Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas

Cheminés technologijos fakultetas

Pieno rugsties bakteriju fermentacija deoksinivalenolio ir
deoksinivalenolio konjugaty uZterStuose mieziy produktuose
sumazinimui

Baigiamasis magistro projektas

Karolina Reikertaité

Projekto autore

Prof. habil. dr. GraZina Juodeikiené

Vadové

Kaunas, 2022



Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas

Cheminés technologijos fakultetas

Pieno rugsties bakteriju fermentacija deoksinivalenolio ir
deoksinivalenolio konjugaty uZterStuose mieziy produktuose
sumazinimui
Baigiamasis magistro projektas

Maisto mokslas ir sauga (6211FX011)

Karolina Reikertaité

Projekto autore

Prof. habil. dr. Grazina Juodeikiené
Vadové

Doc. dr. Ausra Sipailiené

Recenzenté

Kaunas, 2022



Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas
Cheminés technologijos fakultetas

Karolina Reikertaité

Pieno rugsties bakteriju fermentacija deoksinivalenolio ir
deoksinivalenolio konjugaty uZterStuose mieziy produktuose
sumazinimui

Akademinio sgziningumo deklaracija

Patvirtinu, kad:

1. baigiamajj projekta parengiau savarankiskai ir sgZiningai, nepaZeisdama(s) kity asmeny autoriaus
ar kity teisiy, laikydamasi(s) Lietuvos Respublikos autoriy teisiy ir gretutiniy teisiy jstatymo nuostaty,
Kauno technologijos universiteto (toliau — Universitetas) intelektinés nuosavybés valdymo ir
perdavimo nuostaty bei Universiteto akademinés etikos kodekse nustatyty etikos reikalavimy;

2. baigiamajame projekte visi pateikti duomenys ir tyrimy rezultatai yra teisingi ir gauti teisétai, nei
viena §io projekto dalis néra plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar elektroniniy Saltiniy, visos
baigiamojo projekto tekste pateiktos citatos ir nuorodos yra nurodytos literatiiros sarase;

3. jstatymy nenumatyty piniginiy sumy uz baigiamajj projekta ar jo dalis nieckam nesu mokéjes (-
usi);

4. suprantu, kad i8aiSkéjus nesaziningumo ar kity asmeny teisiy pazeidimo faktui, man bus taikomos
akademinés nuobaudos pagal Universitete galiojanciag tvarka ir biisiu pasalinta(s) i§ Universiteto, o
baigiamasis projektas gali biiti pateiktas Akademinés etikos ir procediiry kontrolieriaus tarnybai
nagrinéjant galimg akademinés etikos pazeidima.

Karolina Reikertaité

Patvirtinta elektroniniu biidu



Reikertaité, Karolina. Pieno riigsties bakterijy fermentacija deoksinivalenolio ir deoksinivalenolio
konjugaty uzterStuose mieziy produktuose sumazinimui. Magistro baigiamasis projektas / vadove
prof. habil. dr. Grazina Juodeikien¢; Kauno technologijos universitetas, Cheminés technologijos
fakultetas.

Studijy kryptis ir sritis (studijy kryp¢iy grupe): Technologijy mokslai, Maisto technologijos.

ReikSminiai zodziai: Fusarium spp. mikotoksinai, deoksinivalenolis, deoksinivalenolio konjugatali,
pieno rugsties bakterijos, fermentacija, fermentiniai aktyvumai

Kaunas, 2022. 64 p.
Santrauka

Darbas skirtas gridy biologinio apdorojimo naudojant pienartigSte fermentacijg jtakos jvertinimui
Fusarium spp. mikotoksino deoksinivalenolio (DON) ir DON konjugaty tokiy kaip DON-3--D-
gliukozido (D3G), 3-acetildeoksinivalenolio (3-ADON) ir 15-acetildeoksinivalenolio (15-ADON)
koncentracijy uzterStuose mieziy griiduose pokyciams. Skirtingo uzterStumo mieziy grudy méginiai,
kuriuose DON koncentracijos 223 pg/kg, 248 png/kg, 460 pg/kg, 996 ng/kg ir 6563 pg/kg, fermentuoti
48 val. pagausintomis MRS terpéje pieno rigsties bakterijy (PRB) padermémis (L. casei, L.
plantarum, L. paracasei, L. uvarum ir L. brevis) ir jvertintos mieziy griduose prie§ fermentacijg ir
po fermentacijos DON bei DON konjugaty koncentracijos UHPLC-Orbitrap-HRMS jranga.
Nustatyta, kad mieziy biologinis apdorojimas reik§mingai sumazino DON koncentracijg vidutiniskai
nuo 1698 pg/kg iki 1180 pg/kg, D3G koncentracijg nuo 519,2 pg/kg iki 113,96 pg/kg, 3-ADON nuo
82,4 pg/kg iki 37,36 pg/kg ir 15-ADON nuo 339,4 pg/kg iki 1852 pg/kg. Siam poveikiui jtakos
tur¢jo naudota PRB padermé ir jy dauginimosi bei iSskiriamy metabolity savitumai skirtingo
Fusarium spp. uzterStumo terpéje. Didziausias mieziy, uzterSty DON mikotoksinais, nukenksminimo
efektas pasiektas naudojant fermentacijai L. casei paderme, bioapdorojimo metu DON kiekis mieZiy
méginiuose sumazéjo vidutiniskai 47 %, D3G — 82,4 %, 15-ADON - 46,1 %, o 3-ADON — 55 %. L.
casei taip pat gerai dauginosi fermentacijos metu skirtingos tar§os mieZiuose ir gamino organines
rugstis. Nustatytas rySys tarp mikotoksiny uzterStuose mieziy griiduose (prie§ fermentacijg) ir
fermentiniy profiliy, rodo, kad Fusarium spp. mikroskopiniai grybai, produkuojantys DON ir tirtus
DON konjugatus, pasizymi placiu fermentiniy aktyvumy spektru. PRB fermentacijos metu buvo
fiksuotas amilaziy ir ksilanaziy aktyvumo maZéjimas, tuo tarpu proteaziy aktyvumo didéjimas
nustatytas tiek mazo uzterStumo mieziy meéginiuose, tiek ir didelio uzterStumo. Tokiu biidu, galima
prielaida, kad proteolitiniu aktyvumu gridin¢je Zaliavoje pasizymintys grybai gali suaktyvéti
fermentacijos sglygose ir dalyvauti kombinacijoje su PRB (L. casei) mikotoksiny detoksikacijos
procese.

Kaip vienas 1§ perspektyviy budy, kontroliuoti gridinés zaliavos mikrobiologing tar$a, buvo
pritaikytas alaus pramonéje susidaranciy atlieky — salyklojy ekstrudavimas kombinacijoje su PRB
fermentacija. Atlikti tyrimai parodé, kad ekstruzijos technologija gali padidinti salyklojy maisting
saugg ir sulaukti pritaikymo PRB fermentuoty produkty gamybai.

Gauti rezultatai leidzia manyti, kad tarSos sumazéjimas gali buti susijes ne tik su bakterijy
konjugacija, bet ir su fermentiniu mikotoksiny skaidymu PRB fermentacijos metu. Sio tyrimo
iSvadoje fiksuotas efektyvus fermentacijos poveikis DON ir jo konjugaty sumaz¢jimui atveria naujy
biopesticidy vystymo perspektyvuma ir realias griidy gamybos tvarumo didinimo galimybes.
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Summary

This study is dedicated to evaluate the influence of biological treatment of cereals using lactic acid
fermentation on Fusarium spp. changes in the concentrations of mycotoxin deoxynivalenol (DON)
and DON conjugates such as DON-3-£-D-glucoside (D3G), 3-acetyldeoxynivalenol (3-ADON) and
15-acetyldeoxynivalenol (15-ADON) in contaminated barley grains. Samples of barley grains of
different contamination with DON concentrations of 223 ug/kg, 248 nug/kg, 460 ug/kg, 996 pg/kg
and 6563 ng/kg were fermented for 48 hours with strains of lactic acid bacteria (LAB) (L. casel, L.
plantarum, L. paracasei, L. uvarum and L. brevis) in MRS medium and evaluated DON and DON
conjugate concentrations in barley grains before and after fermentation using UHPLC-Orbitrap-
HRMS equipment. Biological treatment of barley significantly reduced DON concentrations from an
average 1698 pg/kg to 1180 pg/kg, D3G concentrations from 519,2 pg/kg to 113,96 pg/kg, 3-ADON
from 82,4 ng/kg to 37,36 pg/kg and 15-ADON from 339,4 ng/kg to 185,2 pg/kg. This effect was
influenced by the LAB strain used and the specificities of their reproduction and secreted metabolites
in different medium of Fusarium spp. contamination. The highest decontamination effect of barley
contaminated with DON mycotoxins was achieved using L. casei strain for fermentation, DON
content in barley samples decreased, on average, by 47%, D3G — 82,4 %, 15-ADON - 46,1 %, and
3-ADON - 55 %. L. casei also reproduced well during fermentation with different contaminants in
barley and produced organic acids. The relations between mycotoxin-contaminated barley grains
(before fermentation) and enzyme profiles, indicates that Fusarium spp. microscopic fungi producing
DON and the DON conjugates have a wide range of enzymatic activities. Decreases in amylase and
xylanase activity were observed during LAB fermentation, whereas increases in protease activity
were observed in both low-contamination barley and high-contamination barley samples. It can be
assumed, that fungi with proteolytic activity in cereal raw material can be activated during
fermentation and participate in the detoxification process in combination with LAB (L. casei)
mycotoxins.

One of the promising ways to control the microbiological contamination of grain raw materials was
the extrusion of waste from the brewing industry — brewer’s spent grain in combination with LAB
fermentation. Studies have shown that extrusion technology can increase the nutritional safety of
brewer’s spent grain and be adapted for the production of LAB fermented products.

The obtained results suggest that the reduction in contamination may be related not only to bacterial
conjugation but also to the enzymatic degradation of mycotoxins during LAB fermentation. In
conclusion of this study, the observed effect of fermentation on the reduction of DON and DON



conjugates opens the prospects for the development of new biopesticides and opportunities to increase
the sustainability of grain production.
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IVADAS

Mieziai yra ketvirti daugiausiai auginami pasaulyje gradiniai javai, kurie populiarts vidutinio klimato
zonose, jskaitant Siaurés Vakary Europa ir Kanada. Pasaulyje per metus pagaminama apie 140
milijony tony mieziy, Kurie daugiausiai naudojami pasary (70 %) ir alaus gamybai (27 %) [1]. Pagal
gamybos apimtis Sie grudiniai javai iSlieka viena i$ svarbiausiy zaliavy, todél aktualu uztikrinti jos
mikrobiologing saugg. Dél nekontroliuojamy klimato salygy (temperatiiros ar santykinio oro drégnio)
mieziy gruduose gali atsirasti mikroskopiniy gryby, iSskirian¢iy antrinius metabolitus —
mikotoksinus.

Zinoma, kad mieziai dél skirtingos anatominiy daliy sudéties, lyginant su kvieéiais, yra laikomi
maziau jautriis mikotoksinams, ta¢iau grybinés Fusarium spp. infekcijos pozymius mieziy griiduose
yra daug sunkiau identifikuoti nei kvie¢iuose [1]. Daug tyrimy atlickama vertinant mikotoksinus
kvie€iy griiduose ar sprendziant jy detoksikacijos galimybes, taciau analogiSki tyrimai, susij¢ su
mikotoksiny tar§os prevencija, turéty buti vykdomi ir mieziy perdirbimo metu [1].

Fusarium spp. produkuojami mikotoksinai pasizymi toksiSkumu, kuris pavojingas tick Zmogui, tick
gyvuliui. Vienas i$ jy — deoksinivalenolis (DON), kuris gali turéti tokiy Salutiniy poveikiy gyvuliams,
kaip vémimas, sumazg&jgs svorio prieaugis, viduriavimas, kraujavimas, odos pazeidimai [2].
Deoksinivalenolis yra zinomas dél galimy jvairiy neigiamy simptomy, kurie pasireiskia ne tik
gyviinams (ziurkéms ar kiauléms), bet ir zmonéms silpninant imuning sistemg. Alaus pramongéje
mieziy tarSa sukelia gérimy putojimg ir galima net buteliy sprogima. Deoksinivalenolis — vienas i$
labiausiai paplitusiy miisy klimatinése salygose griidy produktuose trichoteceny grupés atstovy. Sis
mikotoksinas nesuardomas maisto produkty gamybos metu, nes yra chemiskai atsparus ir termiskai
stabilus. Organizmuose metabolizmo metu galimi DON virsmai pereinant j konjuguotas (maskuotas)
formas. Tokiomis cheminémis modifikacijomis, susidarant maZesnio toksiSkumo junginiams,
siekiama sumazinti pradinj mikotoksiny toksiskuma. Sie DON konjugatai yra taip pat toksiski ir
sukelia neigiamy padariniy, taciau jie mazai tirti ir EFSA iki Siol negali jy reglamentuoti. Todél
svarbu ieSkoti budy, kurie leisty sumazinti ne tik DON, bet ir DON konjugaty kiekius, taip
detoksikuojant gruding zaliava. Tokia problema aktuali visame pasaulyje, iskaitant ir Lietuva.

Yra jvairiy biidy kaip biity galima i§vengti mikotoksiny tarSos, tac¢iau vis didesnis démesys skiriamas
aplinkai draugiskai biokontrolei, tokiai kaip fermentacija pieno ruigsties bakterijomis (PRB). PRB
pasizymi antimikrobinémis savybémis jskaitant slopinanciu poveikiu grybams ir yra pripaZintos kaip
GRAS [3]. Jos taip pat gali buti naudojamos antriniy produkty perdirbimui gerinant funkcines
savybes ir kokybés parametrus.

Alaus pramongje placiai naudojamas miezinis salyklas, 1§ kurio alaus gamybos metu susidaro apie 70
% antriniy produkty (salyklojy) su likusiomis mieziy vertingomis medziagomis [4]. Pramongje tokiy
didelés drégmes atlieky susidaro dideli kiekiai, todél dél sandéliavimo stygiaus galimos
aplinkosaugos problemos. Tod¢l tokia vertinga zaliava daZniausiai yra nukreipiama gyvuliy paSarui,
taip pat naudojama biodujy gamybai arba patenka j aplinkg [5], [6]. Taikant ekstruzija salyklojo
apdorojimui, manoma, kad galima biity stabilizuoti salyklojy kokybe, o tolesnis jy bioapdorojimas
pieno rugsSties bakterijomis leisty valorizuoti Siuos antrinius produktus atveriant pritaikymo
galimybes maisto pramonéje [7].

Darbo tikslas: istirti PRB fermentacijos panaudojimo galimybes ir biocheminiy procesy savitumus
Fusarium spp. uzkrésty mieziy méginiy ir salyklojy apdorojimui.
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Sio darbo uzZdaviniai:

1. charakterizuoti jvairaus Fusarium spp. uzkréstumo mieziy grudy poky¢ius PRB fermentacijos
metu naudojant antimikrobinémis savybémis pasizymincias PRB padermes;

2. jvertinti jvairaus Fusarium spp. uzkréstumo mieziy grudy fermentiniy aktyvumy (ksilanolitinio,
amilolitinio ir proteolitinio) pokyc¢ius PRB fermentacijos metu ir jy rySj su tarSos bei
fermentacijos proceso kriterijais;

3. istirti salyklojy panaudojimo galimybes antimikrobinémis savybémis pasizyminciy raugy
gamyboje, nustatant:
- ekstruzijos proceso jtaka salyklojy (misinyje su kvie¢iy s¢lenomis) jtaka cheminei sudéciai ir
funkcinéms savybéms;
- PRB dauginimosi, pH ir BTR poky¢iy savitumus skirtingai apdoroty salyklojy terp¢je.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Fusarium spp. toksiny charakteristika

Toksiny atsiradimas grudingje zaliavoje yra glaudziai susijes su mikroskopiniy gryby augimu
palankioms aplinkos salygoms, ypa¢ esant karStam ir drégnam klimatui. Be to, uzterStumas
mikotoksinais gali atsirasti jvairiuose maisto gamybos grandinés etapuose, pvz., lauke, nuimant
derliy, transportuojant, sandéliuojant, perdirbant ir paskirstant [8]. Siuo metu, keiGiantis klimato
salygoms, maisto ir paSary uzterStumas mikotoksinais visame pasaulyje yra didel¢ problema.
Remiantis naujausiais duomenimis apie maistinius griidus, mikotoksiny paplitimas gali siekti 60—-80
%, priklausomai nuo mikotoksino, naudojamo analizés metodo ir aptikimo ribos [8].

Fusarium spp. yra viena i§ dazniausiai pasitaikandiy augaly patogeniniy gryby genéiy. Sie grybai
sukelia infekcijas jvairiuose ekonomiskai svarbiuose augaluose ir mazina ne tik javy derliy ir kokybe,
bet ir kelia dideliy problemy galutiniams vartotojams. Tam tikros Fusarium rasys [9] gali gaminti
skirtingus toksiskus antrinius metabolitus — mikotoksinus, kurie gali kauptis uzkréstuose augaluose
ir sandéliuojamoje zaliavoje.

