviy vilnos izoliacija 4 %, o likusius 7 % kitos
medziagos. Jei minétos medziagos sumontuotos pastatuose, o ne medziagose, sukelian¢iose degima,
0 tai taip pat sukelia CO2 emisijg, tada CO2 koncentracija ore gali bati stipriai sumazinta (Bozsaky,
2019).

Popierius yra dazniausia atlieky raisis, randama beveik visose veiklos srityse, ir yra svarbus
celiuliozés pluosto Saltinis. [vairiy formy (kokybiskas popierius, miSrus popierius, laikras¢iai, Zurnalai
ir gofruotas kartonas) popierius 2014 mety duomenimis sudaro apie 41 % visy buitiniy atlieky.
Popierius yra perdirbama medziaga, kurios biologinio skaidymo periodas pasickus sgvartyng apima
3-12 ménesiy, todél popieriaus atlicky perdirbimo nauda gamtai yra nepaprastai svarbi (Aciu,
Varvara, Cobirzan, & Balog, 2014).

1920 m. Skandinavijoje iSrasta biraus uzpildo ir jpuciama celiulioziné termoizoliacija
naudota kaip mediniy konstrukcijy uzpildo izoliacija. Celiulioziné termoizoliacija ilgag laikg buvo
naudojama tik Siame regione (Bozsaky, 2019). JAV ji naudojama nuo 1940-yjy, o Koré¢joje — daugiau
nei 30 mety. Biri celiulioziné izoliacija gaminama Lietuvoje nuo 1993 m., naudojant suomisko
koncerno technologija ir jranga. Biri uzpildo celiulioziné termoizoliaciné medziaga gaminama i$
gryny celiuliozés atlieky, gauty gaminant popieriy arba i§ susmulkinto laikras¢io (apie 80 %) ir
cheminiy priedy (boraty (9-12 %) ir boro riigSties (8-10 %)), kurie naudojami ugnies ir pelésiy
prevencijai. Boraty ir boro riigSties tyrimai parodé, kad neigiamas poveikis zmogaus sveikatai
nepastebétas (Véjelis et al., 2006).

Celiulioziné termoizoliacija yra perdirbtas laikrastis, i$ kurio pasalinama kas nereikalinga,
pavyzdziui, sgvarzélés. [Svalyta medZiaga patenka j stambaus, o po to j smulkaus malimo maliing. Po
Sios procediiros j smulkiai maltg medziagg dedama priemaisy (borakso, magnio sulfato), kurios
pagerina atsparuma ugniai, apsaugo nuo pelésiy, vabzdziy bei grauziky. Galiausiai miSinys supilamas
i plastikinius maiselius. Celiulioziné termoizoliacija sugeba uzpildyti net maziausius jdubimus ir gali
suformuoti nepertraukiamg izoliacin] sluoksnj. Kadangi tai perdirbta Zaliava, jos gamybai reikia
maziau energijos, taip pat ji yra paprasta, greita, 0 po gamybos nelicka atlicky. Celiulioziné
termoizoliacija naudojama naujuose ir renovuojamuose pastatuose, ji gali biiti puiama per vamzdj
ant pavirsiaus arba j jdubimg naudojant specialig jpitimo masing (Bozsaky, 2019; V¢jelis et al., 20006).
Si technologija yra tinkama apsiltinant sienas, grindis, lubas, §laitinius stogus (tarp gegniy), tuo paéiu

uztikrinant gerg garso izoliacija (Aciu et al., 2014; Bozsaky, 2019).
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Celiuliozinés medziagos paprastai pelyja ir sugeria drégme, o tai blogina medziagy savybes:
izoliacines savybes, ilgaamziskumg ir vidaus oro kokybe. Padidéjus drégmés kiekiui termoizoliacija
sumazéja del Siluminio laidumo per vanden;. Be to, didesnis drégmés kiekis padidina grybeliy rizika,
o tai gali pabloginti patalpy oro kokyb¢ ir sumazinti celiuliozinés izoliacinés medziagos patvaruma
(Zheng, 2017). Ant popieriaus termoizoliacijos (sudarytos i§ 85 % celiuliozés pluosto, 9 % aliuminio
hidroksido ir 6 % boro rugsties) aptikti Alternaria alternata, Penicillium sp. ir Chaetomium sp.
grybeliai (Klamer, Morsing, & Husemoen, 2004).

1 pav. Gamtin¢ termoizoliaciné medZiaga, pagaminta i$ perdirbto popieriaus

1 paveiksle pavaizduota gamtinés kilmés termoizoliaciné medziaga, pagaminta i§ perdirbto
popieriaus nenaudojant priedy. Kadangi gaminama ekologiska termoizoliaciné¢ medziaga nepridedant
papildomy cheminiy medziagy, stabdanc¢iy pelésiniy grybeliy augima, tai esant drégmés pertekliui,

tokios medZiagos gali pasiZymeti palankia aplinka mikroorganizmams augti.

1.5. Mikroorganizmai ant termoizoliaciniy medziagy

Misy kultiiros paveldas yra nuolat veikiamas fiziniy, cheminiy ir biologiniy veiksniy.
Pastarieji apima mikroorganizmy sukeltg biologinj skaidymg. Todél mikroorganizmy, dalyvaujanciy
biologiniame skaidyme, identifikavimas yra pirmasis biitinas Zingsnis norint suprasti mikroorganizmy
poveikj istorinio paveldo kultiiros vertybéms (Ettenauer, Pifiar, Tafer & Sterflinger, 2014).

Ekologisky medziagy pavojus yra galimas uZterSimas mikroorganizmais (bakterijomis ir
grybeliais). Mikroorganizmy augimas ant statybiniy medziagy yra problema, apie kurig seniai Zinoma,
taCiau pastaraisiais metais ji sulauké daugiau démesio (Sterflinger, Ettenauer & Pifiar, 2013). Per
pastaruosius desimtmecius didelis démesys skiriamas vidaus oro kokybei. Drégmés daroma Zzala
pastatams, pavyzdziui, dél nepakankamo védinimo ar nesandariy stogy, dél ko véliau statybinése
medziagose auga mikroorganizmai, susijusi su daugybe sveikatos padariniy, jskaitant padidéjusig

astmos rizika, jvairius kvépavimo taky ir kitus simptomus (Klamer, Morsing & Husemoen, 2004).
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Potvyniai, drégni metai, Siluminis gyvenamyjy pastaty modernizavimas, oro kondicionavimo
sistemos, konstrukcijy ar medziagy trikumai, prasta ir netinkama ventiliacija yra pagrindinés
priezastys, dél kuriy padidéja santykinis oro drégnumas ir pavirsiy drégnumas. Sios aplinkos salygos
skatina mikroorganizmy augimg misy gyvenamojoje aplinkoje, ant statybiniy medziagy bei padidina
uzterSimo grybeliu rizikg (Sterflinger et al., 2013).

Grybeliai kolonizuoja jvairius vidaus patalpy pavirsius i$ celiuliozés, tokius kaip mediena,
tapetai ir tekstilé. Celiulioziniai filtrai i§ oro kondicionavimo sistemy, turin¢iy vandens nutekéjimo
problemy, gali buti kolonizuojami pelésiy. Labiausiai paplitusios Acremonium, Aspergillus ir
Cladosporium rasys (Price, Simmons, Crow & Ahearn, 2005).

Daznai atskiry rusiy atskyrimas i§ mikroorganizmy grupiy yra sudétingas arba nejmanomas
procesas. Dél sunkumy nustatant tikslines maistines medziagas, reikalingas jy augimui in vitro
salygomis, nes didel¢ jtakag daro mikroorganizmy taksony tarpusavio priklausomybé misSriose

bendruomenése, kur jos nattiraliai gyvena (Mcdonald, Rooks & Mccarthy, 2012).

1.6. Mikroorganizmy augima skatinantys aplinkos veiksniai

Ieskant sprendimo uzkirsti kelig grybeliy augimui ar jj riboti patalpose svarbu Zinoti, kaip
tokie parametrai kaip temperatiira, substratas ir drégmé veikia grybeliy augimg. Grybeliai vidaus
patalpose i$ aplinkos gauna vandens, pavyzdziui, kondensuojant vandens garus ant santykinai $alto
pavirSiaus arba dél atsitiktinio nuotékio. Santykiné oro drégmé (SD) (angl. relative humidity)
patalpose kasdien kinta dél gyventojy veiklos, pavyzdziui, maudymosi ar maisto gaminimo. Atlikti
moksliniai tyrimai siekiant istirti grybeliy augimag ant apdailos medziagy, esant apibréztoms klimato
salygoms (Bekker et al., 2015).

Grybeliy augimui jtaka daro daugybé abiotiniy veiksniy, tokiy kaip drégmé, temperatiira,
maistiniy medziagy prieinamumas, deguonis ir pH. IS 81y veiksniy temperatiira ir ypac¢ drégme laikomi
svarbiausiais, turin¢iais jtakos grybeliy augimui patalpose. Dauguma patalpy pavirsiy sudaro porétos
medziagos, kurios sugeria ir kaupia grybeliy augimui reikalingg vandenj. Esant aukSai santykinei
drégmei, ant poréty medziagy kaupiasi vandens kondensatas, o tai yra palanki aplinka
mikroorganizmy augimui (van Laarhoven, Huinink, & Adan, 2016).

Maziausias grybeliui reikalingos drégmeés poreikis i$ aplinkos paprastai iSreiSkiamas vandens
aktyvumu (aw) (van Laarhoven et al., 2016). Grybeliné substrato kolonizacija prasideda nuo sporos
augimo, kuomet susiformuoja palanki aplinka ir reikalingi mitybos $altiniai. [Ssamiai iStirtas vandens
aktyvumo poveikis augimo kinetikai ir tolesniam grybienos augimui (van Laarhoven, Peeters, Bekker,

Huinink, & Adan, 2017). Moksliniais tyrimais jrodyta, kad beveik visiems patalpy pelésiams
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optimalios augimo sglygos SD diapazone yra nuo 90 iki 100 %, taip pat literataroje teigiama, kad
porétos medziagos yra paveikiamos pelésiy kolonizacijos, jeigu SD yra maziau nei 80 % (Bekker et
al., 2012).

Santykinés drégmés poveikio patalpy aplinkai apzvalga rodo, kad santykiné oro drégmé gali
turéti jtakos kvépavimo taky infekcijy ir alergijy daznumui. Eksperimentiniai tyrimai, naudojant ore
plintancias infekcines bakterijas ir virusus, parodé, kad Siy organizmy iSgyvenamumas ar
uzkre¢iamumas sumazéja, kai santykiné oro drégmé yra nuo 40 iki 70 %. Istirtas rySys tarp kvépavimo
taky infekcijy ir santykinés drégmés biure, gyvenamoje vietoje ar mokykloje. Nustatyta, kad
kvépavimo taky infekcijy daznis yra mazesnis tarp Zzmoniy, dirbanciy ar gyvenanciy vidutinio lygio
aplinkoje, palyginus su Zema ar didele santykine drégme. Grybeliy populiacijos dydis patalpose
tiesiogiai priklauso nuo santykinés drégmés. Dauguma grybeliy riiSiy negali augti, nebent santykiné
oro drégmé virsija 60 % (Arundel, Sterling, Biggin, & Sterling, 1986).

Grybeliai per ore esancias grybeliy sporas ir Salutinius medZiagy apykaitos produktus siejami
su daugeliu neigiamy padariniy sveikatai, jskaitant alergines reakcijas, padidéjusio jautrumo
pneumonita, mikotoksikoze, patogenine ligg ir gali biiti susij¢ su sergancio pastato sindromu (SPS)
(angl. sick building syndrome) (Baughman & Arens, 1996; Kisova et al., 2020). Sergancio pastato
sindromas — negalavimai, susij¢ su zalinga darbo ar gyvenamaja vieta (Sterflinger et al., 2013).
Dazniausiai zinomos astmg ir alerging sloga sukelianCios gentys yra Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Penicillium (Baughman & Arens, 1996).

Grybeliams augti reikia vandens, anglies ir azoto, taip pat mazy kiekiy kity maistiniy
medZziagy, paprastai esan¢iy natiiralioje aplinkoje. Jprastos statybinés medZiagos, kuriose yra grybeliy
naudojamy maistiniy medziagy, yra mediena, celiulioze, tapetai, organinés izoliacinés medZiagos,
tekstile, klijai ir dazai, turintys angliavandeniy ar baltymy. Nors grybeliai negali tiesiogiai naudoti
tokiy medziagy kaip metalas, betonas, plastikas, stiklo pluostas ir kity sintetiniy produkty, jie gali
skaidyti medZiagas, kurios yra gryby maistinis Saltinis. PavyzdZziui, nepaisant oro filtravimo, kai
kurios dulkés, kuriose yra gyvy mikroorganizmy, praeina per oro apdorojimo jrenginius ir nuséda
porétuose izoliacijos ortakiuose. Jei §i izoliaciné medziaga suSlampa, pavyzdziui, dél kondensato,

grybeliai pradeda augti ir sporuliuoja j ventiliacijos org (Baughman & Arens, 1996).

1.7. Grybeliai kasdienybéje
Grybai yra miisy kasdienio gyvenimo dalis. PavyzdZiui, specifinis pranciiziSko sirio
Roquefort ar Camembert skonis toks yra dé¢l Siuose siiriuose esanciy grybeliy, o sojos pupeliy

produktams, tokiems kaip miso ir sojos padazui paruosti bei ypatingam skoniui iSgauti fermentavimo
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proceso metu taip pat naudojamas grybelis. Be to, mielés vaidina svarby vaidmenj gaminant
alkoholinius gérimus — aly ir vyng. Grybeliai taip pat turi didele¢ medicining ir pramoning svarbg.
Pavyzdziui, Penicillium gentis gamina B-laktamo antibiotika peniciling. Sio antibiotiko atradimas —

vienas svarbiausiy zmonijos proverziy gydant infekcijas (Bekker, 2014).

1.8. Grybeliy augimas vidaus patalpose

Grybeliy augimas vidaus aplinkoje daznai pastebimas kaip pavirSiy, tokiy kaip lubos ir
sienos, spalvos pasikeitimas, tai estetiné problema, dél kurios kyla dideliy i$laidy remontui, techninei
priezitrai ir konstrukcijy atnaujinimui (Bekker, 2014; van Laarhoven, Huinink, Segers, Dijksterhuis,
& Adan, 2015). Dar svarbiau, kad grybeliy augimas patalpy viduje taip pat gali turéti jtakos gyventojy
sveikatai (Bekker, 2014). Pelésiniai grybeliai geba i$skirti sporas ar grybienos fragmentus, kurie gali
pakenkti zmoniy sveikatai sukeldami alergines reakcijas, kvépavimo taky infekcijas ar astmg (Bekker
et al., 2015; van Laarhoven et al., 2017).

Nuo 2005 m. pasiektas platus sutarimas deél pelésiy ir drégmés pastatuose poveikio. Atlikti
epidemiologiniai tyrimai Europoje, Kanadoje ir JAV parode, kad pastato drégmé ir pelésis yra susijes
su padidéjusia kvépavimo simptomy, astmos, rinosinusito, bronchito ir kvépavimo taky infekcijy
rizika. Jkvéptose gryby sporose ir grybienos fragmentuose yra alergeny, grybelinio gliukano ir mazos
molekulinés masés toksiny. Drégnuose pastatuose yra didesnis spory ir miceliniy fragmenty
procentas. Dauguma grybelinés biomasés yra smulkils fragmentai. Nors didZiausios i§ Siy daleliy
plauciy beveik nepasiekia ir neprasiskverbia giliai, tac¢iau mazos pelésiniy grybeliy dalelés atvirkscéiai
— gali prasiskverbti giliai (Miller & McMullin, 2014).

1.9. Patalpose paplite mikroorganizmai

Siame poskyryje apzvelgiamos mikroorganizmy (bakterijy ir grybeliy) gentys ir risys,
dazniausiai aptinkamos vidaus patalpose arba gebancios skaidyti celiulioze. Cladosporium,
Penicillium, Aspergillus, Acremonium, Trichoderma yra grybeliy gentys, kurios paprastai nustatomos
patalpy aplinkoje vidutiniame klimate. IS jy Cladosporium, Penicillium, Aspergillus rasys — labiausiai
dominuojantys patalpy grybeliai (Bekker, 2014).

Penicillium filogenetiniu pozitriu priklauso Trichocomaceae Seimai ir $iuo metu Sioje
gentyje priimtos 354 rtsys. Penicillium yra gerai zinomi ir vieni i§ labiausiai paplitusiy grybeliy,
pasitaikanciy jvairiose buveinése, pradedant dirvozemiu, baigiant oru, vidaus patalpomis ir jvairiais
maisto produktais. Sie grybeliai paplite visame pasaulyje ir turi didelj ekonominj poveikj zmogaus
gyvenimui. Pagrindiné funkcija gamtoje — organiniy medziagy skaidymas. O didziausias Penicillium
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pasiekimas — penicilino gamyba, kuri sukélé perversmg gydant bakterines ligas. Dabar jau praéjo
daugiau nei 200 mety, nuo bendrinio pavadinimo Penicillium, reiskiancio ,teptukas®, jvedimo
(Visagie et al., 2014). Ivairts Penicillium mutanty kamienai yra naudojami pramoniniy fermenty
gamybai (lipazés, pektinazés ir gliukozés oksidazés). Nors kai kurios Penicillium rasys nuo seno
zinomos kaip celiuliaziy ir hemiceliuliaziy Saltiniai, jy pramoniné gamyba néra placiai paplitusi
(Gusakov & Sinitsyn, 2012).

Daug Penicillium grybeliy rasiy yra aptinkamos vidaus patalpose, prie jy priskiriamos ir
P. chrysnogenum bei P. citreonigrum (Samson, 2011). P. citreonigrum gamina citreoviriding, kuris
yra vienas i§ mikotoksiny, uZterSianéiy jvairiausius Zemés tkio produktus. Toksikologiniais tyrimais
jrodyta, kad citreoviridinas zmonéms ir eksperimentiniams gyviinams gali sukelti iminj neurotoksinj
poveikj, pavyzdziui, kvépavimo nepakankamuma, kraujotakos nepakankamumg, paralyziy ir
traukulius (Okano, Kobayashi, Izawa, Yoshinari, & Sugita-Konishi, 2020).

Penicillium rubens (ankstenis pavadinimas Penicillium chrysogenum) — tipinis grybelis
vidaus patalpose, Sis grybelis 1991 m. atliekant plataus masto grybelinés floros tyrimg patalpy
pavirSiuose Nyderlanduose pasirodé esanti vyraujanti rasis (Bekker, 2014; van Laarhoven et al.,
2015). Tai gana gerai iStirta vidaus patalpy rasis. P. rubens daznai aptinkama ant vandens pazeisty
statybiniy medZziagy, labiausiai paplitusi ant drégny pavirSiy JAV ir Kanadoje (Bekker et al., 2015;
Miller & McMullin, 2014). Penicillium rubens yra pramoniniu pozitiriu svarbus mikroorganizmas, i$
pradziy naudotas B-laktamo antibiotiky gamybai (Pohl et al., 2020). Sis pelésinis grybelis gamina
rokforg C, D ir peniciling (Houbraken et al., 2012).

Aspergillus genties grybeliai gali buti saprofitiniai, endofitiniai arba elgtis kaip augaly,
gyviny ir zmogaus patogenai (Cologna et al., 2018). Aspergillus, kaip ir Penicillium, gamina ilgas,
sausas konidijy grandines. Aspergillus sporos gali biiti Zalios, rudos arba juodos, taip pat ir baltos
spalvos (Collins, Lyne, Grange, & Falkinham 111, 2004). Sie pelésiniai grybeliai iskiria daug
hidrolaziy, galin¢iy degraduoti augalo lastelés sienelg (Cologna et al., 2018). Keli fermentai susij¢ su
celiuliozeés ar ksilano skaidymu. Juodos spalvos Aspergillus niger — vienas i$ pagrindiniy celiuliazés
gamintojy (Collins et al., 2004).

Cladosporium genties grybeliai gamina ilgas konidijy grandines, o jy kolonijos pasizymi
tamsiai zalia, ruda arba juoda spalva (Collins et al., 2004). I$ literatiros analizés zinoma, kad
Cladosporium tenuissimum ir Cladosporium angustisporum pelésiniai grybeliai yra veiksmingi

celiuliazés gamintojai (Coronado-Ruiz et al., 2018).
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Trichoderma yra gijiniai, anamorfiniai grybai, aptinkami dirvozemyje, rizosferoje ir
puvanciose organinése medziagose (Cologna et al., 2018). Trichoderma genties grybai yra svarbiis,
kadangi jie sekretuoja didelius kiekius celiuliazés fermenty, taciau yra ir iy fermenty negaminanciy
rasiy (Mukesh Srivastava, 2015). Sie pelésiniai grybeliai geba skaidyti tokius polisacharidus kaip
chitinas, celiuliozé ir hemiceliuliozés (Cologna et al., 2018). Didziausi celiuliaziy gamintojai
Trichoderma gentyje — T. harzianum, T. reesei bei T. viride (Mukesh Srivastava, 2015).

Taip pat viena i§ dazniausiai aptinkamy pelésiniy grybeliy genciy vidaus patalpose bei
termoizoliacinése medziagose — Acremonium. Sarocladium kiliense, anks¢iau zinomas Kkaip
Acremonium Kkiliense, yra visur esantis dirvozemio saprofitas, dazniausiai randamas aplinkoje ir
kartais uzkreciantis Zmones. Jo patogeniSkumas jprastai susijgs su grybelio inokuliacija per atvirg
Zaizda, dél kurios daznai susidaro granuloma (Bougnoux, Brun, & Zahar, 2018; Fernandez-Silva,
Capilla, Mayayo, Sutton, & Guarro, 2014). Sis mikroorganizmas apibiidinamas kaip paZeidZiantis
plaucius, taip pat micetomos, keratito, odos infekcijos, endoftalmito, endokardito ir su kateteriu
susijusios fungemijos priezastis (Bougnoux et al., 2018; Khan et al., 2011; Pérez-Cantero & Guarro,
2020). Optimalus infekcijy gydymas nezinomas, taciau amfotericinas B, galimai yra efektyviausias
vaistas, nors taip pat yra Zinoma ir apie nesekminga gydyma bei sumazéjusj jautrumg Siam preparatui
(Fernandez-Silva et al., 2014; Junior, de Moraes Arantes, Silva, Costa, & Silva, 2013; Khan et al.,
2011).

Vidaus patalpy mielés yra gana retos, o dazniausiai aptinkamos Rhodotorula (R.
mucilaginosa), Sporobolomyces ir Cryptococcus rasys. Mielés dauginasi vegetatyviskali
pumpuravimo btidu (Samson, 2011). Cryptococcus rasys (C. albidus ir C. laurentii) kartais uzkrecia
tirpalus, taciau retai yra patogeniskos, o patogeniné C. neoformans sukelia meningitg ir granuloma.
Sporobolomyces gyvena ant lapy pavir$iy ir dauginasi balistosporomis, kurios i§leidziamos | ora
(Collins et al., 2004). Rhodotorula yra bazidiomicetinés (angl. basidiomycetous) mielés,
priklausancios Cryptococcaceae Seimai (Fung, Martyn, Shahidi, & Brown, 2009; Marova, Certik, &
Breierov, 2011; Zajc, Gostincar, Cernosa, & Gunde-Cimerman, 2019). Jos yra placiai paplitusios
aplinkoje ir daznai iSskiriamos 1§ dirvoZemio, Zmoniy odos, plauciy, Slapimo ir iSmaty, kvépavimo
taky bei virskinamojo trakto (Fung et al., 2009; Seifi, Zarei Mahmoudabadi, & Hydrinia, 2013).
Rhodotorula gentis apima 34 riisis, i§ kuriy dazniausios yra: R. glutinis, R. mucilaginosa ir R. minuta
(Seifi et al., 2013). IS literatiros zinoma, kad antifungicidiniai vaistai, tokie kaip amfotericinas B,

flukitozinas, nistatinas ir flukonazolas yra naudojami grybelinéms infekcijoms gydyti. Kai kurie 18 Siy
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antigrybeliniy vaisty, ypa¢ amfotericinas B ir flukitozinas daznai parodo aktyvuma pries Rhodotorula
in vitro (Krzysciak & Macura, 2010; Seifi et al., 2013).

Mokslinés literatiros analizé parodé, kad mazdaug pusé Pantoea agglomerans bakterijy
kamieny geba skaidyti celiulioze (Shrestha et al., 2007; Torres et al., 2008). Dalies autoriy atliktuose
tyrimuose teigiama, kad $i bakterija, i$skirta i§ medyje gyvenanciy vabzdziy zarnyno, negeba skaidyti
celiuliozés (Delalibera, Handelsman, & Raffa, 2005). Kity autoriy teigimu P. agglomerans kamienas,
i§skirtas i§ zirniy (Lathyrus rnaritimus) lapy, gamino amilaze ir celiuliaze (Acioly et al., 2017;
Khetmalas, Bal, Noble, & Gow, 1996). Pantoea gentis priklauso Enterobacteriaceae Seimai. Pantoea
genties nariai buvo iSskirti nuo jvairiausiy viety, iskaitant dirvozemj, vandenj, dulkes, pieno
produktus, mésa, zuvj, vabzdzius, Zmones ir gyvinus (Acioly et al., 2017; Walterson & Stavrinides,
2015). P. agglomerans bakterijos gali buiti oportunistiniy Zzmogaus infekcijy priezastis, daugiausia dél
7aizdy uzkrétimo augaline medziaga arba ligoninéje jgyta infekcija (Acioly et al., 2017). Zinoma, kad
P. agglomerans turi unikaliy medziagy apykaitos galimybiy, jskaitant antibiotiky biosintezg
(Dutkiewicz, Mackiewicz, Lemieszek, Golec, & Milanowski, 2016). Vieni i$§ tokiy — aglomerinai
(angl. agglomerins) A, B, C ir D, kurie in vitro veikia daugybe anaerobiniy bakterijy ir kai kurias

aerobines Gram-teigiamas bakterijas (Dutkiewicz et al., 2016; Grimont & Grimont, 2015).

1.10. Grybeliy klasifikavimas
Vandens tolerancija

Grybelius galima suskirstyti j dvi grupes, atsizvelgiant | jy augimo galimybes, kai vandens
aktyvumas yra 0,85 aw. Negalintys augti tokiame arba zemesniame vandens aktyvume vadinami
kserofobiniais, o galintys — kserofiliniais grybais. Kserofiliniai grybai apima Aspergillus, Eurotium ir
Penicillium gentis. Tik kelios Penicillium rasys gali augti Zemiau 0,80 aw, tarp jy — P. brevicompactum

mazo 0,61 aw (Vinnere Pettersson & Leong, 2011).

Konidijy susidarymas

Dauguma gryby dauginasi lytiniu biidu ir jiems budingas lytiniy spory susidarymas
(zigosporos, askosporos ir bazidiosporos), pagal gyvenimo cikla Siuos organizmus galima klasifikuoti
1 zigomicetus, askomicetus arba bazidiomicetus. Anamorfiniy gryby sporos vadinamos konidijomis,

0 jas gaminanti konstrukcija — konidijakoc¢iu. Konidijy susidarymas skiriasi tarp skirtingy gencéiy, o
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juy efektyvuma gaminant oru sklindancias sporas daugiausia lemia konidijy susidarymo btidas
(Samson, 2011). Pagal konidijy ir spory susidaryma patalpy mikobiota klasifikuojama:

e konidijos gaminamos kaip sausos pavienés sporos arba grandinés. Sie grybeliai dazni ore,
nes gamina daugybe konidijy, kurios lengvai patenka j ora. Jie gali augti drégnoje aplinkoje,
tadiau tipiskai yra kserotolerantiskos ir kserofilinés rasys. Siai grupei priklauso Aspergillus,
Penicillium, Paecilomyces, Wallemia, Alternaria, Ulocladium, Cladosporium gentys;

e konidijos gaminamos drégnose ar gleivétose galvose. Paprastai Sie grybai néra lengvai
randami oro méginiuose, nes konidijos sulimpa drégnoje ar gleivétoje galvoje. Tipiniai
atstovai: Stachybotrys, Acremonium, Trichoderma, Aureobasidium ir Fusarium. Siy grybeliy
buvimas rodo, kad vanduo yra lengvai pasiekiamas, pavyzdziui, vonios kambariuose;

e konidijos arba sporos, susidarancios vaisiakiiniuose. Yra tik keletas vidaus patalpy grybeliy,

tokiy kaip Phoma, kur vaisiakiinyje susidaro konidijos (Samson, 2011).

1.11. Celiuliozés skaidymas

Celiulioze yra viena i§ gausiausiy Zemeje esanciy biomasés formy ir laikoma neissenkanciu
jvairiy produkty zaliavy Saltiniu (Gohel, Contractor, Ghosh, & Braganza, 2014; Zapata, Galviz-
Quezada, & Osorio-Echeverri, 2018). Tai gamtinis polisacharidas, susidedantis i$ linijinés grandings,
kurig sudaro nuo keliy Simty iki tikstanc¢iy B-1-4 jungtimi sujungty D-gliukozés vienety (Abedin,
2015; Zapata et al., 2018). Sio polisacharido gausu tokiose medZiagose kaip Zemeés ikio,
komunalinése atliekose bei misko liekanose. Celiuliozés biomasés hidrolizé fermentinés, o ne
cheminés reakcijos budu, yra pageidaujamas metodas, nes fermentiniame procese néra cukraus
skaidymo (Legodi, La Grange, Van Rensburg, & Ncube, 2019). Patikimas celiuliozés panaudojimo
biidas prasideda celiuliozés suskaidymu j maZesnius oligosacharidus arba monosacharidus (Gohel et
al., 2014).