1.1.1. Trichoteceny charakteristika

Vieni i§ labiausiai zinomy mikotoksiny yra trichotecenai (DON, HT-2, T-2 toksinas), fumonizinai
(B1, B2, B3), zearalenonas (ZEN) ir nivalenolis (NIV) [10], [9]. IvairTs trichotecenai, tokie kaip
deoksinivelenolis (DON), gali biiti aptinkami gruduose, tokiuose kaip kukuriizai, ryziai ir mieziai.
Deoksinivalenolj dazniausiai i$skiria F. graminearum ir F. culmorum grybai [9]. Tai placiai
vyraujantis ir vienas svarbiausiy ekonominius nuostolius salygojanciy trichoteceny, taiau jo
toksiSkumas mazesnis nei nivalenolio ar T-2 toksino. DON toksiSkumas pasireiskia gebé&jimu
prisijungti prie ribosomy subvieneto sukeliant ribotoksinio streso atsaka slopinti baltymy sinteze [9].
Kadangi leukocitai yra pagrindiniai taikiniai, priklausomai nuo toksino koncentracijos ir poveikio
trukmés [10], DON gali turéti neigiamg poveikj imuninei sistemai.

Europos Sajungoje yra nustatytos didziausios DON koncentracijos: kiidikiy ir mazy vaiky mitybai
skirtame gradiniam maiste — 200 pg/kg, miltuose — 750 pg/kg ir duonoje — 500 pg/kg. DON yra labai
stabilus aukStoje temperatiiroje, tirpsta vandenyje ir poliniuose tirpikliuose, tokiuose kaip metanolis,
acetonitrilas ir etilo acetatas. DON poveikis gyviinams dazniausiai pasireiSkia virSkinimo trakto
sutrikimais, tokiais kaip vémimas, hemoraginis viduriavimas, maisto atsisakymas. Ilgalaikis DON
poveikis gali pasireik§ti anoreksija, hepatotoksiskumu, dermatologinémis problemomis. Umus
poveikis zmonéms yra panasus kaip ir gyvuliams [9].

1.1.2. Modifikuoti DON toksinai

Yra zinoma, kad DON mikotoksinai gali turéti modifikuotas (maskuotas) formas dar vadinamas DON
konjugatais [10]. Atsizvelgiant j vis didéjanCig jy svarbg, pasitlyta suskirstyti modifikuotus
mikotoksinus j kategorijas (su keturiais skirtingais lygiais): laisvas formas, su matrica susijusias ir
modifikuotas formas. Su matrica susij¢ mikotoksinai gali buti randami kompleksy pavidale (istirpg
arba jstrige) arba prisijunge kovalentiniais rysiais, o modifikacija gali biiti skatinama biologiskai arba
chemiskai. Treciasis biologinés modifikacijos lygis apima funkcionalizavimg ir konjugacija, o
pastaroji modifikacija vyksta augaluose, gyviinuose ir grybuose (ketvirtasis lygis). Treciasis
chemiskai modifikuoty mikotoksiny lygis apima termiskai ir netermiskai modifikuotas formas [10].
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Tokiy formy atsiradimas kelia susirtipinimg dé¢l jy galimo atsiradimo zaliavose ar maisto produktuose,
kadangi taip apsunkinamas analitinis kiekybinis jy jvertinimas, o susidariusios struktiiros taip pat gali
pasizymeéti toksiniu poveikiu [10]. Tokie modifikuoti (maskuoti) toksinai gali suaktyvéti esant tam
tikroms salygoms, pvz., virSkinimo trakte. Maisto produktai, kuriuose buvo rastas DON-3-Glc, kelia
susirtipinima dél DON atsparumo riigstinei skrandzio terpei ir fermenty veikimo. [rodyta in vitro, kad
DON-3-Glc virsta j DON veikiant bakterijoms, priklausan¢ioms Lactobacillus, Enterococcus,
Enterobacter ir Bifidobacterium gentims (baidingoms normaliai Zarnyno mikroflorai). Taigi, toksinis
DON poveikis, susijes su maisto produkty vartojimu, gali biiti didesnis nei remiantis §io mikotoksino
nustatyta koncentracija maisto produktuose. Jei maskuota DON forma Zmogaus organizme toliau
metabolizuojama, susidaro mikotoksiny dariniai susijungiant su cukrumi, aminoriig§timis, sulfato
grupémis ar kitais biologiniais komponentais [10]. Sie modifikuoti mikotoksinai yra asociacinés
sgveikos produktai, susidarantys tarp ,,natiralaus* mikotoksino ir matricos makro sudedamyjy daliy,
ir juose néra kovalentiniy rysiy.

Yra keli mechanizmai, galintys paaiSkinti maskuoty mikotoksiny atsiradimg [10]. Jie gali bati
pirmtakai, metabolitai arba skilimo produktai, esantys ,,pirminéje* (arba laisvoje) mikotoksino
formoje. Mikotoksinas gali susidaryti abiotiniy veiksniy poveikyje, o taip pat vykstant pirminio
toksino cheminéms reakcijoms su matrica. Maskuoti mikotoksinai gali biiti toliau klasifikuojami
pagal maskuotos formos sgsajas su pirmine mikotoksino forma.

Kaip metabolitai, maskuoti mikotoksinai gali atsirasti gryby, augaly ar zinduoliy metabolizmo
procesy metu [10]. Dazniausi pateikiami pavyzdziai yra 3-acetildeoksinivalenolis (3-ADON) ir 15-
acetildeoksinivalenolis (15-ADON), kurie buvo aptikti Fusarium spp. uzkréstuose grudiniuose
javuose. Zinoma, kad augalai turi tam tikrus apsauginius mechanizmus, kurie leidZia jiems sumazinti
mikotoksiny poveikj. Jie paver¢iami j poliSkesnius metabolitus, kurie patenka j vakuoles tolesniam
saugojimui arba susijungia su Igstelés sienelés komponentais. Kitas mechanizmas aiSkina apie
galimus mikotoksiny cheminius poky€ius gaminant maistg. Nors yra Zinoma apie mikotoksiny
terminj atsparumg, tam tikri procesai, tokie kaip kaitinimas ir fermentacija, turi didelj potencialg
modifikuojant mikotoksinus [10]. Mikroskopiniy gryby augimg ir antriniy metabolity susidaryma
apsprendzia daugybé veiksniy, tokiy kaip paséliy jautrumas tarSai, zemes tkio praktika, klimato
salygos, derliaus nuémimas, laikymo ir proceso salygos. Fusarium spp. toksinai gali susidaryti mieziy
salyklo gamybos proceso metu ir patekti j pagamintg aly. Trichoteceny, tokiy kaip D3G, buvo rasta
salykle ir aluje, paruostame i§ mieziy salyklo, kuris buvo natiraliai uzkréstas Fusarium spp. Sie
pelésiai blogina salyklo kokybe sukeliant alaus putojima, taip pat dél susprogusiy alaus buteliy alaus
pramoné patiria didelius ekonominius nuostolius [10].

1.2. Fusarium spp. tarSos jtaka mieZiy griidams lyginant su kvieciais

Mieziai ir kvieciai yra smulkiagriidziai javai, kurie placiai naudojami tiek gyvuliy ir Zzmoniy mityboje.
Dél Fusarium spp. sukeliamos infekcijos pablogéja iy javy grudy kokybé ir sauga. Vieni pagrindiniy
skirtumy tarp mieziy ir kvieciy, kurie susij¢ su Fusarium infekcija ir mikotoksiny kaupimu yra jy
anatominés sudéties skirtumai, apsprendziantys augaly jautrumg Fusarium spp. infekcijai ir ligos
sunkumui. Mieziai yra atsparesni grybelinés infekcijos plitimui, o kvieCiuose infekcija plinta daug
greiciau. Todél pirminés infekcijos prevencija yra labiau svarbi kvie¢iams nei mieziams [1].

Norint aptikti infekcijos pozymius vizualiai, taip pat pazymimi skirtumai tarp mieziy ir kvieciy gridy.
Mieziuose Fusarium spp. infekcijg labai sunku aptikti sprendziant pagal iSorinius griady poZymius

15



arba juos galima supainioti su kitomis ligomis, dél to gali buti klaidingai jvertinamas Fusarium spp.
poveikis mieziams. Tuo tarpu kvieCiuose Fusarium spp. infekcija gali bati akivaizdi ir matoma
apzilrint pavienius gridus. Vertinant iSorin¢ javy biikle, vizualiné patikra gali buti naudinga kvieciy
augintojams, taciau mieziams to pritaikyti negalima. Be to, taikomi separavimo metodai derliaus
nuémimo metu mieziams gali biiti ne tokie veiksmingi lyginant su kvieciais [1].

Dauguma technologiniy priemoniy, skirty pradinés Fusarium spp. infekcijos sumazinimui pries
derliaus nuémima, yra vienodos tiek mieziams, tiek ir kviec¢iams. Taciau dél anatominés mieziy ir
kvieCiy grudy sandaros skirtumo taikomos kai kurios specifinés priemonés (pvz., fungicidy
naudojimas) Fusarium spp. infekcijos prevencijai. Naudojant fungicidus, mieziuose ir kvieciuose
stebimas skirtingas jy veikimo efektyvumas. Kvie¢iuose stebimas papildomas daugkartinio fungicido
panaudojimo efektyvumas Fusarium spp. infekcijos ir DON koncentracijos mazinimui, 0 mieziy
atveju papildomo daugkartinio naudojimo efektyvumo tarSai nematyti. Todél, duomenys apie
veiksmingg fungicidy naudojimg kvie¢iams negali biiti sutapatinti ir skirti mieziams [1].

Kadangi mieziai ir kvieciai daZzniausiai naudojami skirtingy maisto produkty gamybai, todél i
laikotarpj, kurio metu javai yra jautriausi mikotoksiny infekcijai taip pat turi biiti atsizvelgiama.
Siekiant pagerinti produkto kokybg, biitina miezius perdirbti po derliaus nuémimo sumazinant juose
mikroskopiniy gryby buvima ir jy dauginimasi, o kvie€iy uzterStuma mikotoksinais iki minimumo
butina sumazinti prie§ derliaus nuémima [1].

1.3. Biologiniai metodai mikotoksiny maZinimui

Mikotoksiny prevencija yra vienas i§ sudétingiausiy maisto pramonés uzdaviniy, nes mikotoksinais
uzterSti maisto produktai negali biiti vartojami. Kadangi mikotoksinai yra termiskai atspartis, maisto
Siluminis apdorojimas ir kiti naudojami Siluminiai procesai néra veiksmingi mikotoksiny pasalinimui
[11]. Todél nuolat ieSkoma natiiraliy ir aplinkai draugisky technologiniy sprendimy kaip bty galima
detoksikuoti mikotoksinus. Vienas is jy — biologiné kontrolé naudojant mikroorganizmus, tokius kaip
grybai ar bakterijos [9].

Tyrimais jrodyta, kad pieno riigSties bakterijos (PRB) ir kitos bakterijy riiSys, tokios kaip
Micrococcus luteus ir Bacillus subtilis, gali prisijungti prie fumoniziny B1 ir B, greiCiausiai per
pagrindinj bakterijy lastelés sienelés komponentg — peptidoglikang [12]. Saccharomyces cerevisiae
efektyviausiai jungiasi su aflatoksinais sumazinant jy kiekj zemés rieSutuose, uzkréstuose Aspergillus
parasiticus sporomis. Jrodytas fermentacijos efektyvumas mikotoksinus mazinimui ir Salinimui.

Ne vienas tyrimas parod¢ PRB panaudojimo galimybes mikotoksiny biologiniam skaidymui, taciau
taip pat svarbu iSsiaiSkinti kokj mechanizmg bakterijos naudoja detoksikacijai. Mikotoksiny
nukenksminimas gali biiti suprantamas kaip jy skaidymas arba pavertimas | maziau toksiSkas
molekules, kai juos veikia atitinkami fermentai ir mikroorganizmai. Literataroje paskelbta [13], kad
mikroorganizmai gamina fermentus, kurie keicia ne tik mikotoksiny, bet ir baltymy struktiira, taip
sumazinant toksiSkos medziagos aktyvuma. Teigiama [14], kad mikotoksino skaidymas priklauso
nuo PRB padermés ir pacio mikotoksino kiekio uzterStoje terpeje.

1.3.1. Pieno rugsties bakterijos
Pieno riigities bakterijos tarp natiraliy biologiniy antagonisty turi keleta galimy pritaikymy [15]. Sie

mikroorganizmai pladiai naudojami fermentuoty maisto produkty gamyboje, taip pat yra zarnyno
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mikrofloros dalis. Tyrimai rodo, kad PRB turi teigiama poveikj zmogaus sveikatai. Sios bakterijos
ilga laika naudojamos fermentuoty maisto produkty gamybai. Jos gamina kai kuriuos antagonistinius
junginius, veikian€ius prie§ patogenines bakterijas ir ypa¢ prie§ nepageidaujama maisto gedima
sukelian¢ig mikroflora. PRB naudojimas pelésiy augimui kontroliuoti gali biiti alternatyva fiziniams
ir cheminiams metodams, nes jrodyta, kad $ios bakterijos pasizymi stipriu antigrybiniu aktyvumu.
Norint kontroliuoti pelésiy augima, ir prailginti fermentuoty produkty realizacijos trukme, bitina
atrinkti PRB padermes, pasizymincias didziausiu antimikrobiniu efektyvumu [15]. Pieno rtgsties
bakterijos yra pageidaujamos praktikoje, nes jos yra saugios (GRAS), be to, yra daug padermiy,
kurias lengva kultivuoti ir priziaréti. Maisto detoksikacija atlickama naudojant gyvybingas
mikroorganizmy lasteles ir (arba) naudojant atrinkty PRB padermiy gaminamus fermentus. PRB
gamina keleta biologiskai aktyviy metabolity, kurie gali slopinti gryby augima ir uzkirsti mikotoksiny
susidarymg. PRB fermentacijos metu susidaro platus biologiSkai aktyviy junginiy spektras jskaitant
organines rugstis, anglies dioksida, vandenilio peroksidg, 3-fenilpieno riigstj ir mazos molekulinés
masés peptidus — bakteriocinus [16]. PRB isskiria daugybe proteolitiniy fermenty, galinéiy
hidrolizuoti baltymus, jskaitant su Igstelés sienele susieta proteinaze, kuri hidrolizuoja baltymg i
polipeptidus; peptidy transporterius, kurie perneSa peptidus i lastele, ir gausias tarplastelines
peptidazes, kurios skaido perkeltus peptidus iki amino ragsciy [16].

1.3.2. Pieno rigsties bakteriju detoksikacijos mechanizmas

Pagal J. Magnusson [17], antimikrobinj PRB skaidymo mechanizmg galima paaiskinti tuo, kad jos
kaupia organines rigstis ir gamina antagonistinius patogenams antigrybinius junginius. Viena i§
labiausiai i$tirty PRB padermiy — L. plantarum gali sintetinti peptidus arba antimikrobinius baltymus,
zinomus kaip bakteriocinai. Literatliroje pasitaiko prieStaringy tyrimy rezultaty, pagal kuriuos Sie
komponentai yra neaktyviis prie§ gramneigiamas bakterijas ir eukariotinius mikroorganizmus, tokius
kaip mielés ar pelésiai. Taciau yra straipsniy, kuriuose apraSomas antigrybinis PRB poveikis prie§
kai kuriuos mikotoksinus produkuojancius pelésius [18]. L. plantarum fermentacijos metu taip pat
susidaro fenoliniai junginiai, kurie galimai maZina mikrobing tarSg. Tarp méginiy, turin¢iy didZiausig
antigrybinj poveikj, L. plantarum gamino DL-3-fenilpieno ruigstj, salicilo rigstj ir vaniling, o tuos
pacius junginius gamino ir kita tirta L. plantarum padermé. Yra Zinoma, kad Sie L. plantarum
sintetinami junginiai gali sukelti sutrikimus lastelése ir i$8aukti jy stresa, dél to gali jvykti plazminés
membranos lizé [19]. Kituose $altiniuose teigiama, kad tokie fermentai kaip epoksidazés, gali ardyti
trichoteceny toksinj Zieda. Tad ir DON detoksikacija taip pat gali biiti susijusi su oksidaciniy fermenty
veikimu katalizuojant epoksidinio Ziedo suardyma [20].

Mokslininkai [15] isskyré ir identifikavo Sesias PRB kolonijas, kurios pasizyméjo antigrybiniu
aktyvumu prie$ kai kuriuos pelésinius grybus, jskaitant Fusarium spp. Bakterijy fermentacijos metu
susidar¢ keli junginiai, turintys stipry antigrybinj poveikj. Dauguma nustatyty antigrybiniu aktyvumu
pasizyminciy medziagy buvo mazos molekulinés masés junginiai tokie kaip organinés rugstys,
reuterinas, vandenilio peroksidas, baltyminés kilmés medZiagos, hidroksilo riebaly riig§tys ir fenolio
junginiai [15]. Maisto produktuose PRB fermentacijos metu susidarancios organinés rtgstys (pieno
ir acto) yra galutiniai angliavandeniy metabolizmo produktai. Sios rigstys pripazintos saugiomis ir
placiai naudojamos maisto produkty konservavimui [21].