Celiuliazés — hidrolaziy klasei priklausantys fermentai, turintys skirtingus specifiskumus,
siekiant katalizuoti gliukozidiniy jungéiy hidroliz¢ celiuliozés viduje (Chinedu, Okochi, & Omidiji,
2011; Gohel et al., 2014; Legodi et al., 2019). Celiuliazés skirstomos j tris pagrindines grupes:

e Endogliukanazés (endo-1,4-B-gliukanazés, EC 3.2.1.4) atsitiktinai hidrolizuoja celiuliozg
ties B-1-4 glikozidine jungtimi, taip gaunamos skirtingo ilgio oligosacharidy grandinés

(Gohel et al., 2014; Legodi et al., 2019).

e Celobiohidrolazés arba egzogliukanazés (egzo-1,4-B-gliukanazés, EC 3.2.1.91) skaldo
oligosacharidy grandines nuo redukuoty arba neredukuoty galy, sickiant atpalaiduoti
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atitinkamai gliukoze (gliukohidrolazé) arba celobioze (celobiohidrolazé) (Legodi et al.,
2019; Quintero, Rincén, & Cardona, 2011).

e [B-gliukozidazés (B-D-gliukozido gliukohidrolazés, EC 3.2.1.21) hidrolizuoja B-1-4 jungtj
disachariduose (celobiozéje) siekiant atpalaiduoti gliukozés molekules (Legodi et al., 2019).
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2 pav. Celiuliozés hidrolizés schema, parengta remiantis (Abedin, 2015)

Antrame paveiksle pavaizduota celiuliaziniy fermenty katalizuojama celiuliozés skaidymo
schema. Sinergetiskai veikdamos celiuliazés (endogliukanazé, egzogliukanazé ir B-gliukozidaze)
celiulioz¢ hidrolizuoja iki gliukozés molekuliy.

Bendroji celiuliazé yra aktyvumas, susijes su minéty fermenty sinergetiniais veiksmais, o
aktyvumas matuojamas tokiais substratais, kaip Whatman No. 1 filtrinis popierius, mikrokristaliné
celiuliozé ar karboksimetilceliuliozé (Legodi et al., 2019).

Nors daugybé mikroorganizmy sugeba skaidyti celiuliozeg, tik nedaugelis i§ jy gamina
reik§mingg kiekj fermenty, galin¢iy visiSkai hidrolizuoti celiulioz¢ in vitro (Chinedu et al., 2011).
Tarp grybeliy Zzymiausi komerciniai celiuliazés gamintojai yra Trichoderma, Aspergillus ir

Penicillium gentys (Chinedu et al., 2011; Damaso et al., 2012).

1.12. Krakmolo skaidymas
Krakmolas yra pagrindinis atsarginis angliavandenis visuose aukStesniuose augaluose
vandenyje netirpiy granuliy pavidalu. Tai heterogeninis polisacharidas, susidedantis i§ dviejy dideles
molekulinés masés komponenty — amilozés ir amilopektino (Sandhu, Vilkhu, & Soni, 1987).

Krakmolas gali buti hidrolizuojamas cheminiais ar fermentiniais metodais, todél norint veiksmingai
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Jji paversti mazesnés molekulinés mases produktais, tokiais kaip dekstrinai, maltoz¢ ir gliukozg, reikia
jvairiy fermenty (Ana et al., 2015). Mikroorganizmai yra svarbis fermenty gamybos Saltiniai dél
didelio gamybos pajégumo, mazos kainos bei polinkio j genetines manipuliacijas (Barman & Dkhar,
2015). Pastaraisiais metais galimybé naudoti mikroorganizmus kaip pramoniniu pozitriu svarbiy
fermenty biotechnologinius $altinius paskatino susidoméjima mikroorganizmy fermentinio aktyvumo
tyrimais (Sakthi, Kanchana, Saranraj, & Usharani, 2012). Mokslin¢je literatiiroje minima, kad
mikrobinés amilazés krakmolo perdirbimo pramong¢je sékmingai pakeité cheming krakmolo hidrolize¢
(Saranraj & Stella, 2013).

1894 metais pramoniniu budu pagamintas pirmasis fermentas — amilazé i$ grybelio, Sis
fermentas buvo naudojamas virskinimo sutrikimams gydyti (Sakthi et al., 2012; Saranraj & Stella,
2013). Amilazés fermentai yra vieni i$ svarbiausiy fermenty, hidrolizuojan¢iy krakmolg, siekiant
suardyti glikozidinius rySius nuo neredukuojancio galo (egzo- veikiantys fermentai) arba 1§ vidaus
(endo- veikiantys fermentai) ir taip gauti jvairius produktus, jskaitant dekstrinus, maltozg ir gliukozg
(Shoa, 2019; Sujeeta, Malik, Mehta, & Sihag, 2017). Sie fermentai yra naudingi alaus, tekstilés,
popieriaus, plovikliy ir farmacijos pramonéje. Jie taip pat naudojami maltozés, oligosacharidy misiniy
ir fruktozés sirupo gamybai (Shoa, 2019).

Amilolitiniai fermentai susideda i$ trijy pagrindiniy pogrupiy ir nors visi Sie fermentai geba
hidrolizuoti a-gliukozidinius rysius krakmole, jie turi strukttirinius ir katalizinius skirtumus (Carrasco
et al., 2016). Amilaziy grupés:

e o-amilaze (1,4-a-D-gliukano gliukanohidrolaze, EC 3.2.1.1) tai endoamilaze, kuri atsitiktiniu
budu hidrolizuoja o-1,4 glikozidinius rySius krakmolo polimero vidinéje dalyje. Taip
susidaro skirtingo grandinés ilgio linijiniai ir Sakoti oligosacharidai (maltotriozé, dekstrinai)
bei maltozé ir gliukozé (Mojsov, 2016; Sujeeta et al., 2017).

e [B-amilazeé (1,4-a-D-gliukano maltohidrolaze, EC 3.2.1.2) yra egzoamilazé, kuri veikdama
nuo neredukuoto galo katalizuoja antrosios a-1,4 glikozidinés jungties hidrolizg, vienu metu
atskirdama du gliukozés vienetus — maltoze (Mojsov, 2016; Saranraj & Stella, 2013).
Brestant vaisiams, B-amilazé krakmolg skaido j maltoze, todél gaunamas saldus prinokusiy
vaisiy skonis (Saranraj & Stella, 2013).

e vy-amilazeé (gliukoamilaz¢, EC 3.2.1.3) — egzoamilazeé, hidrolizuojanti a-1,4 ir a-1,6
glikozidinius ry$ius nuo iSoriniy amilozés ir amilopektino gliukozés liekany nuo neredukuoto

galo, o reakcijos produktas yra gliukozé (Mojsov, 2016).
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Visus minétus fermentus gamina augalai, grybai bei bakterijos, o a-amilaze ir y-amilaze dar
sintetina ir gyviinai (Benjamin et al., 2013). Siai dienai komercigkai prieinama daugybé mikrobiniy
amilaziy, kurios beveik visiskai pakeité cheming krakmolo hidroliz¢ krakmolo perdirbimo pramonéje.
Amilaze galima gauti i$ keleto gryby, mieliy, bakterijy ir aktinomicety, taciau ypac grybai sulauké
daug démesio dél prieinamumo ir didelio produktyvumo. Tyrimais jrodyta, kad grybelinés kilmés
amilazés yra stabilesnés uz bakterines (Sujeeta et al., 2017).

Dauguma amilaziy pagamintos i§ dirvozemio gryby, tokiy kaip Aspergillus, Penicillum ir
Rhizopus (Sunitha, Ramesha, Savitha, & Srinivas, 2012). Marlida ir kt. atliko tyrimg ir nustaté
skirtingus neapdorotg krakmolg skaidanc¢ius ir amilaze¢ gaminanc¢ius endofitinius grybus, tokius kaip
Gibberella pulicaris, Acremonium sp., Synnematous sp. ir Nodilusporium sp. (Marlida, Saari, Hassan,
& Radu, 2000). Kity autoriy atliktame tyrime prane$ama, kad gryby (Alternaria, Cladosporium,
Penicillium, Acremonium ir Fusarium) ir bakterijy (Bacillus, Pseudomonas ir Streptomyces) gentys,
i§skirtos 1§ lignoceluliozés atlieky kompostavimo, yra potencialiis mikroorganizmai fermenty
gamybai (Robledo-Mahon, Calvo, & Aranda, 2020). Taip pat irodyta, kad kelios mieliy rasys naudoja
krakmolg kaip anglies ir energijos $altinj bei gamina amilazes (Sandhu et al., 1987).

1.13. Karotenoidai

Karotenoidai — natiraliis riebaluose tirplis pigmentai, kuriuos sintetina jvairiis
mikroorganizmai ir augalai. Karotenoidai yra patraukli alternatyva sintetiniams maisto dazikliams
(Martinez, Delso, Angulo, Alvarez, & Raso, 2018). Dauguma karotenoidy yra Cao terpenoidai, kurie
veikia kaip membrang apsaugantys antioksidantai, Salinantys O ir peroksilo radikalus (Kot, Btazejak,
Gientka, Kieliszek, & Brys, 2018; Mata-Gomez, Montanez, Zavala, & Aguilar, 2014). Pagal struktiirg
karotenoidai skirstomi j karotenus ir ksantofilus. Karoteno granding sudaro anglis ir vandenilis (-
karotenas, torulenas), o ksantofilai papildomai turi deguonj funkcinéje grupéje kaip hidroksi-, oksi-
arba karboksi- grupe (astaksantinas, kataksantinas, torularodinas) (Tkacova, Furdikova, Klempova,
Duréanska, & Certik, 2015). Manoma, kad svarbiausia karotenoidy struktiiring charakteristika yra jy
konjuguoti dvigubi rysiai, kurie daugiausia lemia jy fizikines ir chemines savybes. Jie atsakingi uz
daugumos karotenoidy spalva (spalvotam karotenoidui gauti reikalingi maziausiai septyni konjuguoti
dvigubi rysiai) (Rapoport et al., 2021). Karotenoidams budinga geltona, oranziné ir raudona spalva
(Zhao, Guo, Xia, Zhuang, & Chu, 2019).
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3 pav. Struktiirinés f-karoteno, toruleno ir torularodino formulés, remiantis (Rapoport et al., 2021)

B-karoteno (CsoHss) molekulé susideda i$ dviejy B-jonony Ziedy, sujungty polieno grandine,
kurioje yra devyni konjuguoti dvigubi rysiai (zr. 3 pav.). Dél B-karoteno struktiiros ir dviguby jung¢iy
sistemos $is junginys pasizymi oranzine spalva (Rapoport et al., 2021). -karotenas naudojamas kaip
maisto daziklis arba kaip maisto papildas, veikiantis kaip provitaminas A. Jis taip pat dedamas j sultis
ir gérimus, sviestg, margaring ir stirj (Mata-Gomez et al., 2014). Torulenas (C4oHsas, 3°,4’-didehidro-
B, y-karotenas) priklauso karoteny grupei (Mata-Gomez et al., 2014; Rapoport et al., 2021). Toruleno
molekulé susideda i$ vieno B-jonono Ziedo ir polieno grandinés, kurioje yra 12 konjuguoty dviguby
jung¢iy (Zr. 3 paveikslg). Torulenas turi antioksidaciniy ir prie$véziniy savybiy. Torularodino
(CaoHs202, 3°, 4’-didehidro-p, y-karoteno-16-rugstis) struktira pana$i j toruleno. Vienintelis
skirtumas — karboksilo grupé polieno grandinés gale (zr. 3 pav.). Dél Sios priezasties torularodinas
priklauso ksantofily grupei (Rapoport et al., 2021). Torularodinas pasizymi dideliu antioksidaciniu
aktyvumu, kuris padeda stabilizuoti membranas stresinémis salygomis (Zoz, Carvalho, Soccol,
Casagrande, & Cardoso, 2015). Dél trylikos dviguby jung¢iy, torulenas ir torularodinas pasizymi
stipriomis antioksidacinémis savybémis (Kot et al., 2018). Antioksidacinés savybés priskiriamos
konjuguotai dvigubo rySio sistemai. Minéti junginiai pasiZymi didesniu antioksidaciniu
veiksmingumu nei [-karotenas, kurio cheminégje struktiiroje yra maziau dvigububy jungéiy (Mata-
GOmez et al., 2014). Atsizvelgiant j toruleno ir torularodino koncentracijas, jie yra rausvai raudonos
spalvos (Kot et al., 2018).

Gyvunuose karotenoidai atlieka svarbias biologines funkcijas dél provitamino A ir
antioksidaciniy savybiy, o tai naudinga sveikatai — sustipréja imuniné sistema ir sumazéja vézio bei
degeneraciniy ligy rizika (Martinez et al., 2018). Siais laikais pigmentai daZniausiai gaminami
chemiskai, ta¢iau visuomenés sgmoningumas ir Siuolaikiniy vartotojy neigiamai vertinami sintetiniai
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maisto dazikliai sukélé didelj susidoméjimg natiiraliomis dazymo alternatyvomis. Kaip potencialis
natiiraliy pigmenty Saltiniai svarstomi mikroorganizmai, kadangi jie geba pasiekti didele iSeiga
augdami nebrangiuose substratuose. Siuo metu karotenoidai komerciskai naudojami kaip pasary
priedai, natiraliis maisto dazikliai, maisto papildai, o pastaruoju metu — farmacijos reikméms skirti
maisto produktai. Nors sintetinés formos yra pigesnés, mikrobiniai karotenoidai turi pranasuma
produkuodami natiiralius izomerus, kurie pasirodé esg geresni maistinés ir terapinés vertés atzvilgiu
(Martinez, Delso, Alvarez, & Raso, 2020).

Tokie mikroorganizmai kaip mielés, grybeliai, bakterijos bei dumbliai geba gaminti
karotenoidus (Al-Turki, Al-Hassan, & M.M., 2016; Tkacova et al., 2015). Mieliy karotenoidy
gamintojus daugiausia atstovauja Rhodotorula, Sporobolomyces ir Rhodosporidium riisys, kurios
gamina karotenoidinius pigmentus, tokius kaip B-karotenas, torulenas ir torularodinas (Libkind et al.,
2004; Tkacova et al.,, 2015; Zhao et al., 2019). Rhodotorula mucilaginosa (anks¢iau vadinta
Rhodotorula rubra) mielés laikomos vertingu karotenoidy Saltiniu ir yra potencialiai perpektyvus
komercinis mikroorganizmas karotenoidy gamybai (Al-Turki et al., 2016; Fung et al., 2009; Q. Wang,
Liu, Yang, & Wang, 2017). Sioms mieléms budingas karotenoido torularodino — pigmento, kuris ju
kolonijoms suteikia tipiska spalva nuo rozinés iki koraly raudonos, gamyba (i$ ¢ia ir kiles bendrasis
pavadinimas ,,raudonosios mielés®) (Fung et al., 2009).

Karotenoidy gamyba raudonosiose mielése turi pranasumy prie$§ kitus mikroorganizmus:
prisitaikymas prie skirtingy aplinkos salygy, augimas esant jvairiems anglies ir azoto Saltiniams,
didelis specifinis augimo greitis ir dideliy kiekiy Igsteliy biomasés gamyba (Martinez, Schottroff, et
al., 2020). Taciau, kadangi mieliy gaminami karotenoidai sintetinami lasteléje ir lieka jos viduje,
norint juos naudoti komerci$kai, reikia efektyviy ekstrakcijos metody (Martinez et al., 2018; Martinez,
Schottroff, et al., 2020).

Irodyta, kad efektyvus mieliy lgsteliy sieneliy suardymas cheminémis ar mechaninémis
procediiromis palengvina tirpikliy patekimg i lastele, siekiant istirpinti vidulastelinius karotenoidus ir
pagerinti karotenoidy ekstrakcijos iSeigg (Martinez et al., 2018). Todél prie§ ekstrakcijg ar jos metu
atlickamos skirtingos fizikinés proceduros (terminis apdorojimas, ultragarsas, auksto slégio
homogenizavimas, rutuliuky malimas) siekiant palengvinti tirpikliy patekimg j Igstele ir vélesnj
karotenoidy tirpinima, taip pagerinant gavybos nasumg (Martinez et al., 2018; Martinez, Schottroff,
et al., 2020).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Naudoti prietaisai ir medZiagos

2.1.1. Naudoti prietaisai
Autoklavas Steriltechnik AG LABOKLAYV ECO 135
Automatinés pipetés Eppendorf Research Plus: 10, 20, 200, 1000
Centrifugos: Sigma 2-16KL ir Eppendorf Centrifuge 5418-R
Elektroforezés aparatas Consort EV261 ir jo priedas Cleaver Scientific MultiSUB Midi
Geliy dokumentavimo sistema DNR Bio-Imaging Systems MiniBIS Pro 16mm ir programiné
jranga GelCapture
Inkubatoriai: Friocell ir Thermo Fisher Scientific
Inkubatorius-purtyklé Eppendorf New Brunswick Innova 44
Laboratorinis $aldiklis SKADI DF 8520 Upright
Laminarinis boksas Scanlaf Mars Safety Classe 2 Mars 1500
Magnetiné maisyklé su kaitinimu IKA C-MAG HS 7
Mikrobangy krosnelée SHARP R-200 BKW
Mikroskopas Olympus CX41
Mikroskopo kamera Olympus U-TV1X-2/U-CMAD3 ir PixeLINK uScope programiné
Jranga
Mini centrifuga NIPPON Genetics EUROPE FastGene NG002B
Spektrofotometrai: Merck Spectroquant Pharo 10 ir Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis
Spiritiné lempute
Stiklinis glaistytuvas
Sukdiriniai maiSytuvai: Scientific Industries Vortex Genie 2 G560E ir Biosan Multi-Vortex
V-32
Svarstyklés: KERN EG 220-2NM ir KERN EG 420
Saldytuvai: Snaigé FR240-1101AA ir Whirlpool ARC 2353
Termocikleris Biometra T-Personal 48
Termomikseris Eppendorf Thermomixer Comfort 1,5 ml
Ultragarsinis dezintegratorius, Cole-Parmer
Vandens vonia GFL 1083
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2.1.2. Naudotos medziagos ir rinkiniai
3,5-Dinitrosalicilo rugstis, Alfa Aesar
,0Xx DNA Loading Dye* dazas, Thermo Fisher Scientific
10 X DreamTaq buferinis tirpalas, Thermo Fisher Scientific
50x TAE elektroforezés buferinis tirpalas, Fermentas
Agaras, Formedium
Agarozés tabletés TopVision, Thermo Fisher Scientific
Ampicilinas, Balkanpharma
Amfotericinas B, Sigma Aldrich
Bacillus subtilis kamienas, Vilnius Tech Chemijos ir bioinzinerijos katedra
Cinko sulfato heptahidratas (ZnSO4-7H.0), Reachim
Citrinos rugsties monohidratas, Reachim
D-(+)-maltozé, Reachim
Dietileteris, Honeywell Fluka
,Difco Sabouraud Dextrose Agar®, Becton Dickinson
Dimetilsulfoksidas, Honeywell
Distiliuotas vanduo
dNTP misinys, 2mM, Thermo Fisher Scientific
Etanolis 96%, MV Group Production, Stumbras
EtidZio bromidas, Sigma Aldrich
Escherichia coli kamienas DH10p, Vilnius Tech Chemijos ir bioinzinerijos katedra
Gelezies (II) sulfato heptahidratas (FeSO4-7H20), Reachim
,,GeneJET PCR Purification Kit*“, Thermo Fisher Scientific
,GeneRuler Ladder Mix“ markeris, Thermo Fisher Scientific
Glicerolis, Reachim
Gliukoze, Sigma Aldrich
Heksanas, Honeywell
Jodas, Reachim
Kalcio chloridas, ROTH
Kalio jodidas, Reachim
Kalio natrio tartratas (KNaCsH4Os-4H20), Reachim
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Kalio permanganatas, ROTH

Karboksimetilceliuliozés natrio druska, ROTH

Kongo raudonasis, ROTH

Krakmolas, Amilina

Magnio sulfato heptahidratas (MgSQOas-7H20), Reachim

Mieliy ekstraktas, Sigma Aldrich

Natrio chloridas, ROTH

Natrio citrato dihidratas, Reachim

Natrio hidroksidas, Sigma Aldrich

Natrio nitratas, Reachim

Peptonas, Sigma Aldrich

PDA, neoFroxx

Pradmenys universaliis bakteriniai, Metabion International AG:
Priekinis W001 (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTC-3’)
Atvirkstinis W002 (5’-GNTACCTTGTTACGACTT-3’)
Pradmenys grybeliy, Sigma Aldrich:

Priekinis ITS1F (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA -3°)
Atvirkstinis ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3°)
Pseudomonas putida laukinis kamienas, Vilnius Tech Chemijos ir bioinzinerijos katedra
,PureLink Microbiome DNA Purification Kit“ (soil samples), Invitrogen
Sacharozé, Reachim

Salyklo ekstraktas, Sigma Aldrich

Vanduo be nukleaziy, Thermo Fisher Scientific.

Vario sulfato pentahidratas (CuSQO4-5H20), Reachim

2.1.3. Naudotos terpés
Luria-Betrani (LB) terpé (1 litrui): peptonas 10 g, mieliy ekstraktas 5 g, natrio chloridas
(NaCl) 10 g. pH 7,0-7,2, distiliuotas vanduo 1000 ml.
LB agarizuota terpe (1 litrui): peptonas 10 g, mieliy ekstraktas 5 g, natrio chloridas 10 g,
agaras 20 g. pH 7,0-7,2, distiliuotas vanduo 1000 ml.
Bulviy dekstrozés (PDA) agarizuota terpé (1 litrui): PDA 39 g ir distiliuotas vanduo 1000 ml.
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Kazeino agarizuota terpé (1 litrui): peptonas 1 g, mésos ekstraktas 1 g, gliukozé 1 g, agaras
12 g, distiliuotas vanduo 1000 ml.
Capeko (CZ) terpe (1 litrui): Capeko koncentratas 10 ml, sacharozé 30 g, mikroelementy
pradinis tirpalas 0,4 ml ir distiliuotas vanduo 1000 ml.
o Capeko koncentratas (100 ml): NaNOs 30 g, KCI 5 g, MgSO4-7H20 5 g, FeSO4-7H-0
0,1 g, distiliuotas vanduo 100 ml. Gerai sumaiSoma ir laikoma Saltai.
o Mikroelementy pradinis tirpalas (100 ml): CuSO4-5H,0 0,5 g, ZnSO4-7H.0 0,1 g,
distiliuotas vanduo 100 ml. Gerai sumaiSoma ir tirpalas laikomas Saltai.
CZ agarizuota terpé (1 litrui): Capeko koncentratas 10 ml, sacharozé 30 g, mikroelementy
pradinis tirpalas 0,4 ml, agaras 20 g, distiliuotas vanduo 1000 ml.
Karboksimetilceliuliozés (CMC) terpé (1 litras): karboksimetilceliuliozés natrio druska 5 g,
NaNOs1 g, KoHPO4 1,8 g, MgSO4-7H20 0,9 g, KCI 0,5 g ir 1000 ml distiliuotas vanduo.
CMC agarizuota terpé (1 litras): karboksimetilceliuliozés natrio druska 5 g, NaNOz 1 g,
K2HPO4 1,8 g, MgSO4-7H20 0,9 g, KCI 0,5 g, agaras 20 g ir 1000 ml distiliuotas vanduo.
Krakmolo agarizuota terpé (1 litrui): krakmolas 10 g, mésos ekstraktas 3 g, agaras 12 g ir
distiliuotas vanduo 1000 ml.
Mieliy ekstrakto peptono dekstrozés (YEPD) terpé (1 litrui): mieliy ekstraktas 10 g, peptonas
20 g, distiliuotas vanduo 900 ml. Autoklavuojama 15 minudiy 1 atm. slégyje, 121 °C
temperatiiroje. Po to pridedama sterilios gliukozes tirpalo 100 ml.
o Sterilios gliukozés tirpalas (100 ml): gliukozé 22 g ir distiliuotas vanduo 100 ml,
sterilinama per Svirksta, laitkoma Saltai.
YEPD agarizuota terpé (1 litrui): mieliy ekstraktas 10 g, peptonas 20 g, agaras 20g,
distiliuotas vanduo 900 ml. Autoklavuojama 15 minuc¢iy 1 atm. slégyje, 121 °C
temperatiiroje. Po to pridedama sterilios gliukozés tirpalo 100 ml.
YM agarizuota terpé (1 litrui): gliukozé 10g, peptonas 5 g, mieliy ekstraktas 3g, salyklo
ekstraktas 3g, agaras 15 g ir distiliuotas vanduo 1000 ml.
Saburo (SDA) agarizuota terpé (1 litrui): Difco Sabouraud Dextrose Agar 65 g ir distiliuotas
vanduo 1000 ml.
Salyklo dekstrozé (MEA) agarizuota terpé (1 litrui): salyklo ekstraktas 50 g, CuSO4-5H,0
0,005 g, ZnSO4-7H20 0,01 g, distiliuotas vanduo 1000 ml.

Visos minétos terpés autoklavuojamos 15 minuciy 1 atm. slégyje, 121 °C temperatiiroje.
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2.2. Naudoti metodai

2.2.1. Méginio paruoSimas

Gauta gamtiné termoizoliaciné medziaga, pagaminta i§ perdirbto popieriaus, nenaudojant

riSiklio. Pirmiausia su fiziologiniu 0,9 % NaCl tirpalu padaromos nuoplovos tiesiogiai nuo minétos

termoizoliacinés medziagos, kurios pavirS§iy kolonizavusi mikroorganizmy bendrija. Gautos

nuoplovos naudojamos bendrosios gDNR i$skyrimui.

2.2.2. Bendrosios genominés DNR iS$skyrimas

Genominés DNR i$skyrimui naudojamas ,,PureLink Microbiome DNA Purification Kit*

rinkinys pagal gamintojo nurodytus reikalavimus.

2.2.3. Mikroorganizmy iSskyrimas iki pavieniy kultiiry

Nezinomi mikroorganizmai pas¢jami ant LB, YEPD, YM, CZ, SDA, PDA bei MEA terpiy.

Mikroorganizmai perséjami kelis kartus, jeigu reikalinga atlickami skiedimai, méginiai vél perséjami,

kol gaunamos pavienés kolonijos.

2.2.4. Polimerazin¢ grandininé reakcija
Pirmiausia mikroorganizmai paruoSiami prie$ atliekant polimerazing grandining reakcija:
Bakterijy naktiné kultira: j 15 ml centrifuginj mégintuvélj jpilama 3 ml LB terpés ir
vienkartine kilpele inokuliuojama paviené kolonija, inkubuojama 37 °C temperattroje, 16-18
valandy purtant termostatuojamoje vandens vonioje. PGR reakcijai naudojamas 1 pl.
Mielés: vienkartine kilpele paimama pusé kolonijos ir inokuliuojama j PGR misinj, o kita tos
pacios kolonijos pusé — paséjama ant agarizuotos YM terpés ir véliau bus naudojama siekiant
mieliagrybj i§saugoti.
Pelésiniai grybeliai: ] Eppendorf mégintuvélj jpilama 200 pl distiliuoto vandens, vienkartine
kilpele perbraukiama per pelésinio grybelio kolonijos pavir$iy, mégintuvéliai §ildomi 95 °C
temperatiiroje vandens vonioje 5 minutes, tada centrifiguojami 8000 rpm 2 min. 1 pl
supernatanto naudojamas PGR reakcijai.

Polimeraziné grandininé reakcija (PGR) yra greitas, santykinai nebrangus, paprastas, jautrus

in vitro metodas, skirtas amplifikuoti DNR fragmentus. Grybeliams specifinés ITS srities (ITS1-5.8S-
ITS2) amplifikacija atlikta PGR metodu, naudojant ITS-1F ir ITS-4 pradmenis (White, Bruns, Lee, &

Taylor, 1990). 16S rRNR koduojantis genas amplifikuotas naudojant universalius bakterinius
pradmenis WO001 ir W002 (Godon, Zumstein, Dabert, Habouzit, & Moletta, 1997). Reakcijai naudota
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DreamTaq DNR polimerazeé, kuri yra termostabili. Tai patobulinta Tag DNR polimerazé ir uztikrina

didesnj jautruma negu pastaroji.

Pagal protokola:

1. Reikiami komponentai yra atSildomi, vorteksuojami ir centrifuguojami mini centrifugoje.

Reakcija vykdoma ledo vonioje, supilami komponentai 50 pul PGR miSiniui:

10x DreamTaq buferinis tirpalas 5 pl
2mM dNTP misinys, 5 pl
Tiesioginis pradmuo 0,5 ul
Atvirkstinis pradmuo 0,5 pl

Meginio DNR 1 pl

DreamTaqg DNR polimeraze 0,5 pl
Vanduo be nukleaziy 37,5 pl

2. Pagamintas PGR miSinys $velniai vorteksuojamas ir centrifuguojamas.

3.  SumaiSytas miSinys dedamas j termociklerj, nustatoma PGR programa, kurios salygos:

a. Naudojant grybeliams specifinius ITS1F ir ITS4 pradmenis:

Pradiné denatiiracija 94 °C temperatiiroje vykdoma 1 minute.
Denatiiracija 94 °C temperatiiroje vyksta 1 minute.

Pradmeny prilydymas 51 °C temperattiroje 1 minute. 35 ciklai
DNR sintezé 72 °C temperatiiroje 1 minute.

Galutiné DNR sintezé vykdoma 72 °C temperatiiroje 8 minutes.

Laikoma 10 minuciy 10 °C temperatiiroje.

b. Naudojant universalius bakterinius W001 ir W002 pradmenis:

Pradiné denatiiracija 95 °C temperatiiroje vykdoma 3 minutes.
Denatiiracija 94 °C temperatiiroje vyksta 30 sekundziy.

Pradmeny prilydymas 53 °C temperatiiroje 30 sekundziy. 30 cikly
DNR sintezé 72 °C temperatiiroje 2 minutes.

Galutiné DNR sintezé vykdoma 72 °C temperattroje 10 minuéiy.

Laikoma 10 minuciy 16 °C temperatiiroje.

4. Po PGR reakcijos gautas PGR misinys yra tikrinamas elektroforezés biidu.
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2.2.5. DNR elektroforezé agarozes gelyje

ParuosSiamas elektroforezés buferis: jpilama 10 ml 50x TAE elektroforezés buferinio tirpalo
bei distiliuoto vandens iki 500 ml, i§ paruosto buferio 450 ml supilama j elektroforezés vonele. |
likusius 50 ml elektroforezés buferio jdedama agarozés tableté, 10-15 minuciy tirpinama kambario
temperatiiroje, tada iStirpinama kaitinant, taip paruoSiamas 1 % agarozés gelis. Gautas tirpalas
atvésinamas iki 50-60 °C temperatiiros, pilamas j parengta forma, jstatomos ,,Sukos® ir laukiama 10-15
minuciy kol gelis sustings. Istraukus ,,Sukas® gelis perkeliamas j elektroforezés vonele. 5 Il PGR
misinio sumaiSoma su 1 pl 6x DNA Loading Dye dazu ir 5 pl leidziami j Sulinélj. ] sekantj Sulinélj —
5 ul GeneRuler Ladder Mix markerio. Elektroforezés salygos: 130 A, 130 V, 300 W ir vykdoma 45
minutes. Pasibaigus elektroforezei iSjungiamas sroves Saltinis, gelis iSimamas i§ elektroforezés
vonelés ir jdedamas j vonele su 0,5 ml/l etidzio bromido tirpalu, laikomas 10-15 minuciy. Gelis
detektuojamas UV S§viesoje, naudojama geliy dokumentavimo sistema DNR Bio-Imaging Systems

(MiniBIS Pro 16 mm aparatas) ir analizuojama naudojant GelCapture programing jranga.