ISkelta hipotezé, kad organings riigStys veikia plazming membrang, neutralizuoja jos elektrochemin;j
potencialg ir padidindamos jos pralaiduma, sukelia bakteriostaze ir galiausiai jautriy organizmy zutj.
Ta pati hipotezé taip pat galéty paaiskinti kai kuriy pelésiy jautrumg organinéms riigstims [18]. Si
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savybé buvo jrodyta tiriant acto ir propiono riig§¢iy poveikj pasalinei mikroflorai [15]. Esant didelei
disociacijos konstantai, acto rugstis buvo apibiidinta kaip veiksmingesnis konservantas nei pieno
rugstis ir buvo pripazintas kaip vienas i$ geriausiy pelésiy augimo inhibitoriy [18]. Be to, buvo iskelta
hipotezé¢ apie fenilpieno rugsties sinerginj efekta su neidentifikuotomis antigrybiniu aktyvumu
pasizymin¢iomis medziagomis, susidaran¢iomis L. plantarum fermentacijos metu [22].

Taip pat yra zinoma, kad kai kurios PRB sudaro fenolinius junginius ar hidroksi riebaly riigstis, kurios
taip pat pasizymi antigrybiniu aktyvumu prie§ daugeli maiste pasitaikan¢iy patogeniniy gryby [15].
Vandenilio peroksidg dauguma PRB gamina esant aerobinéms salygoms [23]. PRB nesintetina
katalazes, todél negali suardyti vandenilio peroksido, kuris kaupiasi ir oksiduoja mikroorganizmy
lipidy membrang ir lIgsteliy baltymus [24]. Siekdami rasti alternatyvg fungicidams po derliaus
nuémimo, P. expansum sukelto mélynojo pelésio prevencijai ir kontrolei, buvo [25] jvertintas
vandenilio peroksido antimikrobinis aktyvumas in vitro ir parinkta minimali slopinanti koncentracija
(MIK), naudojant skirtingus metodus, pvz., agaro difuzijos, lakumo matavimg ir agaro bei sultinio
praskiedimo metoda. P. expansum augimas (taikant agaro difuzijos metoda) buvo visiskai slopinamas
5 % vandenilio peroksido tirpalu; MIK verté < 0,025 %. Pasiiilyta, kad nedidelis vandenilio peroksido
kiekis obuoliy Zieveléje galéty biiti alternatyva fungicidams, naudotiniems P. expansum slopinimui.
Vandenilio peroksidas gali slopinti ir F. graminearum spory daiguma [26]. Be to, spory, kurios buvo
inkubuotos su 0,5 mM vandenilio peroksidu, inokuliacija Zymiai sumazino mikotoksiny susidaryma
(trichoteceny atveju).

Reuterinas yra dar viena medziaga, kurig sudaro PRB padermés, jskaitant L. brevis fermentacijos
metu naudojant glicerolj ir esant anaerobinémis salygomis [27]. Irodyta, kad tam tikruose
organizmuose $§is junginys gali slopinti ribonukleazés aktyvuma — pagrindinj fermenta, dalyvaujantj
DNR biosintezéje [15]. Be to, reuterinas gali slopinti Aspergillus spp. ir Fusarium spp. augima [28].
Manoma, kad glicerolio priedai prie kai kuriy PRB kultiiry, produkuojanciy reutering, padidina jy
antigrybinj aktyvuma [27].

Tiriant aflatoksiny pokyc¢ius fermentacijos metu, nustatyta, kad aflatoksiny mazéjimas buvo susijg¢s
ne su pH maz¢jimu, o su mazos molekulinés masés metabolito susidarymu, kur; gamina PRB
eksponentinio augimo pradzioje. Manoma, kad Sis slopinimo mechanizmas yra skirtingas nei
vandenilio peroksido ar organiniy riig§¢iy. Taip pat buvo tiriama sgveika tarp pieno riigSties padermiy
ir Fusarium spp. toksiny, tokiy kaip zearalenonas (ZEN) ir jo darinys a-zearalenolis. Didelé dalis (38
— 48 %) abiejy toksiny buvo rasta bakterijy nuosédose ir nebuvo aptikta zearalenono ar a-zearalenolio
skilimo produkty [29], todél buvo padaryta i§vada, kad bakterijy saveika, 0 ne metabolizmas yra
pagrindinis mechanizmas, kuriuo toksinai pasalinami i§ fermentacijos terpés. Panasiis rezultatai gauti
su kitais mikotoksinais, jskaitant ochratoksing A ir fumonizing B1 ir B2[15].

Taip pat yra atlikty tyrimy, pagal kuriuos PRB Iasteliy lizés metu iSskiriamos molekulés, kurios
potencialiai slopina pelésiy augimg ir dél to sumaZina jy mikotoksiny susidaryma [30]. Sie
metabolitai taip pat gali susidaryti PRB dauginimosi metu [30], taikant dializ¢, nustatyta, kad
Lactobacillus Igsteliy neturinéiuose ekstraktuose yra metabolito, kuris slopina aflatoksiny
susidarymg. Manoma, kad Sis aflatoksiny biosintezés slopinimas nebuvo susijes su vandenilio
peroksido susidarymu ar pH sumazéjimu [31]. Sios i§vados sutapo su kity mokslininky i§vadomis
[30], pagal kurias Lactobacillus Igsteliy neturintys supernatantai slopina aflatoksiny biosinteze
susidarant specifiniams bakterijy metabolitams.

18



Papildomai atlikty tyrimy tikslas — iSsiaiSkinti mechanizma, kuriuo PRB detoksikuoja kai kuriuos
mikotoksinus, tokius kaip aflatoksinai, zearalenonas ir fumonizinai. [rodyta, kad apdorojant PRB
terminiu arba rigstiniu badu, jy gebéjimas pasalinti aflatoksina B1 padidéja [32]. Sis rezultatas
patvirtina, kad kai kuriy pagrindiniy junginiy (NaOH ir NaCOs) ir izopropanolio priedai turi
neigiamos jtakos mikotoksiny sgveikai. PRB padermiy gyvybingumas nebuvo esminis veiksnys, 0 tai
rodo, kad sujungimas tikriausiai jvyko ant lgstelés sienelés. Manoma, kad PRB angliavandeniai ir
(arba) baltyminiai komponentai vaidina svarby vaidmenj sgveikoje su aflatoksinu B1, nes paveikus
kar$¢iu ar rugStimis, PRB padermés smarkiai sumazino aflatoksino B1 prisijungimg [33]. Daryta
prielaida, kad Sioje sgveikoje riebaly riigstys nedalyvavo, nes PRB padermés veikimas lipazémis
nesukelé reikSmingos aflatoksino B1 sgveikos sumazéjimo.

Tyrimais [34] patvirtinti ankstesni rezultatai, kad PRB lastelés sienelés peptidoglikanai dalyvauja
saveikoje su aflatoksinu Bl ir tai apsprendzia jo sumazejima.
Terminis ir riigStinis apdorojimas sukelia baltymy denatiiracija, dél kurios atsiranda daugiau
hidrofobiniy pavirsiy. Be to, kai Igstelés apdorojamos organiniais tirpikliais, surisStas toksinas greitai
ekstrahuojamas, o tai patvirtina galimag hidrofobing sgveika tarp PRB ir aflatoksino B1 [33]. Tuo tarpu
vandenilinis rysys ir elektrostatiné saveika néra reikSminga aflatoksino B1 ir PRB sgveikoje, nes Sis
procesas neturéjo reik§mingos jtakos mono ir dvivalen¢iams jonams arba pH (2,5 — 8,5) poky¢iui.

Nagrin¢jant sgveikas, galimas i§ vienos pusés tarp zearalenono ir a-zearalenolio ir PRB, tikétina, kad
Siame procese dalyvaujantys bakterijy lagsteliy komponentai buvo angliavandeniai ir baltymai [35].
Paveikus gyvybingas PRB pronaze E, nesumaz¢jo jy geba suristi zearalenong ir jo darinj. Tas pats
fermentas buvo naudojamas ir vykdant eksperimenta su negyvybingomis PRB, praradusiomis
gyvybinguma po apdorojimo karsciu ar rugstimis. Tai jrodé PRB membranos komponenty geba
suri$ti mikotoksinus.

Vieni mokslininkai [15] teigeé, kad peptidoglikanai yra labiausiai tikétinos fumonizino suri$imo
vietos. PRB geba suri$ti mikotoksinus padidéjo, kai bakterijos buvo inaktyvuotos naudojant
skirtingus fizinius ir cheminius apdorojimo biidus, o lizocimas ir mutanolizino fermentai, nukreipti j
peptidoglikanus, i§ dalies ji slopino. Fumoniziny sumaZz¢jimas aiSkinamas PRB lastelés sienelés
komponenty sagveika su Siuo mikotoksinu, o ne su kovalentiniu rySiu ar metabolizmu, nes negyvos
lastelés neprarado gebos sgveikauti su fumonizinu. Tikétina, kad peptidoglikanai yra svarbiausi
formuojant Sias sgveikas. Todél, iSaiSkinus jvairiy PRB padermiy bakterijy lasteliy sieneliy
komponenty savitumus, buty galima atrinkti tokias PRB padermes, kurios biity efektyviausios ir
gebéty sumazinti maiste ir paSaruose esan¢iy fumoniziny kiekj bei toksiskuma [15].

1.4. Salyklojy valorizacija ir panaudojimas

Alus yra vienas populiariausiy alkoholiniy gérimy pasaulyje. Jis gaminamas i§ salykliniy javy,
vandens, mieliy ir apyniy, paliekant fermentuoti tam tikrg laikg (paprastai dvi ar tris savaites).
Atsizvelgiant j didziulg pramoning salyklo ir alaus gamyba, antriniy produkty salyklojy dideli kiekiai
susidaro iStisus metus. Salyklojai (38,6 x 106 tony visame pasaulyje) [36] ir panaudotos mielés (125
000 tony per metus Europoje) [37] yra daug energinés vertés ir baltymy turin¢ios zaliavos, ir gali buiti
naudojamos kaip paSaras gyvuliams. Jis naudojamas Slapias arba sausas ne tik gyvuliams, bet ir
naminiams pauksc¢iams, kiauléms, ozkoms ir zuvims [38]. Taip pat neatmetama galimybé panaudoti
salyklojus komposto gamybai ir zemés tkio paskir¢iai, ta¢iau dél didelés drégmés yra sunku
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kompostuoti, tod¢l svarstoma galimybé panaudoti salyklojus, kaip vieng i§ komposto sudedamyjy
daliy [6].

Regionuose, kuriuose néra iSvystyta gyvulininkysté, panaudoti griidai daugiausia paskleidziami j
laukus [39]. Taciau pastaraisiais deSimtmeciais salyklojai tapo jvairiy tyrimy objektu, davusiu gery
rezultaty, pritaikant salyklojus biokuro gamybai [40], fenoliniy junginiy, pieno rtgsties iSgavimui ir
kt. [41].

Fenoliniai junginiai — tai didelé grupé, kuri pastaruoju metu sulaukia didelio démesio dél savo
biologinio aktyvumo ir antioksidaciniy savybiy, turinéiy teigiamg poveiki zmogaus sveikatai.
Salyklojai gali biiti gera zaliava fenoliniy junginiy ekstrahavimui [42] kombinuojant su naujomis
ultragarso ar mikrobangy technologijomis [43]. Ivertinant tai, kad salyklojuose lieka dideli
baltyminiy medziagy kiekiai, eilé tyrimy buvo skirti baltyminiy medziagy funkcionalizavimui.
Vienas i$ jy taiké salyklojams pirmiausiai hidroterminj apdorojimg (60 °C temperatiiroje) ir po to
fermenting hidroliz¢ proteazémis [44].

VW —

panaudojimo potencialg ne tik biotechnologijy srityje, bet ir maisto pramongje [5].
1.4.1. Salykloju charakteristika

Salyklojy cheminé sudétis gali skirtis priklausomai nuo alaus gamyboje naudojamos griidinés
zaliavos (mieziy ar kity grudiniy javy) kokybés, o taip pat nuo kity veiksniy, tokiy kaip derliaus
nuémimo laikas, salyklo gamybos salygy. Salyklojai yra nevienalyté lignoceliuliozés medziaga,
kurioje be skaiduliniy medziagy (20 — 70 %) lieka baltymy (20 — 30 %), mineraliniy medziagy ir
vitaminy [5].

Lignoceliuliozines medziagas sudaro ligninas (~ 12 — 28 %), celiuliozé (~12 — 25 %) ir daugiausiai
arabinoksilanai (~ 28 %) [38]. Mineraliniy medziagy Kiekis alaus darykly salyklojuose yra 2,3 — 7,9
% [7]. Siame antriniame produkte taip pat gausu oligo- ir polisacharidy bei fenoliniy junginiy [7]. I§
fenolio rugsc¢iy salyklojuose daugiausiai yra ferulio ragsties (1860 — 1948 mg/g) ir p-kumaro (565 —
794 mg/qg), taip pat sinapo, kavos ir siringo raigsciy [7].

Salyklojams buidingas didelis drégmés Kiekis (kinta ribose nuo 75 iki 80 %), keliantis problema jy
laikymui, ypac kai jy susidaro dideli kiekiai vykdant alaus gamybg iStisus metus. Aplinkos apsaugos
agentiira teigia, kad Europoje kasmet pagaminama beveik 34 — 35 mln. tony salyklojy [45], [5]. Norint
1Ssaugoti salyklojy kokybe ir pratgsti jy galiojimo laika, biitina pasalinti i§ jy vandenj dziovinant ar
stabilizuoti jy kokybe Siuolaikine ekstruzijos technologija. Apdoroti termiskai salyklojai turéty biiti
< 10 % drégnio. Pirminis salyklojy apdorojimas ne tik apsaugo juos nuo gedimo, bet ir sumazina jy
tirines apimtis, o tai palengvina sandéliavimg ir transportavima, o tai yra svarbu vykdant jy
valorizacija [46].

1.4.2. Salykloju apdorojimas ekstruzijos technologija

Iskart po salyklojy i§gavimo alaus gamybos metu juy mikrobinis uZter§tumas yra ribotas (102 — 10°
KSV/q) [47] ir jis gali bati laikomas mikrobiologiSkai saugiu ir nevirSijantis priimtiny maistui riby.
Taciau per keletg valandy salyklojams véstant iki kambario temperatiiros (20 °C) mikrobiologinis
uzterStumas didéja. Be to, salyklojai dél struktiiros pokyc¢iy, patiriamy salyklo maiSymo metu, tampa
patraukliu substratu ne tik hidroliziniams fermentams, bet ir aplinkos mikroflorai. Todél jau po 5
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dieny salyklojy laikymo 20 °C temperatiiroje, mikroorganizmy koncentracija juose gali padideéti iki
10° KSV/g, o vyraujan¢ia salyklojy mikroflorg daZniausiai sudaro mikro aerofilinés, grieztos
anaerobinés ir aerobinés, mezofilinés ir termofilinés bakterijos [47]. Laikant salyklojus kambario
temperatiroje, gali pradéti juose daugintis mikroskopiniai grybai tokie kaip Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Mucor spp., Penicillium spp. ir Rhizopus spp. [47]. Todél salyklojai turi buti kuo
greiciau stabilizuojami ir po to laikomi tinkamomis sglygomis.

Ekstruzijos technologija gali biiti panaudota efektyviai ir ekonomiskai sudarant galimybe
nepertraukiamai perdirbti jvairias augalinés ir gyvininés kilmés biomases. Ekstruderyje zaliavos,
veikiamos per apgaubg termiskai ir mechaniSkai, struktrizuojamos ir debakterizuojamos [48].

Apdorojant salyklojy, svarbu, kad ekstruderis biity pilnai uzkraunamas ir uztikrintas tolygus jo
perdavimas ir i§¢jimas per antgali. Esant didelei trinties jégai ir temperatiirai, padidéja pavirSiaus
plotas ir salyklojus greitai ir tolygiai jkaista pasiekiant reikiamg apdorojimo temperatira. Kai tik
medziaga i§spaudziama per ekstruderio antgalj | aplinka, likes vanduo i§garuoja ir taip medziaga dél
slégio perkrycio iSsipucia [48].

Ekstruzija — tai aukStatemperatirinis trumpalaikis procesas, naudojamas apdorojant lignoceliuliozing,
daug skaiduliniy medziagy turincig zaliava, ar krakmolingus augalinius produktus, pvz., sausyjy
pusry¢iy ar uzkandziy gamyboje. Ekstruzijos metu vyksta krakmolo kleisterizacija, baltymy
denaturacija, fermenty inhibicija, antimitybiniy faktoriy eliminavimas bei debakterizacija sunaikinant
pasaling mikroflorg [49]. Perdirbant salyklojus ekstruzijos biidu, sumazinamas jo drégnis ir
stabilizuojama kokybe, tuo uzkertamas kelias nepageidaujamy mikroorganizmy dauginimuisi. Taciau
ekstruzijos procesas nepaSalina 1§ salyklojy viso vandens, todél praktikoje ekstruduoti salyklojai
papildomai dziovinami, kad laikymo jie islikty mikrobiologiskai saugts [50], [51].