2.2.6. PGR produkto gryninimas i§ PGR miSinio
PGR produktas gryninamas naudojant ,,GeneJET PCR Purification Kit“ rinkinj pagal

nurodyta gamintojo protokolg. Patikrinama elektroforezés budu.

2.2.7. Mikroorganizmy iSsaugojimas
Siame skyrelyje aprasomas mikroorganizmy paruosimas ilgalaikiam saugojimui.

e Bakterijy iSsaugojimas: paruoSta naktiné bakterijy kultira naudojama mikroorganizmo
iSsaugojimui glicerolyje (galutiné koncentracija 30 %).

e  Mieliy i$saugojimas: kaip minéta anksciau, pusé kolonijos pasé¢jama ant YM terpés (kita pusé
naudojama PGR reakcijoje). Tada uzaugusi kolonija paimama vienkartine Kkilpele ir
inokuliuojama 250 ml auginimo kolboje, turin¢ioje 100 ml skystos YEPD terpés, auginama
24 valandas inkubatoriuje-purtykléje. ISsaugojimui méginys supilstomas j 50 ml
centrifuginius mégintuvélius, centrifuguojama 5000 rpm 10 minuciy, supernatantas
nupilamas, pridedama 10 ml 0,9 % NaCl tirpalo, vél centrifuguojama. Nupilamas
supernatantas, dar kartg pridedama NaCl, centrifuguojama, nupilamas supernatantas,
nuosédos suspenduojamos 2,5 ml NaCl bei pridedama glicerolio iki galutinés 30 %
koncentracijos.

e Pelésiy iSsaugojimas: vienkartine kilpele perbraukiama per pelésinio grybelio kolonijos
pavirSiy ir inokuliuojama glicerolyje, kurio galutiné koncentracija 30 %.
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2.2.8. Mikroskopavimas

2.2.8.1. Bakterijy mikroskopavimas

Vienkartine kilpele perbraukiama ant LB agarizuotos terpés uzaugusi bakterijy kolonija, kuri
suspenduojama sterilaus vandens lase ant objektyvinio stiklelio. Bakterijy tepinélis dziovinamas ore
ir fiksuojamas 2-3 kartus perbraukiant stiklelj per spiritinés lemputés liepsng. Taip paruoStas méginys
dazomas Gramo budu (Abedin, 2015). Ant fiksuoto tepinélio uzlasinama 100 pl Kristalo violeto,
palaikoma 1 minute ir nuplaunama distiliuotu vandeniu. Po to ant méginio uzlasinama 100 pl Gramo
jodo 1 minutei ir vél nuplaunama distiliuotu vandeniu. Tada uzpilama 100 pl blukinimo tirpalu bei
nuplaunama distiliuotu vandeniu. Galiausiai méginys 1 minut¢ dazomas 100 pl safraninu,
nuplaunamas distiliuotu vandeniu ir leidziama nudzitti kambario temperattroje. Ant sauso stikliuko
uzlasinamas lasas imersinio aliejaus ir stebima per mikroskopa. Naudojamas Olympus CX41 $viesinis
mikroskopas su 10x, 40x ir 100x karty didinanciais objektyvais. Nuotraukoms gauti naudojama
Olympus U-TV1X-2/U-CMAD3 mikroskopo kamera, o vaizdas apdorojamas naudojant PixeLINK
uScope programing jranga.

Dazant Gramo biidu siekiama diferencijuoti bakterijy grupes pagal jy sieneliy sudedamasias
dalis. Gramo dazymas atskiria Gram-teigiamas ir Gram-neigiamas bakterijas nuspalvinant jy lasteles

atitinkamai violetine ar raudona spalva (Bishop & McCue, 2014).

2.2.8.2. Mieliy mikroskopavimas
Mieliy mikroskopavimui naudojamos ant SDA terpés uzZaugusios kolonijos. Vienkartine
kilpele paimama viena kolonija ir suspenduojama 100 ul vandenyje be nukleaziy. Méginys gerai
1SmaiSomas vorteksuojant. 7 ul uzdedama ant Svaraus mikroskopinio stikliuko, ant virSaus dedamas

dengiamasis stikliukas, ant kurio uzlaSinamas laSas imersinio aliejaus ir stebima mikroskopu.

2.2.8.3. Pelésiniy grybeliy mikroskopavimas
Pelésinio grybelio mikroskopavimui paruoSiama Petri lékstele, iSkerpamas atitinkamo
dydzio filtrinis popierius ir sudrékinamas distiliuotu vandeniu, siekiant palaikyti drégme. Ant filtrinio
popieriaus virSaus dedamas mikroskopinis stikliukas, ant jo uzdedama su steriliu skalpeliu i$pjauta
kvadrato formos PDA terpé, ant kurios dedamas dengiamasis stikliukas. Tada vienkartine kilpele
perbraukiamas pelésinio grybelio kultiiros pavirSius ir atsargiai uzséjama ant iSpjautos PDA terpés

Sony. Mikroskopavimui paruostos lékstelés inkubuojamos 10 dieny.
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Po inkubacijos, ant Svaraus mikroskopinio stikliuko uzlaSinamas laSas laktofenolio mélynojo
dazo. Nuo pelésinio grybelio kultiiros nuimamas dengiamasis stikliukas ir uzdedamas ant paruosto

mikroskopinio stikliuko su dazu, tada stebima mikroskopu.

2.2.9. Mikroorganizmy fermentinio aktyvumo nustatymas
Pirmiausia méginiai paruoSiami:
e Bakterijos: pasé¢jama naktiné kulttira, kaip minéta anksciau.
e Mielés: pas¢jama naktiné kultara — vienkartine Kilpele kolonija inokuliuojama j 3 ml skysta
YEPD terpe.
e Pelésiniy grybeliy spory suspensija: ant PDA terpés 7-28 dienas augintas pelésinis grybelis

nuplaunamas 10 ml 0,9 % NaCl tirpalu ir naudojamas tolesniuose tyrimuose.

2.2.9.1. Celiuliazinio aktyvumo tikrinimas
Celiuliaz¢ gaminantys mikroorganizmai tiriami ant agarizuotos terpés léksteliy, kuriose kaip
substratas naudojama tik karboksimetilceliuliozé (Coronado-Ruiz et al., 2018; Lal & Mishra, 1978).
Karboksimetilceliuliozés skaidyma parodo skaidri zona aplink kolonijas (Delalibera et al., 2005).
5 pl naktinés bakterijy, mieliy kultiiros, arba pelésiniy grybeliy spory suspensijos uznesama
ant CMC agaro terpés taskiniu biidu. Lékstelés inkubuojamos 25-37 °C temperatiiroje nuo 1 iki 10
pary. Po inkubacijos lékstelés uzpilamos:
e 0,1 % Kongo raudonuoju, laikoma nuo 20 iki 30 minu¢iy ir uzpilama 1 M NaCl tirpalu,
palaikoma 10-20 minuciy ir nupilama.
e Gramo jodu (angl. Gram iodine) (KI 2 g, I2 1 g ir distiliuotas vanduo 300 ml) nuo 20 iki 30
minuciy ir praplaunama distiliuotu vandeniu.
Stebimos bespalvés zonos aplink kultiiros taSkus (Kasana, Salwan, Dhar, Dutt & Gulati,
2008). Ten, kur celiuliozé hidrolizuojama fermenty pagalba, atsiranda halo zona (Coronado-Ruiz et
al., 2018). Zona matuojama siekiant apskaiciuoti fermentinj indeksa (FI) (angl. enzymatic index),

skai¢iuojamg pagal (1) formule (Coronado-Ruiz et al., 2018; Florencio, Couri, & Farinas, 2012):

Hidrolizés zonos diametras

(1)

Kolonijos diametras

Fermentinis indeksas apskai¢iuojamas kolonijos skersmenj ir skaidrig zong aplink kolonija
padalinus i$ kolonijos skersmens (Delalibera et al., 2005). Kiekvieno mikroorganizmo fermentinis

indeksas matuojamas i§ 3 pakartojimy, i§vedamas vidurkis ir apskai¢iuojamos paklaidos.
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2.2.9.2. Amilazinio aktyvumo tikrinimas
Mikroorganizmai patikrinami ne tik dél celiuliazinio, bet ir dél amilazinio aktyvumo. 5 pl
naktinés bakterijy, mieliy kultiiros, arba pelésiniy grybeliy spory suspensijos uznesama ant krakmolo
agarizuotos terpés taskiniu buidu. Lékstelés inkubuojamos 25-37 °C temperaturoje 3-7 paras. Po
inkubacijos 1ékstelés uzpilamos Gramo jodu nuo 20 iki 30 minuciy ir praplaunamos distiliuotu
vandeniu. Jeigu po inkubacijos aplink kultiiros taskus matoma halo zona, yra manoma, kad tokie

mikroorganizmai geba skaidyti krakmola.

2.2.9.3. Celiuliazinio aktyvumo tyrimas DNS reagentu

Meéginiai paruoSiami remiantis anksé¢iau apraSytu metodu jj Siek tick modifikuojant (Yang et
al., 2014). 500 ml auginimo kolbos su paruostomis 250 ml LB, YM, CZ terpémis, turin¢iomis 1 %
CMC kaip anglies Saltinio, naudojamos atitinkamai bakterijy, mieliy ir pelésiniy grybeliy auginimui
25-37 °C temperaturoje purtant 140-180 rpm. Terpés pirmiausia autoklavuojamos 1 atm. slégyje, 121
°C temperatiiroje, tada uzséjama 1 ml atitinkamo mikroorganizmo ir auginama nuo 1 iki 28 dieny.
Pragjus inkubaciniam laikotarpiui méginiai centrifuguojami 5000 rmp 15 minuciy, 0 gautas skaidrus
supernatantas naudojamas celiuliazinio aktyvumo tyrimams.

ParuoSiamas citratinis buferis: 4,37 g cCitriny rigsSties monohidrato iStirpinama 750 ml
distiliuoto vandens, pridedama 12,84 g NaOH, tada matuojamas pH. Pasiekus pH 4,8, buferis
praskiedziamas iki 1000 ml.

Paruosiamas DNS reagentas (Ghose.T.K, 1987). 1 g dinitrosalicilo riigsties tirpinama 50 ml
distiliuoto vandens, kaitinant 95 °C temperatiiroje. IStirpus DNS, j tirpalg pridedama 30 g kalio natrio
tartrato, istirpinto 20 ml distiliuoto vandens, toliau maiSoma kaitinant. Tada pridedama 8 g natrio
hidroksido, istirpinto 20 ml distiliuoto vandens, j taip paruosta tirpalg jpilama dar 10 ml distiliuoto

vandens.

2.2.9.4. Endo-B-1,4-gliukanazinio aktyvumo tyrimas
Tai vienas papras¢iausiy metody celiuliazés aktyvumui matuoti. Metodas susijes su fermento
veikiama karboksimetilceliulioze, o gauty cukry redukcija nustatoma naudojant dinitrosalicilo
rugsties reagentg (Lal & Mishra, 1978; Miller, Blum, Glennon, & Anne L. Burton, 1960). Geltonas
DNS reaguoja su redukuojanciu cukrumi, sudarydamas oranzing-raudong 3-amino-5-nitrosalicilo
rugst], aromatin] junginj, kuris sugeria Sviesg esant 540 nm, todé¢l leidzia kiekybiskai
spektrofotometriskai iSmatuoti esancio redukuojancio cukraus kiekj (Abedin, 2015; Gonalves,

Rodriguez-Jasso, Gomes, Teixeira, & Belo, 2010; Rahman, Fernando, Ross, Wu, & Qin, 2018). D¢l
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tirpumo vandenyje CMC yra pranasesné uz naturalig celiulioze¢ kaip substrata, o DNS reagentas —
pranasesnis uz kitus reagentus nustatant cukraus redukcijos laipsnj (Miller et al., 1960).
1 % CMC substratas paruoSiamas karboksimetilceliulioze iStirpinus 0,05 M natrio
citratiniame buferyje, pH 4,8. Tyrimas atliekamas remiantis Zinomu metodu (Ghose.T.K, 1987).
1. Pridedami 0,5 ml fermento méginiai, skiesti citratiniame buferyje.
2. Prie fermento méginio jpilama 0,5 ml 1 % CMC substrato, gerai sumaisoma ir inkubuojama
50 °C temperatiiroje 30 min.
3. Pridedama 3 ml DNS reagento, sumaiSoma vartant.
4. Meéginiai inkubuojami lygiai 5 minutes verdancio vandens vonioje. Praéjus 5 minutéms,
méginiai iSkart atvésinami ledo vonioje.
5. I'mégintuvélius pridedama 20 ml distiliuoto vandens, gerai sumaiSoma kelis kartus vartant.
6. Meéginiy sugertis matuojama esant 540 nm bangos ilgiui.
7. Kartu matuojamas ir kontrolinis méginys — vietoj fermento naudojant citratinj buferj, o kaip
standartas naudojama 0,1-2,0 mg/ml gliukozé.
8. Sudaroma standartiné gliukozés kalibraciné kreivé. Naudojant §j standartg perskai¢iuojamos
méginiy absorbcijos vertés j gliukoze, pagamintg reakcijos metu.

9. Endo-B-1,4-gliukanazinis (CMC) aktyvumas U/ml apskai¢iuojamas pagal (2) formulg:

c XVr xSF

Celiuliazinis akt T e Uf < M
eliuliazinis aktyvumas = — XVf XM

)
¢ia ¢ — gliukozés koncentracija mg/ml; Vr — reakcijos turis, ml; SF — skiedimo faktorius;

t — inkubacijos trukmé, min; Vf— fermento tiris, ml; M — moliné gliukozés masé, g/mol.

Vienas fermentinio aktyvumo vienetas — fermento kiekis, kuris tyrimo sglygomis
atpalaiduoja vieng mmol redukuojancio cukraus per minutg. Kiekvieno mikroorganizmo celiuliazinis

aktyvumas matuojamas i§ 3 pakartojimy, iSvedamas vidurkis ir apskai¢iuojamos paklaidos.

2.2.9.5. Bendro celiuliazinio aktyvumo tyrimas
Bendras celiuliazinis aktyvumas nustatomas filtrinio popieriaus tyrimu, kaip substratg
naudojant Whatman No. 1 filtrinio popieriaus juostele, kurios matmenys 1,0 x 6,0 cm, atitinkantys 50
mg substrato (Ghose.T.K, 1987; Legodi et al., 2019). Kaip standartas naudojama 1-10 mg/ml
gliukozé. Tyrimas vykdomas remiantis anks¢iau apraSytu metodu (Ghose.T.K, 1987). Pridedama 1 ml
0,05 M citratinio buferio, pH 4,8, jpilama 0,5 ml fermento, skiesto citratiniame buferyje. Pridedama
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substrato — Whatman No. 1 filtrinio popieriaus juostelé 1 x 6 cm (50 mg), sumaiSoma ir inkubuojama
50 °C temperatiiroje 60 min. Toliau tyrimas vykdomas kaip atliekant CMC aktyvumo tyrima. Bendras
celiuliazinis aktyvumas (FPU) matuojamas pagal (2) formule.

2.2.10. Amilazinio aktyvumo tyrimas DNS reagentu
Siam tyrimui naudota naktiné bakterijy, mieliy kultira bei pelésiniy grybeliy spory
suspensija. Amilazinio aktyvumo tyrimas atlieckamas tokiu paciu principu kaip ir CMC aktyvumo
matavimas, tik kaip substratas naudojamas 1 % krakmolo tirpalas ir méginiai inkubuojami valanda
37 °C temperaturoje. Kaip standartas naudojama 0,1-10,0 mg/ml maltozé, nubréziama standartiné
maltozés kalibraciné Kreivé, i§ kurios apskaiCiuojama susidariusio redukuojanéio cukraus

koncentracija méginiuose. Galiausiai apskai¢iuojamas amilazinis aktyvumas pagal (3) formulg.

c XVr xXxSF

Amilazinis akt =—
milazinis aktyvumas = — VXM

3)

¢ia ¢ — maltozés koncentracija mg/ml; Vr —reakcijos tiiris, ml; SF — skiedimo faktorius; t — inkubacijos

trukmé, min; Vf — fermento tiiris, ml; M — molin¢ maltozés mas¢, g/mol.

Vienas fermentinio aktyvumo vienetas apibréziamas kaip fermento kiekis, kuris tyrimo
saglygomis per minute atpalaiduoja vieng mmol redukuojancio cukraus. Kiekvieno mikroorganizmo

amilazinis aktyvumas matuojamas i§ 3 pakartojimy, i§vedamas vidurkis ir apskai¢iuojamos paklaidos.

2.2.11. Antimikrobiniy savybiy tyrimas

Vidinis atsparumas yra jgimtas bakterijy geb¢jimas atsispirti tam tikro antimikrobinio agento
veiklai per struktiirinius pozymius, pavyzdziui, Gram-neigiamy bakterijy iSoring membrang. Gram-
neigiamas bakterijas (P. putida ir E. coli) slopina mazesnis grybeliy ir bakterijy kamieny skai¢ius nei
Gram-teigiamas (B. subtilis) bakterijas. Tai gali biiti siejama su atsparumu Gram-neigiamy bakterijy
antimikrobiniams junginiams (Albores, Sanguinedo, Held, Cerdeiras, & Blanchette, 2018).

Bakterijy, mieliy ir pelésiniy grybeliy antimikrobinés savybés pries Gram-neigiamas
Escherichia coli, Pseudomonas putida bei Gram-teigiamas Bacillus subtilis bakterijas in vitro
patikrintos remiantis diskeliy difuzijos metodu.

Tyrimas atliktas remiantis ankstesniu metodu jj Siek tiek modifikuojant (Garcia et al., 2012).
100 pul naktinés E. coli, P. putida ir B. subtilis 10° Iast./ml bakterijy kultiiros stikliniu glaistytuvu

paséjama ant atskiry Petri 1¢ksteliy su LB agarizuota terpe. Tada paruosiami sterilis Whatman No. 1
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filtrinio popieriaus diskeliai, kurie suvilgomi atitinkamai 10 pl naktine bakterijy, mieliy kultiira ar
pelésinio grybelio spory suspensija. Taip pat naudojama teigiama kontrolé — 100 mg/ml ampicilinas
ir distiliuotas vanduo — neigiama kontrolé. Steriliu pincetu filtrinio popieriaus diskeliai uzdedami ant
skirtingomis bakterijomis paséty léksteliy, kurios véliau inkubuojamos 24-48 valandas 25-37 °C
temperatiiroje. Pra¢jus inkubaciniam laikotarpiui stebima ar tikrinti mikroorganizmai pasizymi
antimikrobinémis savybémis. Kiekvieno mikroorganizmo inhibicijos zona matuojama i§ 3

pakartojimy, i§vedamas vidurkis ir apskai¢iuojamos paklaidos.

2.2.12. Jautrumo antigrybeliniam vaistui tyrimas diskeliy difuzijos metodu

I$ literattiros analizés zinoma, kad kai kurie mieliy Rhodotorula mucilaginosa ir pelésiniy
grybeliy Sarocladium killiense kamienai pasizymi jautrumu antifungicidinio poveikio preparatui —
amfotericinui B (Khan et al., 2011; Seifi et al., 2013).

Jautrumo antigrybeliniam vaistui tyrimas atliktas diskeliy difuzijos metodu, remiantis
ankstesniu metodu jj Siek tiek modifikuojant (Seifi et al., 2013). 100 pl mieliy kultiiros ar pelésinio
grybelio spory suspensijos stikliniu glaistytuvu paséjama ant Saboro ir Kazeino agarizuoty terpiy.
Paruosiamos skirtingos amfotericino B koncentracijos: 10, 20 ir 32 pg/ml, o kontrolei naudojamas
distiliuotas vanduo. Sterilas filtrinio popieriaus diskeliai suvilgomi atitinkamos koncentracijos
amfotericinu B arba distiliuotu vandeniu. Steriliu pincetu filtrinio popieriaus diskeliai uzdedami ant
mielémis ar pelésiniu grybeliu paséty leksteliy, kurios véliau inkubuojamos 48 valandas 30 °C
temperatiiroje. Pra¢jus inkubaciniam laikotarpiui stebima ar tikrinti mikroorganizmai pasizymi

jautrumu amfotericinui B.

2.2.13. Karotenoidy ekstrakcija 1§ raudonyjy mieliy

Tyrimas atliktas remiantis ankstesniu metodu jj Siek tiek modifikuojant (Martinez, Delso,
Aguilar, Alvarez, & Raso, 2019). Pirmiausia j 500 ml auginimo kolbas su 250 ml skystos YM terpés
inokuliuojama viena Rhodotorula mucilaginosa (G1 ir G3) kolonija ir auginama 72 valandas 25 °C
temperatiroje, purtant 180 rpm. Tada paimama po 1 ml i§ minéty kolby ir jpilama j 500 ml auginimo
kolbas su 250 ml skystos YM terpés bei vél auginama 72 valandas 25 °C temperatiroje, purtant
180 rpm. Siekiant palyginti lastelés sienelés suardyma, atlickamas zinomas ir modifikuotas tyrimas
— prie$ ardant ultragarsu, méginiai 3 kartus pakartotinai uzSaldomi-atSildomi. Méginiai po 5 ml
centrifuguojami 3000 xg 5 minutes, nupilamas supernatantas, resuspenduojama 5 ml citratiniame-
fosfatiniame pH 7,0 Mcllvaine buferyje. Tada vykdomas ardymas ultragarsu 3 minutes, intervalais

kas 30 sekundZiy, ultragarso energija 1,03 kJ. Po ultragarso méginiai centrifuguojami 3000 xg
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5 minutes, nuosédos suspenduojamos 5 ml DMSO, 1 minute vorteksuojama ir inkubuojama 1 valanda
kambario temperattroje, purtant 200 rpm. Tada pridedama 5 ml heksano bei 1 ml dietileterio,
vorteksuojama 1 minute ir vél inkubuojama 30 minuciy kambario temperatiiroje, purtant 200 rpm. Po
inkubacijos pridedama 1 ml NaCl sotaus tirpalo, centrifuguojama 4000 xg 10 minuciy ir surenkama
virSutiné fazé, kurios sugertis matuojama 400-600 nm bangos ilgiuose.

Karotenoidy ekstrakcijos iSeiga apskai¢iuojama naudojant B-karoteno heksane molinj
ekstinkcijos koeficienta (¢=2592), esant 453 nm bangos ilgiui ir iSreiskiama mg karotenoidy/I
suspensijos, naudojant (4) lygtj (Isler, Lindlar, Montavon, Riegg, & Zeller, 1956; Martinez et al.,
2020):

o Abs x 10 x 1000
Karotenoidai (mg/l) = . , 4)

¢ia Abs — sugertis, O.V.; 10 — kiuvetés kelio ilgis, mm; € — molinis ekstinkcijos koeficientas
heksane; 1000 — mastelio faktorius
Taip pat apskaiciuojamos ekstrakcijos iSeigos toruleno heksane (¢=2680) esant 485 nm

bangos ilgiui ir torularodino heksane (€=2040) esant 468 ir 502 nm bangos ilgiui (Zoz et al., 2015).

2.2.14. Mieliy karotenoidy antibakteriniy savybiy tyrimas

Isskirty karotenoidy pigmenty antibakterinés savybés tikrinamos diskeliy difuzijos metodu,
remiantis ankstesniu metodu jj Siek tiek modifikuojant (Yolmeh, Hamedi, & Khomeiri, 2016). Ant
LB agarizuotos terpés stikliniu glaistytuvu paséjama 100 pl naktinés E. coli DH10B 10° Iast./ml
kultaros. Paruo$iami sterilais filtrinio popieriaus diskeliai, kurie sudrékinami po ektrakcijos gautu
karotenoidy miSiniu. Kontrolei naudojamas filtrinio popieriaus diskelis suvilgytas distiliuotu
vandeniu, kuris dedamas Petri 1¢kstelés viduryje. Leékstelés inkubuojamos 24 valandas 37 °C
temperatiiroje. Jeigu po inkubacijos aplink filtrinio popieriaus diskelius matoma halo zona, manoma,

kad tiriami karotenoidai pasizymi antibakterinémis savybémis.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Naujos kartos sekoskaita

Nuo perdirbto popieriaus gamtinés termoizoliacinés medziagos padaromos nuoplovos,
naudojant rinkinj i$skiriama bendroji genominé DNR. Meéginiai siunc¢iami j biotechnologijy
kompanijg ,,Macrogen®, Piety Kor¢joje, kur atlickama naujos kartos sekoskaita (angl. next-generation
sequencing) (NGS). ISanalizavus gautus duomenis nustatytos méginyje aptiktos bakterijos, kurios

pavaizduotos 4 paveiksle.

Bakterijos

4 pav. Krona diagrama, vaizduojanti bakterijy bendrijos pasiskirstymg méginyje

Identifikuota bakterijy gentis, taciau iki rasies iSskirti nepavyko. NGS sekoskaitos metodu

identifikuoti grybeliy bendrijos pasiskirstymo méginyje nepavyko.

3.2.  Mikroorganizmai
Nezinomi mikroorganizmai pasé¢jami ant LB, CZ, YEPD, YM, MEA, PDA, CZ, SDA terpiy.
Mikroorganizmai perséjami kelis kartus, jeigu reikia atlickami skiedimai, méginiai vél perséjami, kol
gaunamos pavienés kolonijos. Tada atitinkamai paruosty mikroorganizmy DNR amplifikuojama PGR
metodu su universaliais bakteriniais W001 ir WO002 ar grybeliams specifiniais ITS-1F ir ITS-4

pradmenimis. Norint patikrinti ar amplifikacija pavyko, atlickama DNR elektroforezé agarozés gelyje.
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5 pav. Mikroorganizmy DNR amplifikuota PGR metodu. M pazymétas molekulinio dydzio
zymeklis.
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6 pav. IS PGR misinio iSgrynintas PGR produktas. M pazymétas molekulinio dydzio Zymeklis.

Is penkto paveikslo matoma, kad DNR padauginimas PGR metodu pavyko. Palyginus su
mokslinés literattiros duomenimis, gautas bakterinio 16S rRNR geno ilgis (G6-G9 méginiai) atitinka
teorinj — apie 1500 bp (Manaka, Tokue, & Murakami, 2017). Tuo tarpu likusiy méginiy DNR
amplifikuota naudojant grybeliams specifinius pradmenis, o grybeliams specifinis ITS regionas yra
600-800 bp ilgio, taigi gauti rezultatai taip pat atitinka literatiroje pateikta informacija (Larena,
Salazar, Gonza, Julian, & Rubio, 1999). Pavykus DNR amplifikacijai PGR produktas i$gryninamas
naudojant komercinj rinkinj. IS pateikto paveikslo nr. 6 matome, kad PGR produkto gryninimas

pavyko, o gauti baziy pory dydziai atitinka teorinius.

3.3. Identifikuoti mikroorganizmai

Sekoskaitai siun¢iami méginiai, kuriy amplifikavimas PGR metodu pavyko. Méginiai
siunciami ] biotechnologijy kompanijg ,,Macrogen®, Nyderlanduose. Po sekoskaitos gauti rezultatai
analizuojami programine jranga ApE, nustatomos geny sekos, kurios tikrinamos NCBI 16S rRNR
(bakterijy ir archéjy) bei ITS (grybeliy) nukleotidy duomeny bazése. Nustatomi nukleotidy sekos
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palyginiai, pagal juos identifikuojami mikroorganizmai (bakterijos, grybeliai) aptikti termoizoliaciniy
medZziagy, pagaminty i§ perdirbto popieriaus, méginiuose. Analizés rezultatai pateikiami 1 ir 2

lentelése.

1 lentelé. Identifikuotos bakterijos, remiantis NCBI duomeny baze

Méginio 165 rRNR bakterijos Dydis, bp = Identiskumas, %
pavadinimas
G6 Pantoea agglomerans JCM1236 1152 97,18
G7 Pantoea agglomerans JCM1236 1061 98,68
G8 Pantoea agglomerans JCM1236 1131 98,33
G9 Pantoea agglomerans JCM1236 1091 99,54
2 lentelé. Identifikuotos mielés ir pelésiai grybeliai, remiantis NCBI duomeny baze
pal\\//;fj%lnnilr(r)las ITS grybeliai Dydis, bp IdentiSkumas, %
Gl Rhodotorula mucilaginosa CBS 316 581 99,17
G3 Rhodotorula mucilaginosa CBS 316 581 99,07
G4 Rhodotorula mucilaginosa CBS 316 581 98,91
G5 Rhodotorula mucilaginosa CBS 316 576 97,96
G10 Penicillium citreonigrum NRRL 761 491 99,80
G11 Penicillium rubens CBS 129667 418 99,17
G12 Trichoderma simmonsii CBS 130431 541 99,82
G114 Sarocladium kiliense MUCL 9724 471 99,79
G15 Sarocladium kiliense MUCL 9724 491 99,19
G16 Sarocladium kiliense MUCL 9724 511 99,79

Analizuojant lentelése pateiktus duomenis matoma, kad sekoskaitos metu identifikuoti 6
skirtingy rusiy mikroorganizmai, i§ kuriy 1 bakterijy ir 5 grybeliy rasys. Toliau pristatoma kiekviena

aptikty mikroorganizmy rsis.
Pantoea agglomerans JCM1236

Baigiamojo darbo metu identifikuota bakterijy rii§is — Pantoe agglomerans. Sios bakterijos

kolonijy vaizdas ant LB agarizuotos terpés l1é€ksteliy ir mikroskopinis vaizdas pateikiami 7 paveiksle.