1.4.3. Salykloju PRB fermentacija ir pritaikymas maisto pramonéje

Irodyta, kad fermentacija pieno riigsties bakterijomis (PRB) yra vertinga biopriemoné¢ duonos
kokybés pagerinimui, pvz., leidzianti pailginti kepiniy galiojimo laika, pagerinti teslos savybes ir
padidinanti kepiniy savitgjj tarj ar tekstiirg [52]. Taip pat gerina skaiduliniy medziagy sudétj, vandens
sulaikymo kepiniuose gebg, dél ko Siek tiek padidéja ir duonos saldumas [7]. Naudojant PRB
fermentuotus produktus, pagerinamos kepiniy juslinés savybés ir padidinama produkto mitybiné
verté, pvz., sumazinamas glikemijos indeksas [53]. Kadangi alaus gamybos procese naudojami
komponentai yra patvirtinti Zmoniy vartojimui, salyklojai gali buti saugiai taikomi naujy maisto
produkty vystymui. Nors $iuo metu $is antrinis produktas nesulauké plataus pritaikymo maisto
gamyboje, tatiau gali biti naudojamas kaip pigus priedas maisto gamybai [7].

PRB fermentuotas salyklojus, itrauktas i duonai ruosti skirty miSiniy sudétj, turéjo teigiamos jtakos
trupiniy kietumui, duonos savitajam turiui ir juslinéms savybéms. Kitame tyrime fermentuotas
salyklojus buvo iSbandytas makarony ruoSimui pagerinant produkto kokybe¢ ir maisting verte,
lyginant su viso grido daliy miltais [53]. Taigi, fermentacijos technologija yra vertingas budas
pagerinti maisto produkty kokybés parametrus.

Salyklojai vis daugiau susilaukia démesio, kaip maisto priedas, dél jy vertingos sudéties. Daugiausia
vertinamos tirpios vandenyje skaidulinés medziagos, sudarancios arabinoksilanus [54] ir -gliukanus
[55], kurios gali pagerinti Zarnyno mikrobiotos veiklg. Manoma, kad susidarant i§ arabinoksilany
ksilooligosacharidams skatinamas probiotiniy bakterijy tokiy kaip Bifidobacterium spp. ir
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Lactobacillus spp. dauginimasis [55]. Be to, B-gliukanai gali sustiprinti Zmogaus sveikatai naudingy
mikroorganizmy, tokiy kaip Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei ir Bifidobacterium
animali subsp., veikla ir metabolinj aktyvuma. Taip pat gali susidaryti dar vieni pageidaujami
bioaktyviis junginiai — fenoliai [56]. Daugelis tyrimy parodé, kad i salyklojy galima i$skirti fenolio
rugstis. Dazniausiai taikomi metodai yra ekstrahavimas skystis-skystis arba skystis-kietoji medziaga
(naudojant metanolio ir etilo acetato tirpiklius), rigstiné hidrolizé ir muilinimas (NaOH) [57], [45].

D¢l didelio maistiniy skaiduly kiekio salyklojy priedu praturtintas maistas gali buti visapusiSkai
naudingas zmogaus sveikatai, pvz., tam tikry 1étiniy ligy prevencijai (koronaringés Sirdies ligos, vézio,
diabetas ir virSkinimo trakto sutrikimai) [52]. Salyklojai palankiai veikia virSkinimo sistema,
mazindami bendrg lipidy ir cholesterolio kiekj, ir gali sumazinti j produktus dedamy sintetiniy
antioksidanty kiekj [7]. Salyklojy pritaikomumas yra platus, nes juos taip pat galima perdirbti j miltus.
Yra atlikta daugybé tyrimy, kurie parod¢, kad salyklojus galima déti  miltus, naudojamus daugelio
maisto produkty, pvz.,, duonos, vafliy, sausainiy, blyny, tortilijy, makarony ir sausy pusryciy
gamybai. Salyklojy priedais galima padidinti duonos maisting verte ir pagerinti juslines savybes.
Salyklojy panaudojimas kepiniy gamybai derinamas pagal griidy rusj, naudota jy gamybai (pvz.,
salyklojai i§ Pilsnerio gali praturtinti lengvg sumustiniy duona, o Imperial stout salyklas labiau
tinkamas tamsiai duonai) [7].

Salyklojai taip pat gali biiti naudojamas kaip substratas fermenty gamybai, kuriuos galima naudoti ir
maisto gamybai [7]. Be to, jie buvo iSbandyti ir kaip substratas probiotiniy mikroorganizmy
dauginimui, o taip pat kultivavimui Pleurotus ostreatus grybo, kuris sintetina prebiotinémis
savybémis pasizymincius B-gliukanus [58]. Nustatyta, kad zarnyno mikrobiota, ypa¢ Lactobacillus
(pvz., L. salivarius, L. paracasei, L. rhamnosus) ir Bifidobakterijos (pvz., B. adolescentis, B. breve,
B. longum), gali i§ dalies suardyti salyklojuose esantj ligning ir metabolizuoti i§ jo susidariusius
junginius [59]. Gaubtinés zarnos modelyje buvo jrodytas dalinis lignino skaidymas, sglygotas
zmogaus mikrobiotos [60], [61]. Taigi, Salyklojai galéty buti valorizuoti naudojant atrinktus
mikroorganizmus ] antimikrobinémis savybémis pasizymincius fermentuotus produktus, skirtus
griiddy produkty kokybeés ir saugos gerinimu.
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2. TYRIMO OBJEKTAI IR METODAI
2.1. Tyrimy Kryptys

Tiriamasis darbas skirtas istirti antimikrobinémis savybémis pasizymin¢iy PRB fermentacijos jtaka
DON ir DON konjugaty poky¢iams ir vykstantiems biocheminiams procesams Fusarium spp.
uzkréstuose mieziy méginuose ir salyklojy bioapdorojimo metu. Tyrimy kryptys pateiktos 1 pav.

PRB fermentacijos panaudojimas mieZiy griidy ir mieziniy

salyklojy apdorojimui
Amilolitinis
4_
aktyvumas
Kslllanolltlnls | s
al umas
i : , N
Proteolitinis Fusarium spp. mikotoksinai ) -
aktyvumas mieziy graduose: DON, D3G, Salykl(gg fé(Stlnll glgf(l:: 60 °C, »  Cheminé sudétis
3-ADON,15-ADON ’
>  Tekstiiros savybés
PRB kiekio pokycCiai <4
4 \ 4
pH poky¢iai < PRB fermentacijos jvertinimas PRB kiekio poky¢iai
BTR poky¢iai < pH poky¢iai
Pieno rugsties L(+) 4_ BTR poky¢iai
izomery poky¢iai

Fermentiniai Mikotoksiny jvertinimas po
aktyvumai fermentacijos: DON, D3G,
v 3-ADON,15-ADON

A

Rysio tarp fermentiniy
aktyvumy ir mikotoksiny
jvertinimas

1 pav. Tyrimy krypc¢iy schema
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Eksperimentas vykdytas tokiais etapais:

Pirmame darbo etape Fusarium spp. uZterStuose mieziy gridy méginiuose analizuoti UHPLC-
Orbitrap-HRMS jranga DON ir DON konjugatai (D3G, 3-ADON, 15-ADON).

Po to, tirta Fusarium spp. tarSos graduose jtaka PRB fermentacijos procesui naudojant atrinktas PRB
padermes tokis kaip Lactobacilus brevis LUHS173, Lactobacilus uvarum LUHS245, Lactobacillus
plantarum LUHS135, Lactobacilus paracasei LUHS244, Lactobacilus casei LUHS21. Tyrimo metu
vertinti PRB dauginimosi savitumai, pH, BTR ir pieno riigsties L(+) izomero poky¢iai fermentacijos
metu (0 — pradiniu momentu; po 24 val. ir po 48 val. fermentacijos).

Eksperimento metu pagrindinis démesys skirtas PRB fermentacijos, naudojant jvairias padermes,
jtakai DON ir DON konjugaty koncentracijy poky¢iams fermentacijos metu (po 48 val.). Papildomai
analizuoti fermentiniy aktyvumy (amilolitiniy, ksilanolitiniy ir proteolitiniy) pokyciai PRB
fermentacijos metu ir jy rySys su tirtais mikotoksinais Fusarium spp. uzkréstuose mieziy graduose
pries fermentacijg ir mieziy méginiuose po bioapdorojimo.

Antrame darbo etape analizuotos salyklojaus panaudojimo galimybés PRB fermentuoty produkty
gamyboje. Pirmiausiai miezinis salyklojus su kvieciy séleny priedu apdorotas dviejy sraigty
ekstruderyje naudojant skirtingus temperattrinius rezimus (60 °C, 90 °C ir 110 °C). Ekstruduoty
salyklojaus méginiy vertinta mikrobin¢ tarSa, cheminé sudétis ir funkcinés savybés. Po to atlikta
salyklojy PRB fermentacija naudojant jvairias PRB padermes (Lactobacilus brevis LUHS173,
Lactobacilus uvarum LUHS245, Lactobacillus plantarum LUHS135, Lactobacilus paracasei
LUHS244, Lactobacilus casei LUHS210). Fermentacijos metu vertinti PRB dauginimosi savitumai,
pH ir BTR poky¢iai (0 — pradiniu momentu; po 24 val. ir po 48 val. fermentacijos).

2.2. Mieziy grudy méginiai

Tyrimams naudoti skirtingo Fusarium spp. uzterStumo mieziy grady méginiai (B1, B2, B3, B4, B5),
kurie buvo gauti i§ Siaurinés Serbijos dalies (Vaivodinos provincijos) 2019 metais.
Méginiai laikyti plastikiniuose maiSeliuose $aldiklyje -18 °C temperatiiroje.

Mieziy griidy méginiai mikotoksiny (ug/kg) analizei ir jy PRB fermentacijai buvo ruosiami KTU
Maisto mokslo ir technologijos katedroje. Paruosti gridy méginiai istirti Latvijos maisto saugos,
gyviiny sveikatos ir aplinkos tyrimy institute ,,BIOR®.

2.3. Pieno ruagsties bakterijos

Méginiy fermentacijai buvo naudojamos penkios skirtingos pieno riigsties bakterijy padermés:
Lactobacilus brevis LUHS173, Lactobacilus uvarum LUHS245, Lactobacillus plantarum LUHS135,
Lactobacilus paracasei LUHS244, Lactobacilus casei LUHS210, kurios buvo atrinktos pagal
angliavandeniy fermentacija, antimikrobines ir antigrybines savybes. Sios bakterijos buvo gautos i§
Lietuvos sveikatos moksly universiteto (LSMU), su kuriuo KTU vykdo Eureka projekta SUSFEED.

PRB laikytos iki analizés KTU Maisto mokslo ir technologijos katedroje 25 % glicerolio tirpale, - 70
°C temperatiiroje. Fermentacijai PRB buvo atgaivintos ir daugintos de Man, Rogosa ir Sharpe (MRS)
terpéje (CM 0359, Oxoid Ltd, Hampshire, JK) 48 val. optimalioje temperatiiroje (30 °C).

Mieziy gridy méginiai (B1-B5) buvo sumalti laboratoriniu malinu (Biihler-Miag Brunswick,
Vokietija) ir toliau naudojami PRB fermentacijai. Kiekvienas méginys (10 g) buvo sumaisytas su
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distiliuotu vandeniu, kad biity pasiekta 65 % drégnis, tada 3 % (nuo bendro ttrio) PRB Igsteliy buvo
paséta | MRS terpe. Mieziy méginiai su PRB buvo inkubuojami anaerobiniu btidu stacionariomis
salygomis 24 valandas 30 °C temperatiiroje termostate (TC160, SalvisLab Thermocenter, IL, JAV).

2.4. Salyklojus ir jo paruoSimas

Miezinis salyklojus i§ UAB ,,Gubernija* pristatytas j ,,UAB Ustukiy malinas“. UAB ,,Ustukiy
maliinas* paruoStas miezinio salyklojaus ir kvieciy sé¢leny miSinys, kuris ekstruduotas gamybinéje
bazéje esanciu dviejy sraigty ekstruderiu. Ekstruzijos metu keistos temperatiiros (60 °C, 90 °C, 110
°C) esant pastoviam sraigty apsisukimy grei¢iui (50 aps./min).

Skirtingose temperatiiros sglygose apdorotas salyklojus dziovintas, smulkintas ir supiltas |
plastikinius maiselius pristatytas | KTU Maisto mokslo ir technologijos katedra, kur laikytas iki
eksperimento $aldiklyje -18 °C temperatiiroje.

2.5. Mieziy griidy PRB fermentacija

Fermentacijai méginiy ruoSimui naudojama 15 g mieziniy milty, 30 ml sterilaus distiliuoto vandens
ir 1,35 ml (3 % nuo bendros masés) atitinkamos PRB kultiiros [63].

Turinys sumaiSomas steriliuose stikliniuose 80 ml talpos buteliukuose ir patalpinamas j 30 °C

temperatliros termostatg, kuriame fermentuojama iki 48 valandy. Po to vertinama atrinktuose
méginiuose (po 0 val., 24 val. ir 48 val.) PRB kiekis, pH ir BTR.

2.6. Mikotoksiny analizé

Meéginiy paruo§imui i§ mieziy gridy buvo naudotas modifikuotas buferinés QUEChERS ekstrakcijos
metodas (EN 15662) pagal Reinholds ir kt. [64] aprasyta procediira.

Méginio paruosimas analizei. Analizei pasverta 5 g tiriamojo méginio, atsitiktine tvarka paimto i$
50 g ozonuoto grudy éminio ir patalpinta } 50 ml centrifugavimo meégintuvélj, i kurj véliau buvo jpilti
atitinkami kiekiai mikotoksiny standarty tirpaly. Po to, ] mégintuvel;j jpilta 10 ml dejonizuoto vandens
ir 10 ml acetonitrilo bei subertas buferinés druskos miSinys. Turinys maiSomas maisSykléje 1 min ir
purtomas 10 min automatine purtykle. Véliau misinys centrifuguotas kambario temperatiiroje 4500
aps/min grei¢iu 5 min Heraeus Multifuge 3L-R centrifuga. Po centrifugavimo i§ mégintuvélio paimta
6 ml ekstrakto ir jpilta 15 ml centrifugavimo meégintuvelj, kuris Saldomas -80 °C temperatiiroje 30
min Heto Ultra Saldiklyje tam, kad buty nusodinti Salutiniai ekstrakcijos produktai bei lipidai.
Atsildytas centrifugatas vél centrifuguojamas kambario temperatiiroje 4500 aps/min greiciu 5 min
tikslu, iSgauti organiniy junginiy centrifugata. 3 ml gauto centrifugato iSgarinta vakuuminiame
rotaciniame garintuve TurboVap LV ir gautos nuosédos istirpintos 500 pl vandens/metanolio (50:50,
v/v) misinyje. Gautas ekstraktas filtruojamas per 0,22 pm vienkartinj membraninj filtrg ir perkeliamas
] automatinio dozavimo buteliukus tolesnei analizei.

Mikotoksiny nustatymui naudoti reagentai: acetonitrilas ir metanolis, gradientinio §varumo.
Skruzdziy rugstis, gradientinio §varumo (>96.0%) ir amonio formiatas (99%). Vanduo iSgrynintas,
dejonizuotas Milli-QTM vandens gryninimo sistema. Buferinis druskos miSinys, susidedantis i$
trinatrio citrato dihidrato (1 g), natrio chlorido (1 g), dinatrio vandenilio citratas seskvihidratas (0,5
g), ir bevandenis magnio sulfatas (4 g). Etaloniniai tiriamyjy medziagy tirpalai ruosti naudojant jy
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standartus (10 mg) - DON, D3G, 3-ADON ir 15-ADON - tirpinant acetonitrile (10 ml). I8
standartiniy tirpaly ruosti 10, 40, 100, 250 ir 500 mg/kg koncentracijos analitiniai tirpalai.

Naudota aparatira: HPLC-TOF-HRMS analizé buvo atlikta naudojant UltiMate 3000 (Thermo
Fisher Scientific, JAV) didelio efektyvumo skys¢iy chromatografijos (HPLC) sistema, sujungta su
Q-ToF masés spektrometru (Bruker, Vokietija). Chromatografinis atskyrimas buvo atliktas
atvirkstinés fazés analitinéje kolonéléje (Kinetex Cig, 1,7 pm, 100 A, 50 x 3,00 mm; Phenomenex,
JAV) esant 0,35 ml min*? srauto grei¢iui. Analizé buvo atlikta teigiamu viso skenavimo rezimu
visiems mikotoksinams m/z skenavimo diapazone nuo 50 iki 1000. Kiekybiniam jvertinimui
taikomas masés ekstrahavimo langas buvo nustatytas ] +5 ppm esant 10 000 viso plocio pusés
didziausios (FWHM) skiriamosios gebos.