4 . W%‘

N

7 pav. Pantoea agglomerans (G7): a) augimas ant LB terpés, b) mikroskopinis vaizdas (padidinimas
1000x)
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Mokslinéje literattroje pateikiama P. agglomerans charakteristika atitinka gautus rezultatus.
Kaip minéta ankstesniame skyriuje, dazant bakterijas Gramo budu siekiama jas diferencijuoti.
7 paveiksle matoma, kad P. agglomerans bakterijy Igstelés nusidazé raudona spalva, vadinasi, tai
Gram-neigiamos bakterijos. Jy lastelés yra tiesios lazdelés formos 0,5-1,3 x 1,0-3,0 um. Siy bakterijy

kolonijos yra lygios, permatomos, gelsvos spalvos (Acioly et al., 2017; Grimont & Grimont, 2015).
Rhodotorula mucilaginosa CBS 316

Atliekant mieliagrybiy atranka, i$skirti raudonos spalvos mikroorganizmai, kuriuos
identifikavus su grybeliams specifiniais ITS pradmenimis patvirtinta, kad tai yra grybeliai. Toliau
atlickama morfologiné analizé (8 ir 9 paveikslai). Po sekoskaitos duomeny analizés nustatyta, kad tai

yra mieliagrybis Rhodotorula mucilaginosa.

8 pav. Rhodotorula mucilaginosa (G1): a) kolonijos ant YM terpés, b) mikroskopinis vaizdas
(padidinimas 1000x)

00596595830
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9 pav. Rhodotorula mucilaginosa (G3): a) kolonijos ant YEPD terpés, b) mikroskopinis vaizdas
(padidinimas 1000x)

R. mucilaginosa morfologija sutampa su literatiroje pateikta informacija: kolonijos yra
lygaus pavirSiaus, blizgancios arba matinés, minkstos, sviestinés arba gleivétos tekstiiros, rausvos,
koraly raudonos spalvos (Hu et al., 2016; Marova et al., 2011). Kaip galima pastebéti 8a ir 9a
paveiksluose, raudonyjy mieliy kolonijos ant YEPD terpés yra labiau matinés ir sviestinés tekstiiros,
o augancios ant YM terpés — blizgancios ir turi gleivéty tekstiirg. Lasteliy mikroskopiné morfologija

elipsoidinés formos (zr. 8b, 9b) (Hu et al., 2016; Marova et al., 2011).
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Penicillium citreonigrum NRRL 761

Vienas i§ identifikuoty pelésiniy grybeliy — Penicillium citreonigrum. Sio grybelio kolonijos
ant PDA terpés pavaizduotos 10 paveiksle.

10 pav. Penicillium citreonigrum (G10) ant PDA terpés: a) kolonija po 4 dieny, b) antroji kolonijos
pusé po 7 dieny, c) kolonija po 7 dieny.

a \ - —AD " — —
11 pav. Penicil\liumlcitreonigrum‘(Glo) mikroskdpinis vaizdas a; padidinimas 100x, b) paaidinimas
400x, c) padidinimas 400x
Mokslinéje literatiiroje pateikiama P. citreonigrum charakteristika atitinka gautus rezultatus.
Siy pelésiniy grybeliy kolonijy diametras po 7 dieny yra 24-31 mm, kolonijos pilksvai Zalsvos arba
melsvos su baltu miceliu, vidutiniS§kai sporuliuoja, tekstiira vilnoné-aksomine, eksudatas skaidrus,
Sviesiai geltonos spalvos, antrosios kolonijos pusés spalva rusvai geltona (zr. 10 pav.) (Park et al.,
2020). Konidijakociai tiestis arba dviSakiai (zr. 11 pav.), fialidés 6,0-9,0 x 2,0-3,0 um, konidijy
sienelés lygios, konidijos rutuliskos arba elipsés formos 1,8-2,6 um skersmens (zr. 9 pav.) (Park et

al., 2020; Peterson, Pérez, Vega, & Infante, 2003).
Penicillium rubens CBS 129667 (G11)

Kaip minéta ankstesniame skyriuje, P. rubens — daznai vidaus patalpose aptinkamas grybelis,
kurio kolonijos po 4 ir 7 dieny inkubacijos pavaizduotos 12 paveiksle. 10 pary ant PDA agaro kubelio
augintas pelésinis grybelis mikroskopuotas su 100x ir 400x didinimu, gauti rezultatai pateikti 13
paveiksle.
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12 pav. Penicillium rubens (G11) ant PDA terpés: a) kolonija po 4 dieny, b) antroji kolonijos pusé

po 7 dieny, ¢) kolonija po 7 dieny.
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13 pav. I5énicillium rubens (G11) mikroskopinis vaizdas a) padidinimas 100x, b) padidinimas 400x,
¢) padidinimas 400x

Penicillium rubens morfologija atitinka aprasyta mokslinéje literattiroje: kolonijos po 7 dieny
25-30 mm, pilkai Zalsvos spalvos su baltu pakras¢iu, aksominés-vilnonés tekstiiros, stipriai
sporuliuoja, pastebimi dideli skaidriis geltonos spalvos eksudato laseliai, o antroji kolonijos pusé —
geltonos spalvos (zr. 10 pav.) (Sawant et al., 2019). Kaip matoma 13 paveiksle, $is pelésinis grybelis
pasizymi triSakiais arba keturSakiais skirtingai iSsiSakojusiais konidijokociais, lygiy sieneliy, nuo
apvalios iki elipsoidinés formos 1,9-2,0 x 2,2-2,5 um dydzio konidijomis, cilindrinémis fialidémis
5,7-5,9 x 1,9-2,2 um (Houbraken et al., 2012; Sawant et al., 2019).

Trichoderma simmonsii CBS 130431

Trichoderma simmonsii pelésinis grybelis iSsiskiria nuo kity identifikuoty grybeliy savo
morfologija. Sis pelésinis grybelis greitai auga ir gali kolonizuoti ne tik terpés pavirsiy, bet ir Petri

1ékstelés Sonus, $io grybelio kolonija ant PDA terpés pateikta 14 paveiksle.

14 pav. Trichoderma simmonsii (G12) ant PDA terpés: a) kolonija po 4 dieny, b) antroji kolonijos
pusé po 7 dieny, c) kolonija po 7 dieny.
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15 pav. Trichoderma simmonsii (G12) mikroskopinis vaizdas a) padidinimas 100x, b) padidinimas
400x, ¢) padidinimas 400x

T. simmonsii pelésinio grybelio morfologija atitinka pateikta literatiroje: gryby hify tankus
raizginys, i§ kurio iSauga vaisiakiiniai arba konidijakociai yra tamsiai rudos-juodos, o nesubrendes —
zalios spalvos. Kolonijos spindulys po 4 pary augimo 25 °C ant PDA terpés siekia 55-65 mm.
Konidijos formuojasi dideliame tamsiai zaliame diske aplink inokuliatg ir koncentriniuose zieduose.
Konidijokociai piramidés formos su prieSingomis Sakomis, kurios baigiasi kryZminiu stkuriu iki
penkiy fialidziy (zr. 15 pav.). Fialidés 6,1-6,5 x 3,3-3,4 um dydzio. Konidija lygi, apvali link kiausinio
formos 3,0 x 3,1 um (Chaverri et al., 2015).

Sarocladium kiliense MUCL 9724

Paskutinis identifikuotas mikroorganizmas — Sarocladium kiliense pelésinis grybelis. Sis
mikroorganizmas i$siskiria i$ kity, nes auga gana ilgai ir auksStesnéje temperatiiroje negu kiti pelésiniai

grybeliai. Kolonijos po 8-10 dieny inkubacijos pavaizduotos 16 paveiksle.

16 pav. Sarocladium kiliense (G16) ant SDA terpés: b) kolonija po 8 dieny, c¢) antroji kolonijos pusé
po 10 dieny, d) kolonija po 10 dieny

e . . '-_-._ i | %‘ , '*

a ,/\: . 3 2 —_— b a ey C -
17 pav. Sarocladium kiliense (G16) mikroskopinis vaizdas a) padidinimas 100x, b) padidinimas
400x, ¢) padidinimas 400x
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S. kiliense morfologija pavaizduota 16 paveiksle ir sutampa su apraSyta mokslinéje
literattroje: kolonijos yra plokscios, purvinai baltos-§viesiai oranzinés arba $viesiai rausvos spalvos,
Siek tiek raukslétos drégnu pavirSiumi, o véliau tampa labiau raukslétos (Junior et al., 2013; Khan et
al., 2011; Pérez-Cantero & Guarro, 2020; Sciortino, 2017). Antrosios kolonijos pusés spalva Sviesiai
oranziné, kuri véliau tampa intensyvesné. Kolonijy diametras po 10-14 dieny siekia 36-46 mm
(Giraldo et al., 2015; Sciortino, 2017).

Sarocladium kiliense konidijokociai susideda i§ pavieniy fialidziy arba trumpy Soniniy $aky,
turin€iy iki keturiy fialidziy, daznai atsirandanciy i$ virviniy gijy su keliais sujungtais hifais. Fialidés
yra adatos formos ir labai siauros (10,0-54,0 um x 1,6-3,0 um), o jy konidijos yra elipsoidinés ar
cilindro formos (3,0-8,0 um x 1,2-2,4 um), kaip ir minima literatiiroje, dazniausiai aptinkamos
grupémis ant gleivéty galvy (zr. 17 pav.) (Giraldo et al., 2015; Janior et al., 2013; Khan et al., 2011;
Pérez-Cantero & Guarro, 2020; Sciortino, 2017).

3.4. Mikroorganizmy fermentinio aktyvumo nustatymas

3.4.1. Kokybiniai metodai — dazymas Gramo jodu ir Kongo raudonuoju

Celiuliazés producenty atranka vykdoma ant agarizuotos terpés I¢ksteliy, kuriose kaip
anglies Saltinis yra tik karboksimetilceliuliozé. Taskiniu biidu uzneSama naktinés bakterijy, mieliy
kultiros arba pelésiniy grybeliy spory suspensijos ir inkubuojama nuo 1 iki 10 pary. Praéjus
inkubaciniam laikotarpiui lekstelés uZpilamos Kongo raudonuoju arba Gramo jodu. Mikroorganizmy

celiuliazinio aktyvumo patikrinimas pateiktas 18-20 paveiksluose.

18 pav. Mikroorganizmy celiuliazinio aktyvumo tikrinimas. G7 dazant Kongo Raudonuoju, po: a) 1
d., b) 3d., ¢) 7 d., dazant Gramo jodu, po: d) 1 d., ) 3 d., f) 7 d.; G10 dazant Kongo Raudonuoju,
po: g) 3d., h)7d.,1i) 10 d., dazant Gramo jodu, po: y) 3 d.,j) 7 d., k) 10 d.; G12 dazant Kongo
Raudonuoju, po: m) 3d., n) 7 d., o) 10 d., dazant Gram jodu, po: p)3d.,r) 7d.,s) 10d
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19 pav. Grybeliy celiuliazinio aktyvumo tikrinimas. G11 dazant Kongo Raudonuoju, po: a) 3 d., b)
7d., c¢) 10 d., dazant Gramo jodu, po: d) 3 d., ) 7d., f) 10 d.; G16 dazant Kongo Raudonuoju, po: g)

3d.,h)7d., 1) 10 d., dazant Gramo jodu, po:y) 3 d.,j) 7d., k) 10d
. . d. t‘. f.
20 pav. Mieliagrybiy celiuliazinio aktyvumo tikrinimas. G1 dazant Kongo Raudonuoju, po: a) 3 d.,

b) 7 d., ¢) 10 d., dazant Gramo jodu, po: d) 3 d., e) 7d., f) 10 d.; G3 dazant Kongo Raudonuoju, po:
g)3d., h)7d., i) 10 d., dazant Gramo jodu, po: y) 3d., j) 7d., k) 10 d

b I
.

18-20 paveiksluose matoma, kad tik aplink Penicillium rubens (G10) ir Sarocladium kiliense
(G16) (zr. 19 pav.) pelésinius grybelius susidaré skaidri halo zona, vadinasi §ie mikroorganizmai geba
skaidyti celiuliozg. ISrySkéjusi skaidri zona matuojama norint apskaiciuoti fermentinj indeksa, kuris

skai¢iuojamas pagal (1) formule, 0 rezultatai pateikiami 3 lenteléje.

3 lentelé. Mikroorganizmy fermentinis indeksas, naudojant Kongo raudongjj ir Gramo joda

Mikroorganizmas Auginimo FI dazant Kongo Fl dazant Gramo
laikas, d. Raudonuoju jodu

3 1,58+0,07 1,44+0,03

Penicillium rubens (G11) 7 1,31+0,01 1,43+0,01
10 1,30+0,01 1,42+0,02

3 1,18+0,02 1,23+0,04

Sarocladium kiliense (G16) 7 1,19+0,02 1,26+0,02
10 1,45+0,01 1,36+0,01



TrecCioje lenteléje pateikti rezultatai rodo, kad 1éksteles dazant skirtingais btudais gaunami
panagis rezultatai, nors vizualiai atrodo, kad dazant Gramo jodu susidaro didesnés halo zonos. Sie
tyrimai parodé, kad Gramo jodo naudojimas stipriai padidina halo zonos rySskuma, todél celiuliaze
gaminanc¢iy mikroorganizmy atrankos procesas tampa lengvas, efektyvus ir greitas. Nors §is metodas
yra kokybinis tyrimas, didziausi jo privalumai — paprastumas ir efektyvumas. Be to, taip iSvengiama
nuodingy cheminiy medziagy naudojimo (Kasana et al., 2008).

Nors Gramo jodu nudazyty léksteliy rezultatai vizualiai atrodé labiau pastebimi negu Kongo
raudonojo, vis délto, literatiiroje teigiama, kad naudojant daziklius taikomi léksteliy atrankos metodai

néra pakankamai kiekybiniai ar jautriis dél blogos koreliacijos tarp fermenty aktyvumo ir halo zonos

dydzio (Maki, Leung, & Qin, 2009).

3.4.2. Kokybinis metodas — amilazinio aktyvumo tikrinimas
Amilazés producenty paieSka vykdoma tokiu pat principu kaip ir celiuliazinio aktyvumo
tikrinimas ant leksSteliy, tik Siam tyrimui naudojama krakmolo agarizuota terpé. Skirtingais
mikroorganizmais uzsétos lékstelés inkubuojamos 3 ir 7 dienas, tada tikrinamas amilazinis aktyvumas

Iékstelés uzliejant Gramo jodu ir praplaunant distiliuotu vandeniu. Padaromos nuotraukos, gauti
rezultatai pateikti 21 paveiksle.

. l‘ . d. e‘ f‘ L’.

l. i‘ J.k. lo l". r.

21 pav. Mikroorganizmy amilazinio aktyvumo tikrinimas, po 3 d.: a) G1, b) G3, ¢) G7, d) G10, e)
G11, f) G12, g) G16, po 7 d.: h) G1, i) G3, j) G7, k) G10, I) G11, m) G12, n) G16

Is 21 paveikslo matoma, kad nei vienas i§ mikroorganizmy nepasizyméjo amilaziniu
aktyvumu po 3 ir 7 dieny. Gauti rezultatai nesutampa su kai kuriuose literattiros Saltiniuose pateikta

informacija, todél atliekamas amilazinis tyrimas naudojant DNS.

3.4.3. Endo-B-1,4-gliukanazinio aktyvumo tyrimas DNS reagentu
I kolba su distiliuotu vandeniu kaip anglies Saltinio pridedama 1 % CMC, véliau uzs¢jama

atitinkamu mikroorganizmu ir auginama nuo 1 iki 28 pary. Po inkubacijos celiuliazinis aktyvumas
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matuojamas DNS reagentu, kaip aprasyta ankstesniame skyriuje. Sugertis matuojama esant 540 nm

bangos ilgiui, taip kiekybiskai iSmatuojant redukuojancio cukraus kiekj. IS sudarytos gliukozés

kalibracinés kreivés apskaiCiuojama méginiuose iSsiskyrusi redukuojancio cukraus koncentracija.