Kiekvieno analizuoto mikotoksino nustatymui, parinkti reikiami analitiniai analizés rezimai, kurie
uztikrino pakankama mikotoksiny junginiy detekcijos skaiciy, junginiy identifikavimui. [renginio
duomeny surinkimas buvo kontroliuojamas HyStar 3.2 programine jranga (Bruker Daltonik GmbH,
Brémenas, Vokietija), o duomeny analiz¢ atlikta QuantAnalysis 4.3 programine jranga (Bruker
Daltonik GmbH, Brémenas, Vokietija). Visi nustatymai buvo atlikti trimis egzemplioriais.

2.7. Fusarium spp. uzkrésty mieZiy griidy fermentacijos proceso vertinimas

Pieno riigsties bakterijy Kiekio ivertinimas. Pieno rugsties bakterijy Iasteliy kiekis fermentuotuose
miltuose nustatytas skiedimo metodu (pagal Nr. 7 LST EN ISO 6887-1:2017 standartg).

Sviezia sterili terpé ruosiama su 17,45 g ,Biolife-MRS AGAR WITH TWEEN 80” agaru, kuris
sumai$omas su 250 ml distiliuotu vandeniu ir laikoma termostate 60 °C temperatiiroje.

Pirmam skiediniui 3 g fermentuoto preparato sumaisyta su 27 ml fiziologinio (NaCl) tirpalo (9 g/l)
santykiu 1:9 ir paruosti atitinkami skiedimai 1§ kuriy toliau imamas 1 ml méginio ir toliau
atskiedZiama. | Petri léksteles su MRS agaru paséti pasirinkti skiediniai. Lékstelés inkubuotos
anaerobinémis salygomis, termostate 30 °C temperatiiroje 3 paras. Susidariusiy kolonijy skai¢ius
skai¢iuojamas po 3 pary ir nustatomas uzauges PRB skaicius 1 g tiriamo méginio. PRB kolonijy
skaiCius iSreikStas kolonijas sudaranciais vienetais mililitre (KSV/g) ir véliau duomenys perskaiciuoti
1 logaritming (logio) forma. KSV/g apskaiciuotas pagal formule:

N=3%C/(n1+0,1n2)-d;

¢ia: N- Kolonijas sudaran¢iy vienety (KSV) skai¢ius 1 ml (g) produkto; > C- suma kolonijy, suskai¢iuoty ant visy
vertinimui parinkty léksteliy; nl- skaicius pirmo skiedinio léksteliy, kuriose buvo suskaiciuota nuo 10 iki 300 kolonijy;
n2-skaicius antro skiedinio 1&ksteliy, kuriose buvo skaifiuota nuo 10 iki 300 kolonijy; d- skiedimo koeficientas,
atitinkantis pirmg skiedinj, kurio 1ékstelés atrinktos kolonijoms skaiéiuoti.

pH ir bendro titruojamojo ragstingumo nustatymas. Méginiy pH nustatomas pagal LST EN ISO
10523:2012 standartg. Tyrimui pasveriama 2,5 g fermentuotos Zaliavos ir uZpilama 25 ml vandens,
miSinys iSmaiSomas nufiltruojamas per kapronin; filtra ir matuojama su pH-metru.

Meéginiy bendras titruojamasis rigstingumas (BTR) nustatomas pagal LST 1553:1998 standarta.
Riugstingumas isreikStas Neimano laipsniais (°N), t.y. 1 N Sarmy tirpalo ml skai¢iumi, reikalingu
nutitruoti rugstis, esancias 100 g produkto. Ruigstingumui nustatyti méginys analogiSkai ruoSiamas
kaip ir pH nustatymui. Méginiai titruoti 0,1 N NaOH tirpalu, naudojant indikatoriy 1 % fenolftaleina,
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iki avietinés spalvos, neiSnykstan¢ios 1 min. Terpés bendras titruojamasis riigStingumas (BTR)
apskaiciuotas pagal formulg:

BTR=2-a-k;
¢ia: a — NaOH tirpalo kiekis sunaudotas méginio titravimui (ml); k — NaOH tirpalo titro pataisos koeficientas (k = 1).

Pieno riigsties izomery analizé. Pieno ragsties L+ ir D- izomery nustatymui buvo naudotas K-
DLATE 07/14 reagenty rinkinys i§ Megazyme International Airija. Sie izomerai nustatyti fermentiniy
reakcijy metu. Pirmosios reakcijos metu, veikiant D-laktato dehidrogenazei (D-LDH) D(-) izomeras
oksiduojamas iki piruvato, susidarant nikotinamido-adenino dinukleotidui (NAD+). Antrosios
reakcijos metu piruvatas paver¢iamas j D-alaning ir 2-oksoglutarata, veikiant fermentui D-glutamato-
piruvato transaminazei (D-GPT). Reakcijos metu susidaro NADH, kurio kiekis koreliuoja su D(-)
pieno riigSties izomero kiekiu. NADH kiekis jvertinamas spektrofotometru, esant 340 nm bangos
ilgiui.

D(-) pieno riigsties koncentracija (g/1) apskai¢iuojama pagal formule:
c=V xMW e xdxvxAAD—pieno rugsties ;

¢ia: V — galutinis taris (ml); MW — molekuliné D-pieno riigsties masé (g/mol); ¢ — NADH ekstinkcijos koeficientas esant
340 nm bangos ilgiui = 6300 (I x mol-1 x cm-1); d — §viesos kelias (cm); v — méginio tiris (ml)

Ty paciy reakcijy metu L(+) pieno ragstis (L-laktatas) panaudojant L-laktato dehidrogenaze (LLDH)
yra oksiduojama iki piruvato; reakcijos metu susidaro nikotinamido —adenino dinukleotidas (NAD+).
Po to vel veikiama D-GPT fermentu ir iSmatuojamas NADH kiekis spektrofotometru, esant 340 nm
bangos ilgiui. L(+) pieno ruagsties kiekis apskai¢iuojamas, naudojant tg pacig formulg kaip ir D(-)
pieno riigsties izomero skaic¢iavimui.

2.8. Fermentiniy aktyvumy analizé

Fermentiniai aktyvumai tirti nefermentuoty skirtingo uzter§tumo mieziy gridy méginiy, 0 taip pat po
PRB fermentacijos jvairiomis padermémis. Fermentiniy aktyvumy tyrimams mieziy griidai buvo
sumalami WZ-1 laboratoriniu malinu (ZBPP, Lenkija) ir paruo§iami ekstraktai. Ekstraktams ruosta
vandeniné mieZiy milty suspensija sumaiSant 5 g mieziy griidy malinio ir 30 ml distiliuoto vandens.
Suspensija homogenizuota 2 min (9500 aps/min) ir po to - centrifuguota 24 min (4500 aps./min).
Supernatantas (skysta fazé su fermentais), naudotas fermentiniy aktyvumy analizei, buvo laikoma
Saldymo kameroje (-18 °C temperatiiroje).

2.8.1. Amilolitinio aktyvumo nustatymas

o-amilazés aktyvumas nustatomas pagal 1SO 3983:1977. Sio metodo esmé: amilolitinio aktyvumo
vienetas suprantamas kaip fermento kiekis, galintis 30 °C temperatiiroje per 10 min. katalizuoti 1 g
tirpaus krakmolo hidrolize j dekstrinus.

I penkis mégintuvélius jpilama po 2,5 ml krakmolo tirpalo ir 10 min laikoma 30 °C vandens vonioje.
Po to j mégintuvélius jpilama po 2,5 ml filtrato ir vél inkubuojama 10 min 30 °C vandens voneléje.

I§ kiekvieno mégintuvelio turinio imama po 0,25 ml ir sumaiSoma su 25 ml jodido tirpalo
(Standartinio jodido tirpalo paruoSimas: 0,5 g jodido ir 5 g KJ iStirpinami 50 ml distiliuoto H20.
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Tirpalas iSmaiSomas ir praskiedziamas iki 200 ml distiliuotu H2O. Darbinio jodido tirpalo
paruoSimas: praskiedziama matavimo kolboje 2 ml standartinio jodido tirpalo su 0,5 M HCI iki 100
ml).

Toliau, gautas tiriamasis tirpalas su darbiniu jodido tirpalu, krakmolu ir filtratu pilamas j Genesys 10
UV (Thermo Electron Corporation, JAV) spektrofotometro kiuvete ir vertinamas optinis tankis.
Kiekvieno méginio absorbcija matuojama 4 kartus, kai A= 670 nm. AnalogiSkai matuojamas
pasiruostas tuscias meginys (nepilant tiriamy milty filtrato). Apskai¢iuojami nustatyty absorbcijy
vidurkiai.

Hidrolizuoto krakmolo kiekis apskai¢iuojamas pagal formulg:

m:Dl_DZ

x 0,1
D,

Cia: D1 — kontrolinio méginio absorbcija; D2 — tiriamojo méginio absorbcija; 0,1 — krakmolo kiekis, paimtas i§ méginio.
Grybiniy amilaziy aktyvumas apskai¢iuojamas pagal formule [65]:

_ 7,264-m+0,03766 y
m, x5

A PF xV

Cia: m — istirpusio krakmolo masé, g; m1 — fermento kiekis standartiniame tirpale, g; V — fermento tirpalo (gridy
ekstrakto) taris, ml; PF — praskiedimo faktorius.

2.8.2. Ksinalolitinio aktyvumo nustatymas

Ksilanolitinis aktyvumas buvo nustatytas naudojant DNS (3,5-dinitrosalicilo riigsties) metoda [66].
Sio metodo esmé: veikiant ksilanazei, vyksta ksilano hidrolizé ir susidaro ksiloze, kuri su 3,5 —
dinitrosalicilo rugstimi stipriai Sarminéje aplinkoje sudaro spalvotus junginius. Gauto spalvoto tirpalo
absorbcija matuojama 4 kartus, kai A=540 nm. Apskaiciuojamas rezultaty vidurkis.

Vienas fermentinio aktyvumo vienetas U apibiidinamas fermenty kiekiu iSlaisvinan¢iu 1 pmol
ksilozés per minute. Analizei naudoti anks¢iau pasiruosti mieziy milty ekstraktai.

Kalibracinei kreivei sudaryti, i§ standartinio ksilozés tirpalo 10 mg/ml paruosto acetatiniame
buferyje, ruosiami etaloniniai ksilozés (arba gliukozés) tirpalail M natrio acetato buferinieme tirpale
(bendras turis 500 pl). ] mégintuvelj pilame 0,4 ml filtrato, 0,15 ml acetatinio buferio ir 0,1 ml ksilano
tirpalo (ksilano tirpalas ruostas: berzo ksilang (0,5 g) iStirpinant 0,1 M natrio acetato buferyje (100
ml; pH = 4,5; 50 °C temperatiiroje).

Ipylus po 500 ul DNS reagento ir 1 ml dist. H2O2 mégintuvéliai kaitinami tiksliai 5 min. 100 °C
temperattiros vandens vonioje. Po to tirpalai atSaldomi iki kambario temperatiiros, jpilama 3 ml
distiliuoto vandens (bendras tirpalo taris 5 ml). Praskiestas tiriamasis tirpalas jvertinamas
spektrofotometru Genesys 10 UV (Thermo Electron Corporation, JAV), tirpaly spalvos intensyvumas
(A = 540 nm). LygiagrecCiai atlickamas tus¢iasis bandymas, tik vietoj ksilozés etaloninio tirpalo
naudojamas 100 pl distiliuoto vandens. Braizoma tiesiné priklausomybé tarp absorbcijos verciy ir
ksilozés koncentracijos tirpale. Ksilanazés aktyvumas nustatomas tokiu pat btidu, kaip ir sudarant
kalibracing kreive, vietoj ksilozés etaloninio tirpalo pilama 100 pl fermentinio preparato tirpalo, kurio
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koncentracija — 1 mg/ml. Pagal iSmatuota spalvoto tirpalo optinj tankj i$ kalibracinés kreivés
nustatomas ksilano hidrolizés metu susidariusios ksilozés kiekis ir perskai¢iuojamas j pmol.

Javy endoksilanaziy aktyvumui skaiciuoti K (AV/g) naudojama lygtis [66].

K -3 PFAAV
b-s-At-m

¢ia: a — reakcijos misinio tiris (ml); b — griidy ekstrakto kiekis reakcijos misinyje (ml); s — ksilozés standartinés tiesés
polinkis (ml/pmol); PF — praskiedimo faktorius; At — reakcijos trukmé (min); m — griidy masé, naudota ekstraktui paruosti
(9); V — grudy ekstrakto tiris (ml); Ve — fermento darbinio tirpalo tiiris (ml); g — fermento kiekis (g); d — fermento tirpalo
turis reakcijos miSinyje (ml), AA — absorbcijos pokytis (AAmeginio — AAsubstr — Aekstr).

Norint fermento aktyvumag iSreiksti nkat/g, aktyvumo vertés dauginamos i§ 16,67 (1AV = 16,67 nkat).
2.8.3. Proteolitinio aktyvumo nustatymas

Proteolitinis aktyvumas buvo atliktas naudojant 0,65 % (m/v) kazeino kaip substrata [67]. Sio metodo
esmé yra ta, kad kazeing veikiant proteazéms susidaro amino riagstys:

kazeinas + H2O----proteazé— amino rigstys

110 tus¢iy meégintuvéliy jpilama po 2,5 ml 0,65 % kazeino tirpalo. Mégintuvéliai 10 minuciy laikomi
37 °C temperatiiroje termostate. | pakaitintus mégintuvélius su kazeino tirpalu jpilama po 0,5 ml jau
pasiruosto filtrato (proteaziy tirpalo pasiruosto i$ anksciau) ir vél 10 minuciy inkubuojama termostate
37 °C temperatiroje. | kiekvieng pakaitintg mégintuvélj jpilama dar po 2,5 ml reagento TCA
(trichloracto riigsties) ir vél 30 minuciy 37 °C temperattiroje inkubuojama termostate.

Tada kiekvieno meégintuvélio turinys iSmaiSomas stikline lazdele ir nufiltruojamas. Gaunamas
filtratas (I1). Salia taip pat ruosiami du kontroliniai mégintuvéliai, tik j juos nepilamas pasiruostas
ekstraktas.

Pasiruosiama 10 mégintuvéliy (kiekvienos rtsies miltams po 2). I 5 mégintuvélius susipilstomi
atitinkami kiekiai reagenty.

1 lentelé. Naudojamy reagenty kiekiai

Reagentai Reagento kiekis, ml
Filtratas (11) 2
Reagentas E (Na,COg)

Reagentas F—C, ruostas 10 ml folinio fenolio reagento 1
praskiedziant su 40 ml distiliuoto H,O

I likusius 6 mégintuvélius pasiruoSiama Siy tirpaly dublikatus.

Visi 10 mégintuvéliy 10 minuciy laikomi 37 °C temperattroje termostate. Po to jvertinamas Kiekvieno
mégintuvélio tirpalo (vienos raSies milty ekstraktams ruoSti 2 méginiai) optinis tankis
spektrofotometru Genesys 10 UV (Thermo Electron Corporation, JAV) 4 kartus, kai A=660 nm.
Apskaic¢iuojamas absorbcijos vidurkis.
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Fermento aktyvumo apskaiciavimas. Sudaroma absorbcijos verCiy priklausomybé nuo tirozino
koncentracijos tirpale. Tirozino ekvivalento vert¢ tieséje naudojama fermento aktyvumui
apskaiciuoti.

Javy proteaziy aktyvumui apskai¢iuoti naudojama lygtis.

_ TEXPF
T 0,5x10x2 ’

PU/g ;

¢ia: TE — tirozino ekvivalentas standartingje tieséje (wmol/ml); PF — praskiedimo faktorius (5,5); 0,5 — tiriamojo tirpalo
taris (ml); 10 — reakcijos trukmé (min.); 2 — paimtas analizei filtrato kiekis (ml); m — medziagos masé (g).

Standartinei kreivei braizyti ruosiami tirpalai.

2 lentelé. Naudoti reagentai

Reagentai Tus¢ias méginys | Standartinis 1 Standartinis 2 Standartinis 3 Standartinis 4
Reagentas G, ml | 0,00 0,05 0,10 0,20 0,40
H>0, ml 2,00 1,95 1,90 1,80 1,60
Reagentas E, ml | 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Reagentas D, ml | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

2.9. Salyklojuy cheminés sudéties ir kokybés vertinimas

Ekstruduoty salyklojy mikrobinés tarSos, cheminés sudéties ir tekstliros savybiy tyrimui naudoti
metodai pateikti 3 lenteléje.

3 lentelé. Salyklojy kokybés vertinimui naudoti metodai

Rodiklis Metodo esmé Saltinis

Mikrobinés tarSos vertinimas

Bendras mikroorganizmy Remiantis atitinkama metodika vykdomi skiedimai ir LST EN 1SO 4833:2003
skai¢ius (BMS) séjimai Petri 1ékstelése, kuriose po inkubacijos periodo, standartas
skai¢iuojamos iSaugusios kolonijos, kuriy kiekis
apskai¢iuojamas 1 g tiriamojo méginio pagal formulg.

Cheminés sudéties tyrimai

Bendras baltymy kiekis Organinés medZiagos reaguoja su sieros rigstimi (esant 1SO 20483:2013
katalizatoriui) ir yra suskaidomos amonio drusky, t.y. standartas
amonio sulfato. Toliau amonio sulfatas veikiamas natrio Kjeldalio metodas

Sarmu i$skiria amoniaka, kuris distiliuojamas j riigsties
tirpala. Titruojant pagal iSsiskyrusio amoniako kiekj yra
nustatomas ir apskaiciuojamas azoto kiekis, kurj
sudauginus su atitinkamu koeficientu (5,70) gaunamas
baltymy kiekis.

Tirpiy baltymy kiekis Baltymai sgveikauja su specifiniu reagentu — Coomasee Bradfordo metodas
briliantinio mélio dazikliu, su kuriuo baltymai sudaro
mélynos spalvos junginj (spalvos intensyvumas tiesiogiai
priklauso nuo baltymy koncentracijos).

Mineralinés medziagos Pagal skirtuma, gauta pasvérus méginj prie§ jo dziovinimg | 1SO 2171:2007
ir deginimg ir po jo, suskai¢iuojamas peleny kiekis. standartas
Rezultatai skai¢iuojami g 100 g1 arba g (100 cm®)'1
méginio.
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3 lentelé (tgsinys). Salyklojy kokybés vertinimui naudoti metodai

Redukuojantys sacharidai

Gliukozé yra redukuojantis sacharidas, turinti aldehidine
grupe. Jos kiekiui nustatyti taikytas kolorimetrinis metodas
pagal tirpalo optinj tankj, pagristas spalvoty junginiy
susidarymu reaguojant su DNS (3,5 — dinitrosalicilinés
ragsties) reagentu, kuris oksiduoja redukuojanéiy
sacharidy aldehiding grupe.

G. L. Miller (1959)

Fenoliniai junginiai

Polifenoliai reaguoja su specifiniais redokso reagentais
(Folin-Ciocalteu reagentu), sudarydami mélyng
kompleksa, kurj galima kiekybiskai jvertinti
spektrofotometriskai. Reakcijos metu redukuojamas Folin-
Ciocalteu reagentas ir susidaro molibdeno-volframo
meélynos spalvos kompleksas.

Folin-Ciocalteu metodas

Skaidulinés medziagos

Metodas paremtas AOAC oficialiu metodu 991.43
»Bendros, tirpiosios ir netirpiosios skaidulinés medziagos
maisto produktuose ir AACC metodu 32-07.01

,» Lirpiosios, netirpiosios ir bendros skaidulinés medziagos
maisto produktuose*.

Megazyme analizés
testas K-TDFR-100A
(Megazyme
International, Airija).

Tekstiiros vertinimas

Medziagos kietumas

Tekstarografu TA.XT (Stable Micro Systems,
Godalmingas, JK) jvertinamas produkto Kietumas ji
paveikiant deformuojancia jéga F ir iSmatuojant kietuma
iki deformacijos. Teksttrai matuoti naudojamas darbinis
kiinas — pilnaviduris 20 mm aliuminio cilindras. Cilindro
matavimo greitis 1 mm/s, penetracijos gylis 5 mm.

Puchner, (1999)

2.10. Salykloju fermentacijos jvertinimas

Salyklojy PRB fermentacijos metu vertintas PRB kiekis, pH ir BTR parametrai: pieno riigsties
bakterijy lasteliy kiekis fermentuotuose miltuose nustatytas skiedimo metodu (pagal Nr. 7 LST EN
ISO 6887-1:2017 standartg) (zr. 2.8 skyrelj). Méginiy pH nustatytas pagal LST EN ISO 10523:2012
standartg, 0 bendras titruojamasis ragstingumas (BTR) — pagal LST 1553:1998 standartg (zr. 2.8.1

skyrelj).

2.11. Statistinis duomeny jvertinimas

Matematiné statistiné duomeny analizé atlikta, naudojant programy IBM SPSS Statistics 23.0 ir

Microsoft Excel analizés paketus. Pagrindinés tendencijos ir analizuojamy duomeny verciy
i§sidéstymas vertintas, naudojant aprasomaja statistikg. RysSio tarp matuojamy rodikliy stiprumui
nustatyti naudota dvinaré koreliaciné analize ir grafiné duomeny israiska.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR APTARIMAS
3.1. DON ir DON konjuguoty formuy mieziy griidduose charakteristika

Fusarium spp. tarSa augaluose gali labai sutrikdyti jy medziagy apykaitos procesus, dél to kinta
mieziy grudy sudétis bei alaus gamyboje svarbiy fermenty veikla. Be to, Fusarium spp. produkuojami
mikotoksinai gali turéti neigiamos jtakos galutinio produkto saugai [67]. Tarp dazniausiai aluje
aptinkamy Fusarium spp. mikotoksiny yra zearalenonas (ZEN), B tipo trichotecenai, tokie kaip
nivalenolis (NIV), deoksinivalenolis (DON), deoksinivalenol-3-gliukozidas (DON-3-Glc), 3- ir 15-
acetildeoksinivalenolis (3Ac- ir 15-Ac-DON) ir, kiek mazesniu mastu, fiksuojami A tipo
trichotecenai (T-2 ir HT-2 toksinai) [68]. Jie sukelia daugelj tmiy ir létiniy toksiniy poveikiy tiek
gyviinams, tiek Zmonéms. Vykdomi tyrimai yra skirti mikotoksiny toksiSkumo vertinimui ir jy
analizés metody vystymui [69] bei §iy mikotoksiny paplitimo aluje ar zaliavoje nustatymui [70], [71],
[72], [73], [74] ir analizavimui kaip mieziy griduose esantys mikotoksinai gali patekti j galutinj
produktg ir kokie technologiniai sprendimai gali buti taikomi tarSos prevencijai [75], [77], [78], [79].

Mieziai iSsiskiria 1§ kity griidiniy zaliavy unikalia anatomine sandara, kuri apsprendzia genotipy
atsparumg infekcijai ir jautrumo infekcijai laikg. Fuzariozés pozymius mieziuose sunku atpazinti
lauko salygomis, o mikotoksiny kiekis negali bti jvertintas pagal vizualius pozymius. Taigi, dél $iy
priezaséiy yra sunku identifikuoti mieziuose tikrgjj Fusarium spp. infekcijos lygj. Mieziai, kurie
uzkrésti DON ir naudojami alaus gamyboje gali padidinti T-2/HT-2 toksinj poveikj juose. Be to,
Fusarium spp. infekcija sukelia rimty alaus kokybés problemy [1].

Sio eksperimento metu analizuota mieZiy gridy kolekcija (B1-B5) vertinant HPLC-TOF-HRMS
metodu, vieng i$ labiausiai paplitusiy misy klimatinése sglygose grudinéje zaliavoje trichoteceny —
DON, o taip pat iki Siol maziau studijuotas Sioje griiddinéje zaliavoje DON konjuguotas formas.

SprendZiant i$ tyrimo rezultaty, pateikty 2 pav. ir 4 lenteléje, DON koncentracijos mieziy méginiuose
kito placiose ribose nuo 223 ng/kg (B2) iki 6563 pg/kg (B5). IS DON konjuguoty formy mieziy gridy
méginiuose aptikta: DON-3-gliukozidas (D3G), 15-acetildeoksinivalenolis (15-ADON) ir 3-
acetideoksinivalenolis (3-ADON) ribose nuo 22 ug/kg (B2) iki 209 ng/kg (B5), D3G ribose nuo 97
ug/kg (B3) iki 1780 pg/kg ir 15-ADON nuo 84 ug/kg (B1) iki 929 pg/kg (B5) atitinkamai.
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Mikotoksiny koncentracija, pg/kg
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EBl @EB2 OB3 EB4 EBS

2 pav. DON ir DON konjugaty (D3G, 15-ADON, 3-ADON) koncentracijos mieziy gridy méginiuose (B1,
B2, B3, B4, B5)
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4 lentelé. DON ir DON konjugaty (D3G, 15-ADON, 3-ADON) koncentracijos (ug/kg) mieziy gridy
méginiuose

Méginio Nr. | DON D3G D3G/DON, | 15-ADON | 15-ADON/DON, | 3-ADON | 3-ADON/DON,
% % %

B1 248 172 69,35 84 33,87 44 17,74

B2 223 107 47,98 162 72,65 22 9,80

B3 460 97 21,09 244 53,04 72 15,65

B4 996 440 44,18 278 27,91 65 6,52

B5 6563 1780 27,12 929 14,12 209 3,18

Meéginiai su santykinai dideliais DON koncentracijy skirtumais daugumoje atvejy taip pat
reik§mingai skyrési pagal DON konjugaty kiekius. Mieziy (B5) méginyje (2 pav.), kuriame aptiktas
didziausias DON kiekis (6563 pg/kg), D3G kiekis buvo 3,7 kartus mazesnis nei DON, po to seké 15-
ADON (929 pg/kg), o 3-ADON fiksuota maziausia koncentracija (209 pg/kg). Daugumoje maziau
uzterSty mieziy méginiy nustatytas zymiai mazesnis DON konjugaty kiekis, palyginti su jy laisva
DON forma. Sis tyrimas patvirtino, kad DON konjugatai mieziy griiduose yra kartu su jo laisvomis
formomis. DON yra pirminis mikotoksinas, kurj augale metabolizuoja grybai, o maskuoti toksinai
yra DON metabolitai [80]. Labiausiai i§ maskuoty toksiny analizuotas D3G, kuris yra DON 1I fazés
metabolitas, $is toksinas zinomas kaip maziau toksi$kas nei pirminis mikotoksinas [81]. DON-3G
aptiktas mieziuose kartu su DON, pirmine jo forma. Galutiniuose produktuose dideles DON-3G
koncentracijos buvo aptiktos aluje [82], [83].

Pagal literatiira [84] zmogaus storosios zarnos mikrobiota gali D3G konvertuoti | DON. Iki §iol D3G
lygis gruduose ir jy produktuose nereglamentuojamas. Tod¢l reikia atsizvelgti | D3G/DON santykj,
nes D3G gali bati konvertuotas j DON taip padidinant jo toksikuma [2]. Sio tyrimo metu D3G/DON
santykis analizuotuose mieziy méginiuose kito nuo 21,09 % iki 69,35 %. Gauti rezultatai sutampa su
kity autoriy darbais, rodanciais, kad D3G santykis su DON yra ribose nuo 20 % iki 70 % [85]. Keli
tyrimai parodé, kad D3G uZterStumo lygis griiduose ir gridy $alutiniuose produktuose pasieké puse
DON lygio. D3G daznai buina kartu su DON paséliuose, griiddiniuose maisto produktuose ir pasaruose
dideliais kiekiais (iki 100 %) ir koncentracijomis nuo 2 ug/kg iki 1700 pg/kg [86], [64]. D3G/DON
santykis griiduose sieké 20 %, o po apdorojimo virsijo 100 % [87], [64]. D3G/DON santykis skyrési
mieziy méginiuose priklausomai nuo DON uzterStumo juose lygio. Rezultatai rodo, kad mieziy
meéginiams (B1 — B4) su mazesniu DON kiekiu (248 — 996 ng/kg) buvo buidingas didesnis D3G/DON
santykis (vidutiniskai 45,65 %) nei méginys (B5) su didziausia DON koncentracija (6563 pg/kg), kur
D3G/DON santykis sudare vidutiniskai 27,12 %.

Sie rezultatai sutampa su pateiktais literatiiroje [88], pagal kuriuos D3G kiekis yra susijes su DON
uzterStumu, o meéginiai su maziausiu DON uZterStumu rodo aukSciausia D3G lygj. Kadangi Sis
maskuotas toksinas gali biiti pavojingas Zmogui ir gyvuliui, reikéty jvertinti D3G kiekius ir uztikrinti
maisto ir paSary saugg, ypac atkreipiant démesj | produktus, uzterStus mazesniu DON kiekiu arba
esant maksimaliai leistinai DON koncentracijai.

Kiti DON metabolitai, tokie kaip 3Ac-DON ir 15Ac-DON, identifikuoti §iame eksperimente mieziy
griiduose, taip pat aptikti maisto produktuose ir pasaruose. Sias modifikuotas DON formas vir§kinimo
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metu zarnyno mikrobiota gali paversti pirminiu toksinu arba gali sukelti vidinj toksiSkuma,
lokalizavgsis organizme 15Ac-DON gali biiti toksisSkesnis nei DON [89].

Pagal Europos maisto saugos tarnyba [90] maskuoty DON formy tokiy kaip 3Ac-DON ir 15Ac-DON
kiekio santykis su DON nustatytas 10 % ir 15 % atitinkamai. Sio eksperimento metu gautos 3Ac-
DON/DON ir ypa¢ 15Ac-DON/DON vertés yra Zenkliai didesnés nei paskelbtos literatiiroje ir kinta
atitinkamai nuo 3 % iki 17 %, ir nuo 14 % iki 72 %.

Siuo metu ES reglamentuojamas tik DON nustatant didziausias leistinas $io mikotoksino
koncentracijas: 1250 pg/kg - neperdirbtuose gruduose, 200 — 750 pg/kg - grudy produktuose zmoniy
maistui, 200 pg/kg - griidinés kilmés kudikiy maiste [91]. DON konjugatai iki Siol dar néra
reglamentuojami. 2011 m. Jungtinés maisto ir zemés tkio organizacijos (FAO) ir Pasaulio sveikatos
organizacijos (PSO) ir maisto priedy eksperty komitetas (JECFA) atkreipé démesj j acetilintus DON
konjugatus (3Ac-DON ir 15Ac-DON), nustatant laikingjg didZiausig leisting paros normg kiino
svoriui (1 pg/kg) [92]. ES maisto saugos tarnyba (EFSA) pastaruoju metu aktyviai dirba vertinant su
konjuguotais mikotoksinais susijusig rizikg ir nustatant su sveikata susijusias orientacines vertes
atskiroms Fusarium mikotoksiny grupéms kartu ir jy konjuguotoms formoms. Abi institucijos aiskiai
pabréz¢ butinybe skubiai testi darbg nustatant dar neapibiidintus konjuguotus mikotoksinus, kaupiant
daugiau duomeny apie zinomy modifikuoty mikotoksiny atsiradimg maiste ir pasaruose ir tiriant jy
toksikokinetikg bei toksiskuma.

Pagal EFSA Europoje DON yra uztersta nuo 15 % iki 55 % mieziy produkty [93] ir tarp 2 % ir 50 %
su T-2/HT-2 [94]. Aptinkamos DON koncentracijos bty tokios: ~ 484 pg/kg - neperdirbtuose
mieziuose, 152 pg/kg - zmoniy maistui skirtuose mieziy griduose; 8,4 — 11,3 pg/kg — aluje ir 187
pg/kg — pasaruose [95], [93]. DON-3G dazniausiai aptinkamas mieziuose, avizose, kvieciuose ir
kukurtizuose, taip pat i§ grudy pagamintuose produktuose tokiuose kaip salyklas, alus ir duona [96].
Paskelbti duomenys rodo, kad beveik 30 % griidy buvo uztersti DON-3G ir laisvaisiais toksinais [97].
3Ac-DON ir 15Ac-DON taip pat dazniausiai randami griidiniuose javuose ir jy produktuose
(sausuose pusryciuose, skaidulomis praturtintoje duonoje, aviziniuose dribsniuose ir kt. [98].

Gauti miisy tyrimy rezultatai rodo, kad mieziy méginiuose DON kiekiai gali Zenkliai virSyti leisting
Sio toksino ribing koncentracija ir tokios gridinés zaliavos negalima naudoti nei maistui, nei pasarui.
Padidinta mieziy tarSa, galimai, gali bati susijusi su klimato kaita, ir tai ne tik padidina griidiniy
zaliavy nuostolius, bet ir kelia aktualig aplinkosaugos problemg. DON konjugaty duomenys,
patvirtina palyginti didelius D3G ir 15-ADON kiekius tirtuose mieziy méginiuose ir ypac jy glaudy
ryS§j su DON. Taigi, svarbu vykdyti grieztg laisvyjy trichoteceny ir jy gliukozidy konjugaty steb&jima
ir taikyti tvarias valdymo priemones.

3.2. Fusarium spp. tarSos mieZiuose jtaka PRB fermentacijos procesui

Iki $iol vis dar ieSkoma biologinés kontrolés metody Fusarium spp. tarSos griduose sumazinimui ir
saugesnés grudines Zaliavos tolesniam panaudojimui ar perdirbimui. Viena 1§ alternatyvy galéty biiti
griidy apdorojimas PRB, kurios pasizymi antimikrobiniu aktyvumu. Biologinio apdorojimo poveikis
PRB augimui ir pH poky¢iams esant skirtingiems uzterStumo lygiams terpéje yra svarbus kriterijus
vystant biokontrolés metoda ir norint i$siaiskinti mikotoksiny skaidymo mechanizma [64].