Endo-B-1,4-gliukanazinis (CMC) aktyvumas skaic¢iuojamas pagal (2) formulg, 0 gauti rezultatai

pateikiami 4 lenteléje.

3.4.4. Bendrojo celiuliazinio aktyvumo matavimas DNS reagentu

Tyrimas vykdomas analogiskai CMC tyrimui, kaip aprasyta anks¢iau. Bendras celiuliazinis

(FPU) aktyvumas apskai¢iuojamas pagal (2) formulg, o duomenys pateikti ketvirtoje lenteléje.

4 lentelé. Mikroorganizmy celiuliazinis aktyvumas
Auginimo laikas, d.

Mikroorganizmas
Rhodotorula

mucilaginosa (G1)

Rhodotorula
mucilaginosa (G3)

Pantoe
agglomerans (G7)

Penicillium
citreonigrum (G10)

Penicillium rubens
(G11)

Trichoderma
simmonsii (G12)

Sarocladium
kiliense (G16)

N == = =
~w @R Ev~Nou~vodvmrrEvogwE vow

N e N e N e
o roO VNP rNo NP o

CMC, U/mi

3,21+0,19
3,78+0,37
6,22+0,31
27,53+0,62
30,00+0,62
33,08+0,62
51,60+0,62
92,48+0,87
55,92+0,62
86,78+0,62
97,58+0,82
93,42+0,29
92,33+0,62

4,23+0,06
4,48+0,16
3,21+0,44
11,53+0,33
13,68+0,73
17,44+0,49
22,72+0,75
77,99+0,71

FPU, U/ml

1,28+0,04
1,53+0,07
2,44+0,10
2,10+0,07
8,23+0,51
10,68+0,13
18,80+0,28
24,67+0,03
36,07+0,74
29,75+0,14
42,34+0,31
46,42+0,49
47,74+0,49
40,32+0,15

3,01+0,07
6,08+0,09
11,46+0,31
19,14+0,51
30,57+0,94
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IS ketvirtos lentelés galima pastebéti, kad labiausiai celiuliaziniu aktyvumu pasizyméjo trys
pelésiniai grybeliai: Penicillium citreonigrum (G10), Penicillium rubens (G11) ir Sarocladium
kiliense (G16), kuriy didziausias endo-B-1,4-gliukanazinis (CMC) aktyvumas nustatytas atitinkamai
92,48+0,87 U/ml, 97,58+0,82 U/ml ir 77,99+0,71 U/ml, o bendrasis celiuliazinis (FPU) —
36,07+0,74 U/ml, 47,74+0,49 U/ml ir 30,57£0,94 U/ml, atitinkamai. I§ gauty rezultaty matoma, kad
P. citreonigrum ir S. kiliense didziausias CMC aktyvumas pastebétas praéjus 28 dienoms po
inkubacijos, o P. rubens — po 10 dieny. Didziausias FPU aktyvumas minétuose mikroorganizmuose
pastebétas taip pat po 28 dieny, iSskyrus Penicillium rubens (G11) — pra¢jus 14 dieny. Tuo tarpu kiti

mikroorganizmai nepasizyméjo arba pasizymeéjo nedideliu celiuliaziniu aktyvumu.

3.4.5. Amilazinio aktyvumo tyrimas DNS reagentu
Sickiant pamatuoti amilazinj aktyvumg kaip substratas naudojamas 1 % krakmolas.
Amilazinis aktyvumas matuojamas DNS reagentu, kaip aprasyta ankstesniame skyriuje. I§ sudarytos
maltozés kalibracinés kreivés apskaiCiuojama méginiuose iSsiskyrusi redukuojanéio cukraus
koncentracija. Amilazinis aktyvumas apskaiciuojamas pagal (3) formulg, 0 rezultatai pateikiami

lenteléje.

5 lentelé. Mikroorganizmy amilazinis aktyvumas

Mikroorganizmas Amilazinis aktyvumas, U/ml
Rhodotorula mucilaginosa (G1) 20,74+0,34
Rhodotorula mucilaginosa (G3) 32,46+0,42

Pantoe agglomerans (G7) 1,47+0,14
Penicillium citreonigrum (G10) 2,91+0,20
Penicillium rubens (G11) 2,09+0,24
Trichoderma simmonsii (G12) 2,13+0,03
Sarocladium kiliense (G16) 12,11+0,08

Remiantis 5 lenteléje pateiktais duomenimis matoma, kad didziausiu amilaziniu aktyvumu
pasizyméjo Rhodotorula mucilaginosa (G1 ir G3) mielés bei Sarocladium kiliense (G16) pelésinis
grybelis.

Taigi, amilazinio (zr. 5 lentele) ir celiuliazinio (Zr. 4 lentel¢) tyrimo duomenys sutampa su
Robledo-Mahon ir kt. atliktais tyrimais, kuriuose Rhodotorula mucilaginosa (G1 ir G3) pasiZzyméjo
amilaziniu ir nepasizyméjo celiuliaziniu aktyvumu (Robledo-Mahon et al., 2020). Taip pat ir kity
autoriy straipsniuose teigiama, kad kai kurie R. mucilaginosa kamienai geba skaidyti krakmolg (Ana
et al., 2015; Buzzini & Martini, 2002).
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3.5.  Antimikrobiniy savybiy tyrimas
Diskeliy difuzijos metodu patikrintos tiriamy mikroorganizmy antimikrobinés savybés. Tam
naudotos Gram-neigiamos (E. coli, P. putida) bei Gram-teigiamos (B. subtilis) bakterijos. Lékstelés
inkubuojamos 24-48 valandas, po kuriy stebima ar susidaré inhibicijos zonos, rodancios
mikroorganizmy antimikrobines savybes prie§ atitinkamas bakterijas. Tyrimo rezulatai pateikti 22
paveiksle.

22 pav. Mikroorganizmy antimikrobiniy savybiy tyrimas pries: a) E. coli, b) P. putida, c) B. subtilis

Kaip minéta anks¢iau, Gram-neigiamas bakterijas slopina maziau mikroorganizmy negu
Gram-teigiamas bakterijas. Tokig tendencijg i§ esmés atspindi ir §io tyrimo rezultatai. Apibendrinant
22 paveiksle pateiktus rezultatus galima teigti, kad nei vienam i$ tikrinty mikroorganizmy, Gram-
neigiamos bakterijos (E. coli ir P. putida) jautrumo neparodé. Tuo tarpu Gram-teigiamy Bacillus
subtilis bakterijy augima slopino Rhodotorula mucilaginosa (G1 ir G3), Pantoe agglomerans (G7) ir
Penicillium citreonigrum (G10) mikroorganizmai. Didziausiag aktyvuma parodé butent P.
agglomerans (G7) bakterijos. ISmatuota antimikrobinémis savybémis pasizyméjusiy mikroorganimy

inhibicijos zona, o gauti rezultatai pateikti 6 lenteléje.

6 lentelé. Mikroorganizmy antimikrobiniy savybiy tyrimo prie§ B. subtilis rezultatai

Méginys Inhibicijos zona, mm
Rhodotorula mucilaginosa (G1) 20,00£1,15
Rhodotorula mucilaginosa (G3) 15,67+1,30

Pantoe agglomerans (G7) 33,00+0,58
Penicillium citreonigrum (G10) 14,33+1,76

Remiantis Sestoje lenteléje pateiktais duomenimis galima patvirtinti, kad labiausiai B. subtilis
bakterijas slopino P. agglomerans (G7). Kaip minéta ankstesniame skyriuje, P. agglomerans geba
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gaminti antibiotikus, kurie in vitro veikia anaerobines bakterijas. Nors mokslinéje literatiiroje
nepavyko rasti informacijos apie B. subtilis bakterijy jautrumag P.agglomerans, taciau i$ gauty
rezultaty matoma, kad Pantoea agglomerans slopino Gram-teigiamy B. subtilis bakterijy augima.

3.6. Jautrumo antifungicidiniam vaistui tyrimas
Kaip minéta ankstesniame skyriuje, kai kurie Rhodotorula mucilaginosa mieliagrybiy bei
Sarocladium killiense pelésiniy grybeliy kamienai yra jautriis antifungicidiniam vaistui amfotericinui
B. Siekiant patikrinti Rhodotorula mucilaginosa (G1 ir G3) ir Sarocladium killiense (G16) grybeliy
jautrumg minétam vaistui, atliktas diskeliy difuzijos metodas naudojant 10, 20 ir 32 pg/mi
amfotericino B koncentracijas. Naudotos Saboro, Kazeino agarizuotos terpés bei inkubuota 48
valandas 30 °C temperatiiroje.
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23 pav. Grybeliy jautrumas amfotericinui B ant Kazeino agaro: a) G1, b) G3, ¢) G16; ant SDA: d)
G1,e) G3,f) G16
23 paveiksle matoma, kad Rhodotorula mucilaginosa (G1 ir G3) bei Sarocladium kiliense
(G16) nepasizyméjo jautrumu antifungicidui. Tyrimo rezultatai sutampa su Khan ir kt. autoriy
rezultatais, kadangi S. kiliense pasirodé atsparus net ir 32 pg/ml amfotericinui B (Khan et al., 2011).
Tuo tarpu gauti rezultatai nesutampa su Seifi ir kt. rezultatais, kadangi autoriy tyrime naudotas
R. mucilaginosa kamienas pasizyméjo jautrumu amfotericinui B (Seifi et al., 2013). Galima to

priezastis — tyriame naudoti grybeliy kamienai néra jautriis naudotam antifungicidiniam vaistui.

3.7. Karotenoidy ekstrakcija i§ mieliuy
Siekiant iSskirti karotenoidus, kolbos su YM terpe ir méginiais augintos purtant 3 paras 25 °C
temperattiroje. Norint palyginti lastelés sienelés suardyma, atlickamas zinomas ir modifikuotas
tyrimas — prie$ ardant ultragarsu, méginiai 3 kartus pakartotinai uzsaldomi-atsildomi. Ultragarsas 30
sekundziy intervalais vykdomas 3 minutes. Gauto karotenoidy ekstrakto spektras matuojamas
400-600 nm bangos ilgio intervale ir yra pateiktas 24 paveiksle. Pagal iSmatuotus spektrus

apskaiciuotos karotenoidy ekstrakcijos iSeigos rezultatai pateikiami 7 lenteléje.
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24 pav. Karotenoidy ekstrakcijos spektrai— sugerties priklausomybé nuo bangos ilgio: a) G1, b) G3,
¢) G1 po Saldymo-sildymo ciklo, d) G3 po $aldymo-S§ildymo ciklo
Kaip minéta ankstesniame skyriuje, karotenoidy ekstrakcijos iSeiga apskaiCiuojama
naudojant B-karoteno heksane molinj ekstinkcijos koeficientg esant 453 nm bangos ilgio, iSreiSkiama
mg karotenoidy/l suspensijos, naudojant (4) lygtj. Naudojant tg pacig lygtj apskai¢iuojamos toruleno
(esant 485 nm) bei torularodino (esant 468 ir 502 nm bangos ilgiui) ekstrakcijos iSeigos heksane.

7 lentelé. Karotenoidy ekstrakcijos iSeigos

Mikroorganizmas Karotenoidai = Torulenas Torularodinas Torularodinas
g (mg/l) (mg/l) (mg/l) (468 nm) (mg/l) (502 nm)
Rhodotorula 1574003  1,80+0,06 2 07+0,03 2 03+0,07
mucilaginosa (G1)
Rhodotorula 1,73+015  1,93+0,09 2274018 2274015

mucilaginosa (G3)
Rhodotorula
mucilaginosa (G1) po 1,76x0,07 2,07+0,07 2,43+0,03 2,43+0,03
Saldymo-Sildymo ciklo
Rhodotorula
mucilaginosa (G3) po 1,97+0,33 2,20+0,21 2,57+0,42 2,57+0,37
Saldymo-Sildymo ciklo
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Apibendrinant (24 pav.) diagramoje pateiktus duomenis, galima pasakyti, kad didziausias
pikas visuose grafikuose matomas esant 485 nm, o tai atitinka toruleno sugerties bangos ilgj, taciau i$
7 lentelés matome, kad didziausia torularodino iSeiga (esant 468 nm ir 502 nm bangos ilgiui) gauta
butent tuose Rhodotorula mucilaginosa raudonyjy mieliy G1 ir G3 méginiuose, kurie prie$ ardant

ultragarsu buvo tris kartus paveikti saldymo-sildymo ciklais.

3.8. Mieliy karotenoidy antibakteriniy savybiy tyrimas
I$skirty karotenoidy antibakterinés savybés tikrinamos pries$ E. coli DH10p kamieng diskeliy
difuzijos metodu. Lékstelés inkubuojamos 24 valandas 37 °C temperatiiroje.

Pt S ,w"“!'
< @ e

a b c d

25 pav. Karotenoidy antibakteriniy savybiy tyrimas: a) G1, b) G3; po saldymo-§ildymo ciklo: ¢) G1,
d) G3

25 paveiksle pavaizduotos karotenoidy, i$skirty ardant mieliy Igsteles ultragarsu, tiek jprastu

metodu, tiek modifikuotu — pries veikiant ultragarsu méginiai buvo 3 kartus pakartotinai uzsaldomi-

atSildomi, antibakterinés savybés prie§ Gram-neigiamy bakterijy E. coli DH10p kamiena. I$ pateikto

paveikslo galima pastebéti, kad néra matomy halo zony, vadinasi iSskirti karotenoidai nepasizymi

antibakterinémis savybémis pries E. coli DH10p kamiena.
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ISVADOS

1. I$ 14 pavieniy mikroorganizmy identifikuoti 6 skirtingi: po vienag bakterijy, mieliy ir 4
pelésiniy grybeliy rusys.

2. Nustatytas mikroorganizmy celiuliazinis ir amilazinis aktyvumai.

e Labiausiai celiuliaziniu aktyvumu pasizyméjo pelésiniai grybeliai Penicillium
citreonigrum NRRL 761 (G10) ir Penicillium rubens CBS 129667 (G11), kuriy
didziausias CMC aktyvumas 92,48+0,87 U/ml ir 97,58+0,82 U/ml, o FPU —
36,07+0,74 U/ml ir 47,74+0,49 U/ml, atitinkamai.

e Didziausiu amilaziniu aktyvumu (32,46+0,42 U/ml) pasizymé&jo mieliagrybis
Rhodotorula mucilaginosa CBS 316 (G3).

3. I8 i8skirty mikroorganizmy stipriausiomis antimikrobinémis savybémis pasizyméjo Pantoea
agglomerans JCM1236 (G10) bakterijos, kurios sudaré 33,00+0,58 mm inhibicijos zong pries
B. subtilis.

4. I8skirti bendrieji karotenoidai, nustatytas torularodino ir toruleno kiekis miSinyje. DidZiausias
toruleno (2,20+£0,21 mg/l) ir torularodino (2,57+0,37 mg/l) kiekis nustatytas Rhodotorula
mucilaginosa CBS 316 (G3) po Saldymo-Sildymo ciklo. ISskirtas karotenoidy miSinys
nepasizyméjo antibakterinémis savybémis prie§ Gram-neigiamy bakterijy E. coli DH10p

kamieng.
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