Siame etape vertinti PRB gyvybingumo poky¢iai skirtingos Fusarium spp taros mieziy gridy
fermentacijos metu (3 pav.).
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3 pav. Pieno rugsties bakterijy dauginimasis skirtingos Fusarium spp. tarSos méginiy fermentacijos metu (0
val.; 24 val. ir 48 val.)

IS gauty rezultaty matoma, kad mieziy fermentacijos procesas daugiausiai priklaus¢ nuo naudotos
PRB padermés. Geriausiai dauginosi tirtuose méginiuose L. brevis, susidarant jau po 24 val.
didZiausiam S$ios padermés kiekiui (vidutiniskai 9,44 logio KSV/Q) ir jis iSlieka stabilus tolesnio
bioapdorojimo metu. Be to, gerai dauginosi tirtuose méginiuose L. uvarum ir L. paracasei, kuriy
kiekis pirmo fermentacijos etapo metu (24 val.) padidéjo 1,2 ir 1,4 kartus, atitinkamai iki 8,69 ir 7,53
logio KSV/g taciau tolesnés fermentacijos metu (po 48 val.) buvo linkes mazéti vidutiniSkai iki 8,47
ir 7,48 logio KSV/g. L. plantarum ir L. casei viso fermentacijos proceso metu buvo stebimas kiekio
didéjimas (atitinkamai 7,50 ir 7,84 logio KSV/g), po 24 val. intensyvesnis su L. casei, 0 po 48 val. —
su L. plantarum.

Fusarium spp. tarSos jtaka PRB fermentacijos procesui priklausé nuo PRB padermés. L. brevis gerai
dauginosi skirtingos tarSos sglygose. Kai kurios PRB, tokios kaip L. uvarum ir L.casei po 24 val., 0
L. plantarum (po 48 val.) buvo jautresnés tarsai ir vidutiniskai geriau dauginasi maziau uZterStuose
méginiuose (B1-B2). Lyginant PRB fermentacija po 48 val. skirtingo uZterStumo meéginiuose,
atsparesnés tarSai buvo L. uvarum ir didéjant méginiy uzterStumui kito méginiuose nuo 8,35 iki 8,52
logi0 KSV/g bei L. paracasei, kuri didéjant méginiy uzterStumui mieziy méginiuose kito nuo 7,42 iki
7,64 logio KSV/g. Pazymétina, kad daugumoje atveju (iSskyrus L. brevis fermentacija) PRB
dauginimosi profilis uzterStuose mieziy gridy méginiuose su pasiektomis vertémis galinés
fermentacijos metu (8,31 logio KSV/g) atitinka literatiiroje pateiktus rezultatus [99].

3.2.1. pH ir BTR poky¢iai mikotoksinais uZterStuose fermentuotuose méginiuose

Antimikrobinis PRB aktyvumas yra siejamas su Zemu pH ir organiniy riig§¢iy, tokiy kaip pieno,
sorbo, skruzdziy, propiono ir benzenkarboksirtigSties gamyba. Taip pat yra paskelbty duomeny, pagal
kuriuos antimikrobinémis savybémis pasizyminciy PRB padermiy gaminami metabolitai priklausé
nuo pH [100].
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Optimaliausios pH sglygos pieno rtgsties bakterijoms augti yra ribose 5,5 — 6,2, taciau Lactobacillus
genciai priklausancios bakterijos gali biiti atsparios riig§éiai terpei ir daugintis kintant pH nuo 4,5 iki
6,5. Kai kurios padermés gali daugintis ir esant dar zemesniam pH [99]. Iprastai bakterijy augimas
zemiau pH 3,5 sustoja [101]. Létesnis PRB padermés dauginimasis uzterStoje terpéje gali turéti
neigiamos jtakos ir organiniy rigsciy susidarymui.

Tyrimy rezultatai rodo, kad dauguma PRB padermiy islieka aktyvios uzterStuose grudy méginiuose
ir juose intensyviai kaupiasi organinés riigstys, mazindamos terpés pH nuo 5,2 — 6,4, nustatyto
fermentacijos pradzioje, iki vidutiniskai < 3,5 — po 48 val. fermentacijos (4 pav.).
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4 pav. pH poky¢iai skirtingos Fusarium spp. tarSos méginiy fermentacijos metu (0 val.; 24 val. ir 48 val.)

Fermentacijos metu (po 24 val.) nustatyti pH poky¢iai kito vidutini§kai nuo iki 3,7 (4 pav.). Tai rodo,
kad visos naudotos PRB padermés yra geros organiniy riig§¢iy producentés. Lyginant tarpusavyje
PRB padermes, L. plantarum fermentuotuose méginiuose (po 24 val.) pH nustatytas maziausias
(vidutiniskai 3,6), kai L. brevis ir L. uvarum atvejais vidutinés pH vertés méginiuose fiksuotos
atitinkamai 3,9 ir 3,9. Po 48 val. L. brevis issiskyré didesne pH verte (vidutini$kai 4,0), po L. uvarum
fermentacijos pH sumazéja (vidutiniskai 3,7), tuo tarpu L. plantarum fermentacijos metu pH buvo
maziausias (vidutiniSkai 3,5). L. casei ir L. paracasei fermentacijos metu (po 48 val.) pH vidutinés
vertés fiksuotos atitinkamai 3,6 ir 3,5. Taigi, pH pokycius daugiausiai apsprendzia PRB padermé:
maziausias pH fiksuotas L. plantarum fermentacijos metu, o taip pat naudojant mieziy gridy
bioapdorojimui L. paracasei ir L. casei.

I$ 4 pav. pateikty rezultaty, matoma, kad L. brevis ir L. uvarum pH nenukrenta Zemiau 3,5 ir yra
optimaliose ribose, tokie duomenys sutampa ir su literatiiroje pateiktais [102], taip pat tuo galima
paaiskinti Siy bakterijy gera dauginimasi. Pazymétina, kad méginiy tarSa neturé¢jo reikSmingos jtakos
pH pokyc¢iams fermentacijos metu.

Antimikrobiné PRB atsiranda kaip pradinés kultiiros ir kaip nattiralios mikroby populiacijos dalis
fermentacijos proceso metu maisto/pasary pramongje. Viena i labiausiai pageidaujamy PRB, kaip
fermentuoty produkty procesy pradinés kultiiros, savybiy yra greita riig8§¢iy gamyba [103], kuri gali
biti jvertinta tiriant BTR.
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Bendro titruojamojo rigstingumo (BTR) tyrimy duomenys (5 pav.) rodo, kad fermentacijos metu
tirtais etapais BTR vertés didéja nuo 1,4 °N (fermentacijos pradzioje — 0 val.) vidutiniskai iki 6,6 °N
(po 24 val.) ir 9,3 °N (po 48 val.).

12,0
10,0 - lwm -
8,0 = i =
= bl - {E
= 60 o § \
|:(_' k-
B I 1
E : k 4 a
4.0 I+ 4 1
2,0 § § 1
e it : Al
0,0 5 H 1
Bl B2 B3 B4 BS Bl B2 B3 B4 B5 Bl B2 B3 B4 BS
0wal. 24 val. 48 val.

E&AL brevis L wworum L plontorum ©E==L poracosei E=3L. casei

5 pav. BTR poky¢iai skirtingos Fusarium spp. tarSos méginiy fermentacijos metu (0 val.; 24 val. ir 48 val.)

Lyginant tarpusavyje PRB padermes, didziausios BTR vertés po 24 val. nustatytos (vidutiniSkai 8,3
°N) L. plantarum fermentacijos metu, pH vertés naudojant $ig paderme nustatytos maziausios. Kity
PRB padermiy tokiy, kaip L. uvarum, L. paracasei ir L. brevis BTR vertés vidutiniskai sieké 6,0 °N,
6,3 °N ir 6,6 °N atitinkamai po 24 val. fermentacijos. MaZiausios BTR vertés fiksuotos su L. brevis —
5,7 °N. Po 48 val fermentacijos didziausios BTR vertés fiksuotos su L. paracasei (vidutiniskai 10,5
°N) ir L. casei (vidutiniskai 10,3 °N). Sios bakterijos gerai produkavo riigitis iki pat fermentacijos
pabaigos, tai parodo ir jy mazas pH. Taigi, bendrai galima daryti prielaidg, kad L. plantarum
intensyviausiai produkuoja organines riigstis, pagrindinius PRB fermentacijos metabolitus.

3.2.2. Pieno rugsties izomery pokyciai Fusarium spp. uzkrésty mieZiy fermentacijos metu

Daugelis organizmy gamina pieno riigS§t; fermentacijos biidu, tafiau pieno riigSties gamybai
pramoniniu badu svarbiausios padermés naudojamos yra i§ Lactobacillus ir Rhizopus oryzae genties.
L(+)-pieno rugstis yra vienintelis optinis izomeras, naudojamas farmacijos ir maisto pramongje, nes
Zmogaus organizmas Yyra pasisavina tik $ig forma.

Sio eksperimento metu vertinti L(+) pieno riigities izomero poky¢iai naudojant Fusarium spp.
uzkrésty mieziy fermentacijai jvairias PRB padermes (6 pav.).
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6 pav. L(+) pieno riigsties izomero pokyc¢iai skirtingos Fusarium spp. tarSos méginiy fermentacijos metu (po
O val.; 24 val. ir 48 val.)

L(+) pieno rugsties izomero, susidarancio atskirais fermentacijos etapais, koncentracijos nustatytos
tokios: po 24 val. fermentacijos fiksuota vidutiniskai 7,21 g/100 g koncentracija ir po 48 val. — 8,72
0/100 g. Tarp PRB padermiy nustatyti reikSmingi skirtumai pagal L(+) pieno riigsties izomero
susidarymg. Didziausi vidutiniai §io izomero kiekiai po 24 val. L. casei ir L. plantarum fermentacijos
nustatyti mieziy méginiuose atitinkamai 10,47 g/100 g ir 9,54 g/100 g. Skirtingai, L. brevis ir L.
uvarum fermentuotuose meéginiuose susidaré po pirmo etapo mazos L(+) pieno rigsties izomero
koncentracijos atitinkamai 3,32 g/100 g ir 5,53 g/100 g. L. paracasei pagal L(+) pieno ragsties
izomero susidarymo intensyvuma uzémé tarping padétj — 7,17 g/100 g. Antrojo fermentacijos etapo
metu (po 48 val.) daugumoje L. plantarum fermentuoty gridy méginiy buvo fiksuotas tirto izomero
koncentracijos padidéjimas vidutini$kai iki 11,88 g/100 g. Pazymétina, fermentuojant méginius su
kitomis PRB padermémis taip pat buvo stebimas L(+) pieno riigsties izomero kiekio padidéjimas,
taciau jis priklausé nuo meginio tarSos lygio. Didziausiu atsparumu fermentacijos terpés tarSai
pasizyméjo tokios bakterijos kaip L. plantarum, kuri iSliecka gyvybinga net ir labiausiai uzterStame
méginyje (B5) ir geba produkuoti metabolitus, tai patvirtina pH ir BTR tyrimy rezultatai.
Atsizvelgiant j atliktus pH ir BTR tyrimus, L. uvarum ir L. brevis buvo jautresnés méginiy tarsai.

Atlikus statistinj duomeny vertinimg, matoma, kad pieno rugsties L(+) izomero jtaka antigrybiniam
poveikiui yra vidutiné (R?=0,5878) ir ji labiau pasireiskia maZziau uZter§tuose mieziy méginiuose.
Panasiis rezultatai gauti tiriant pieno rtgsties detoksikuojantj terpei poveikj ir kituose literatiiros
Saltiniuose, pagal kuriuos antimikrobinis poveikis gali priklausyti nuo mikotoksiny koncentracijos, o
pieno rigstis nebiitinai yra reikSmingas komponentas mikotoksiny detoksikuojanc¢iam poveikiui
[104].

3.3. PRB fermentacijos jtaka DON ir DON konjugatams

Siame skyriuje pateikta PRB fermentacijos proceso jtaka DON ir DON konjugaty (D3G, 3-ADON,
15-ADON) kokybinei ir kiekybinei sudéciai skirtingo Fusarium spp. uzterStumo mieziy méginiuose
naudojant skirtingas PRB padermes (7 pav.). Visoms PRB paderméms buvo atlikta regresiné analize,
siekiant apibiidinti jy biokonversijos geb&jima po 48 val. fermentacijos optimaliose sglygose.
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DON kiekiy analizés rezultatai (prieS ir po fermentacijos) patvirtino, kad fermentacijos metu
mikotoksino biotransformacijos laipsnis (iSreiSkiamas kaip vidutinis DON kiekis) nustatytas 31 %
mazesnis nei kontrolinio méginio (7 pav.). Fermentuojant didziausio uZzterStumo méginius (6563
pug/kg DON) DON sumazgjo 32,2 % lyginant su biologiskai apdorotais maziau uzterStais DON
méginiais (<1000 pg/kg). Taigi, naudojant L. uvarum fermentacija galima pasiekti reik§mingg DON
sumazéjimg esant skirtingam mieziy gridy uzterStumo lygiui (6563, 996 ir 248 ug/kg DON)
atitinkamai 1,7; 1,7 ir 1,6 karto. L. casei, L. plantarum ir L. brevis fermentacijos metu DON Kkiekis
labai uZzterStuose (6563 ug/kg) fermentuotuose méginiuose, lyginant su kontroliniais mieziy
méginiais be biologinio apdorojimo, sumazéjo 48,8 %, 46,9 % ir 21,3 %, o su L. paracasei tik 3,6 %,
(7 A pav.).
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7 pav. DON ir DON konjugaty (D3G, 15-ADON, 3-ADON) koncentracijy pokyc¢iai PRB fermentacijos
skirtingo uzterStumo mieziy griidy méginiuose naudojant skirtingas PRB padermes

Kickybiné DON konjuguoty formy analizé parodé reikSmingg D3G, 3-ADON ir 15-ADON
sumazéjimg PRB fermentuotuose mieziy meéginiuose. D3G kiekis fermentuotuose méginiuose,
lyginant su kontroliniais méginiais be biologinio apdorojimo, sumazéjo vidutiniskai 78 % (7 B pav.).
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15-ADON kiekis fermentuotuose méginiuose, lyginant su kontrole, sumaz¢jo vidutiniskai 45,4 % (7
C pav.), 0 3-ADON sumazéjimo pokytis fermentacijos metu sudaré vidutiniskai 54,6 % (7 D pav.).

Siame eksperimente gauti rezultatai rodo, kad daugumos padermiy fermentacijos metu nustatytas
keliy DON konjugaty kiekio sumazéjimas iSryskinant PRB padermés jtaka Siems pokyc¢iams. Pasak
vieny tyréjy [16], PRB detoksikacijos lygis priklauso nuo PRB Igsteliy tankio ir gyvybingumo bei
terpés pH. Naudotos eksperimente PRB padermés skyrési pagal Sias savybes, todél PRB padermiy
atsakas ] terpés uzterStumo lygj tarp mikroorganizmy taip pat buvo skirtingas. PRB padermiy
atsparumas fermentacijos terpés tarSai buvo jrodytas Siame tyrime vertinant PRB augimo
intensyvumga skirtingos Fusarium spp. tarSos méginiuose

Gauti rezultatai sutampa ir su kity tyréjy rezultatais [105], patvirtinanciais skirtingy PRB padermiy
geba sumazinti mikotoksiny (tokiy kaip DON ir fumoniziny Bl ir B2) kiekj. Nustatyta, kad
Lactobacillus delbriieckii ssp. bulgaricus sumazino DON iki 55 %, o L. rhamnosus GG — iki ~ 54 %
[105]. Miktoksiny tokiy trichoteceny kaip DON, 3-ADON, nivalenolis (NIV), diacetoksicirpenolis
(DAS), fuzarenonas (FX), T-2 toksinas (T-2) ir HT-2 toksinas (HT-2) sumazinimo fermentacijos
metu galimybés taip pat buvo tiriamos ir apraSomos kituose straipsniuose [106]. Pateikti Sioje
publikacijoje rezultatai patvirtino, kad atitinkamos PRB padermés sugebéjo suriSti septynis
trichotecenus (i$ skystos terpés). Autoriai jrodé¢, kad PRB efektyvumas mazinant trichotecenus (20
pg/ml) labai skyrési nuo tirty toksiny ir PRB padermiy. Veiksmingiausia padermé sugebéjo suristi
keturis i§ septyniy tirty toksiny neaptinkant skilimo produkty. Suristy toksiny procentas kito ribose
nuo 18 % iki 93 % [106], tac¢iau nei viena i§ naudoty PRB nesugebéjo suristi 3-ADON [64].

Biologinis mikotoksiny sumaz¢jimas fermentacijos terpéje galimas naudojant kelis mechanizmus,
pavyzdziui, absorbuojant gyvybingoms PRB lasteléms arba vykstant fermentiniam mikotoksiny
skaidymui ir susidarant fermentacijos metabolity ir mikotoksiny sgveikoms [16], [107].

Siekiant uztikrinti fermentuoty mieziy produkty sauguma, reikia atsizvelgti 1 bakterijy absorbcijos
mechanizmg ir PRB-mikotoksiny komplekso toksiskuma [64].

Fermentinis gryby aktyvumas uZterStuose gruduose (prie§ fermentacijg) taip pat gali dalyvauti
mikotoksiny skaidymo mechanizme PRB fermentacijos metu, paverciant juos netoksiskais junginiais.
Todé¢l kitame eksperimento etape buvo tiriami uzterSty mieziy méginiy fermentiniai profiliai ir jy
rySys su tirtais mikotoksinais.

3.4. Fermentiniy aktyvumy poky¢iai PRB fermentacijos metu ir ju rySys su mikotoksinais

Kai kurie aktyviis fermentai gali dalyvauti DON ir DON konjugaty detoksikacijos mechanizme
skaidant mikotoksiny struktiirg ir susidarant maZiau toksiSkiems metabolitams. Literatiiroje teigiama,
kad grybai gali buti fermenty, galinciy paversti mikotoksinus ; maZiau toksiSkus ar netoksisSkus
produktus, Saltinis. Jie gali biiti naudojami Zemés tikio produkty saugos pagerinimui arba kaip priedai
pasary gamyboje [108].

Sio eksperimento metu siekiama i3siaiskinti fermenty (amilolitiniy, ksilanolitiniy ir proteolitiniy)
vaidmenj DON toksiny mieziy griduose detoksikacijos procese vertinant:

1. Fusarium spp. uzkréstus mieziy grudus (prie§ fermentacijg) ir kitame etape
2. fermentiniy aktyvumy pokycius PRB fermentacijos metu.
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3.4.1. Fusarium spp. uzkrésty mieziy griiddy fermentiniai aktyvumai ir jy rySys su
mikotoksinais

Pirmame eksperimento etape analizuojami fermentiniai aktyvumai skirtingo Fusarium spp.
uzterStumo mieziy méginiy (prie§ PRB fermentacijg jvertinant grybiniy fermenty aktyvuma atémus
griidy) ir jy rySys su mikotoksinais tokiais kaip DON ir DON konjugatais.

3.4.1.1. Amilolitinis aktyvumas

Amilolitinio aktyvumo skirtingos Fusarium spp. tarSos mieziy griduose ir ry$io su DON bei DON
konjugatais tyrimy rezultatai pateikti 8 pav.
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8 pav. Amilolitiniai aktyvumai skirtingo uzterStumo mieziy méginiuose (prie$ fermentacija) ir jy rySys su
DON bei DON konjuguotomis formomis
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8 pav (tesinys). Amilolitiniai aktyvumai skirtingo uzter§tumo mieziy méginiuose (pries fermentacijg) ir jy
rySys su DON bei DON konjuguotomis formomis

Amilolitinis aktyvumas Fusarium spp. uzterStuose mieziy griduose kito ribose nuo 217 iki 295 AV/g
(8 pav.). Tarp amilolitinio fermentinio aktyvumo skirtingos tarSos griduose ir juose esanciy
mikotoksiny (DON, D3G, 15-ADON) nustatytas silpnas rysys (atitinkamai R?=0,3554, R?=0,3928 ir
R?=0,3831) rodantis, kad S$iuo toksinus produkuojantys mikroskopiniai grybai nepasizymi
amilolitiniu aktyvumu. Tarp amilolitinio aktyvumo ir 3-ADON nustatytas vidutinio stiprumo rysys
(R?=0,4979), leidziantis manyti, kad §j DON konjugata produkuojantys grybai gali pasizyméti
amilolitiniu aktyvumu.

3.4.1.2. Ksilanolitinis aktyvumas

Skirtingo uzterStumo mieZiy méginiy ksilanolitinio aktyvumo ir jy rySio su DON ir DON konjugatais
tyrimy rezultatai pateikti grafiskai (9 pav.).
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9 pav. Ksilanolitiniy fermenty aktyvumai skirtingo uzterStumo mieziy méginiuose (pries fermentacija) ir
rySys su DON bei DON konjuguotomis formomis
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9 pav (tgsinys). Ksilanolitiniy fermenty aktyvumai skirtingo uzter§tumo mieziy méginiuose (pries
fermentacija) ir rySys su DON bei DON konjuguotomis formomis

Tirtuose méginiuose ksilanolitinio aktyvumo vertés kinta nuo 199 iki 621 KA/g. Didéjant ksilanaziy
aktyvumui stebimas ir mikotoksiny koncentracijos uzkréstuose meéginiuose didé¢jimas. Labai stipriis
teigiami rySiai nustatyti tarp ksilanolitinio fermenty aktyvumo ir tokiy mikotoksiny kaip D3G ir 3-
ADON (atitinkamai R?=0,9054, R?=0,9615). Tarp ksilanaziy aktyvumo ir kity analizuoty
mikotoksiny taip pat fiksuoti labai stipriis teigiami rysiai: DON (R?=0,8968) ir 15-ADON
(R?=0,8856). Taigi, gauti rezultatai rodo kad Fusarium spp. mikroskopiniai grybai, produkuojantys
DON ir tirtus DON konjugatus, pasizymi ksilanaziniu akatyvumu.

3.4.1.3. Proteolitinis aktyvumas

Siame tyrime analizuojamas proteolitinis fermentinis aktyvumas skirtingo Fusarium spp. grybo
uzterStumo mieziy grildy méginiuose bei jo rySys su mikotoksiny koncentracijomis skirtingo
Fusarium spp. uZterStumo mieziy méginiuose (10 pav.).
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10 pav. Proteolitiniy fermenty aktyvumai skirtingo uzter§tumo mieZiy méginiuose (prie$§ fermentacija) ir jy
rySys su DON bei DON konjuguotomis formomis
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10 pav (tesinys). Proteolitiniy fermenty aktyvumai skirtingo uzterStumo mieziy méginiuose (pries
fermentacijg) ir jy rySys su DON bei DON konjuguotomis formomis

Tirtuose mieziy méginiuose (10 pav.) proteolitinis aktyvumas kinta nuo 70 iki 194 PU/g. Didéjant
proteolitiniam aktyvumui, taip pat did¢jo tirty mikotoksiny koncentracijos, didZiausios tirto
fermentinio aktyvumo vertés fiksuotos didZiausios tarSos méginiuose. Stiprus rySys nustatytas tarp
proteolitinio aktyvumo ir DON (R?=0,7128), o taip pat D3G (R?=0,7283) ir 15-ADON (R?=0,7634).
Labai stiprus teigiamas rysys nustatytas tarp proteolitinio aktyvumo ir 3-ADON (R?=0,8336). Visais
atvejais didesnis proteolitinis aktyvumas buvo stebimas méginiuose, kuriuose nustatyti ir didesni 3-
ADON Kkiekial.

Taigi, gauti tyrimy rezultatai rodo, kad Fusarium spp. grybai mieziy griiduose pasizymi placiu
fermentinio aktyvumo spektru, kurj patvirtina ir kity tyréjy darbai. Pagal C. GeiBlinger ir kt. [109]. F.
graminearum infekcija gali sukelti reikSmingus angliavandeniy, baltymy ir lipidy sudéties pokycius.
Tiriant giidinius javus kepiniy ruoSimui, nustatytas stiprus koreliacinis rySys tarp Fusarium infekcijos
ir gryby fermenty, tokiy kaip amilazés, chitinazés, celiulazés, gliukanazés, ksilanazés ir proteazes,
aktyvumo. Pavyzdziui, zinoma, kad kai kurie Fusarium spp. gali padidinti salykle proteolize ir
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citolize. Kai kuriy fermenty perteklius taip pat gali turéti neigiamg jtaka salyklo ir alaus kokybei.
Didesnis amilolitinis aktyvumas gali padidinti salyklo nuostolius gamybos metu, nes suskaidytas
krakmolas sudaro palankias salygas patogenams maitintis. Didesnis proteolitinis aktyvumas gali
sukelti alaus putojimo problemy, be to, dél didesnio citolitinio aktyvumo salyklo gamybos metu per
daug modifikuojamas salyklas.

3.4.2. Fermentiniy aktyvumy poky¢iai PRB fermentacijos metu

Sio eksperimento metu analizuoti fermentinio aktyvumo profiliai (amilolitinio, proteolitinio ir
ksilanolitinio aktyvumy) ir jy savitumai PRB fermentacijos metu naudojant antimikrobinémis
savybémis pasizymin¢ius PRB padermes. Tyrimy rezultatai pateikti 11; 12 ir 13 paveiksluose.

Po fermentacijos

Amilolitinis akt., AV/g

Pries L. uvarum L. Brevis L. plantarum
fermentacijg

L. paracasei

I B 1 | SO 1682 B3 e B4 T BS

11 pav. Amilolitinio aktyvumo poky¢iai mieziy méginiuose (B1, B2, B3, B4, B5) fermentacijos metu

Amilolitinis fermenty aktyvumas PRB fermentacijos metu sumaZzéjo lyginant su Sio aktyvumo
tyrimy rezultatais, nustatytais gridinéje zaliavoje prie$ fermentacijg, vidutiniSkai nuo 266 iki 65
AV/g. Lyginant tarpusavyje fermentuotus mieziy gridus pagal amilolitinj aktyvumg, matomas
skirtumas tarp naudoty fermentacijai PRB padermiy: didziausias vidutinis fermentinis aktyvumas
nustatytas L. paracasei ir L. casei fermentuotuose méginiuose (atitinkamai 115 ir 98 AV/g), tuo tarpu
reikSmingai mazesnés tirto fermentinio aktyvumo vertés fiksuotos L. plantarum, L. uvarum ir L.
brevis fermentuotuose méginiuose (vidutiniskai 24, 39 ir 48 AV/g).

Vertinant ry$j tarp amilolitinio aktyvumo jvairiomis PRB padermémis fermentuotuose mieziy
griiduose ir DON koncentracijos, stiprus rysys aptiktais tarp L. brevis ir DON (R?=0,9225) ir vidutinio
stiprumo — tarp L. uvarum ir DON (R%=0,6502), tuo tarpu tarp kity PRB padermiy ir DON
mikotoksino reik§mingy rysiy neaptikta (L. plantarum R?=0,0933, L. casei R?=0,0448 ir L. paracasei
R?=0,0807).

Ksilanolitinio aktyvumo PRB fermentacijos metu tyrimy rezultatai, pateikti 12 paveiksle, rodo apie
reikSmingg jy sumazéjimg vidutiniskai nuo 364 KA/g (grudinéje zaliavoje prie§ fermentacija) iki 87
KA/g (po fermentacijos).
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12 pav. Ksilanolitinio aktyvumo pokyc¢iai mieziy méginiuose (B1, B2, B3, B4, B5) fermentacijos metu

Lyginant tarpusavyje skirtingomis PRB padermémis fermentuotus mieziy gradus pagal ksilanolitinio
aktyvumo vertes, L. brevis ir L. uvarus (kai kurie méginiai), pasizymi didesniu aktyvumu nei
fermentuoti tokiomis PRB kaip L.plantarum, L. casei ir L. paracasei. Vertinant PRB padermy
ksilanolitinio aktyvumo fermentuotuose mieziuose rySius su DON koncentracijomis, gautas silpnas
rysys tik tarp L. uvarum ir DON (R?=0,3558), o taip pat L. casei ir DON (R?=0,3882). Su kitomis
PRB padermémis ir DON ry$io neaptikta.

Proteolitinio aktyvumo tyrimy rezultatai mieziy méginiy fermentacijos metu, pateikti 13 pav., rodo
aktyvumy padidéjima vidutiniskai nuo 127 iki 288 PU/g.
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13 pav. Proteolitinio aktyvumo poky¢iai mieziy méginiuose (B1, B2, B3, B4, B5) fermentacijos metu

Didziausias proteolitinio aktyvumo padidé¢jimas, lyginant su kitomis PRB padermémis pasireiské L
uvarum fermentuotuotose meéginiuose (vidutiniskai 605 PU/g) ir jis nepriklausé¢ nuo méginio tarsos
lygio. ReikSmingas proteolitinio aktyvumo padidéjimas, lyginant su grudine zaliava, fiksuotas ir L.
plantarum ir L. casei fermentacijos metu ir jis labiau iSryskéjo didesnés tarSos méginiuose (B3 ir B4).
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Papildomai grafiskai (14 pav.) pateikti palyginamieji fermentiniy aktyvumy (amilolitinio,
ksilanolitinio ir proteolitinio) PRB fermentacijos metu (prie$ ir po fermentacijos) tyrimo rezultatai
maziausio ir didziausio DON uzterStumo méginiuose (B2 ir B5). Sprendziant i§ fermentiniy
aktyvumy pokyciy fermentacijos metu maziausio uzterStumo meéginyje (B2), galima prognozuoti apie
PRB fermenty jtaka mikotoksiny detoksikacijos procese, o pagal didziausio Fusarium spp.
uzterStumo méginiy (B4 ir B5) fermentiniy aktyvumy tyrimy rezultatus — apie mikroskopiniy gryby
jtaka tirty mikotoksiny detoksikacijos procese.

IS grafiko (14 pav.) matomas tiek PRB, tiek ir gryby vidutinis proteolitinio aktyvumo padidéjimas
fermentacijos metu atitinkamai nuo 70 iki 188 PU/g (B2 méginyje) ir nuo 194 iki 331 PU/g (B5
meéginyje).
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14 pav. Fermentiniy aktyvumy (amilolitinio, ksilanolitinio ir proteolitinio) poky¢iai PRB fermentacijos metu
vieno i§ maziausio (B2) ir didziausio (B5) uzterStumo méginiuose

Tarp proteolitinio fermentinio aktyvumo ir DON mikotoksino didesnés tarSos méginyje nustatyta
teigiamas vidutinio stiprumo rySys (R?=0,5610) leidZia manyti kas galimg grybiniy proteolitiniy
fermenty dalyvavimg DON detoksikacijos mechanizme. Tuo tarpu kity fermentiniy aktyvumy
poveikis (iskaitas ksilanolitinio aktyvumo) tirty mikotoksiny mazinimui nebuvo reik§mingas.

Fusarium spp. iSgyvena placiame temperatiros ir pH diapazone. Pagal literatirg [110], F.
graminearum izoliatai reikSmingai skiriasi pagal reikalavimus temperattrai ir pH. Nustatyta, kad
geriausiai izoliatai augo esant 25 — 30 °C temperatiiry diapazone ir pH 5, taciau augimo greitis skyrési
[110]. Kai kurie mokslininkai skelbia apie riig§tinj pH, skatinantj visy Fusarium spp., F. oxysporum
ir F. solani geriausig dauginimasi esant pH 4,5 ir 6,0, o F. graminearum ir F. equise — esant
atitinkamai pH 3,51ir 6,5 [110]. Taigi, grybai gali augti ir sporas formuoti esant pla¢iam pH diapazonui
vidutiniskai nuo 4,0 iki 8,0. Kai kurios Fusarium spp. rii§ys auga ir sporas formuoja intervale nuo 5,0
iki 6,0 [110].

Siame eksperimente fermentuoty mieziy gridy méginiy pH (3.2.1 skyrius) buvo ribose 3,5 — 4,0.
Pagal literatiirg [110] esant tokiam pH dar galimas Fusarium spp. gryby dauginimasis. Jvertinant tai
galima manyti, kad didelio uzterStumo méginyje suaktyvejo gryby proteolitinis aktyvumas, galéjes
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turéti jtakos mikotoksiny detoksikacijai. Proteolitinio aktyvumo padidéjimas viename i$ maziausiai
uzterSty méginiy (B2) taip pat rodo apie galimg PRB dalyvavima detoksikacijos procese.
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15 pav. PRB padermiy fermentiniy aktyvumy (amilolitinio, ksilanolitinio ir proteolitinio) pokyciai PRB
fermentacijos metu

Didziausiu proteolitiniu aktyvumu visuose méginiuose i$siskyré L. uvarumn ir L. casei. Tiriant
proteolitinio aktyvumo PRB fermentuotuose mieziuose rysj su DON koncentracija fermentuotuose
mieziy méginiuose, stiprus rySys nustatytas tarp L. casei ir DON (R?=0,8693) ir silpnas rysys
fiksuotas tarp L. uvarum ir DON (R?=0,2167), nors §i padermé visuose méginiuose issiskyré
auk$tomis proteolitinio aktyvumo vertémis. Tarp kity PRB padermiy ir DON reik§mingy rysiy
neaptikta. Pazymétina, kad L. casei taip pat gerai dauginosi fermentacijos metu skirtingos tarSos
mieziuose ir gamino organines ragstis. L. casei fermentuotuose méginiuose buvo fiksuotas vienas i$
efektyviausiy DON koncentracijos sumaz¢jimy.

Sprendziant 1§ gauty tyrimy rezultaty, matoma, kad amilolitinis fermentinis aktyvumas turéjo silpng
ry$] su mikroskopiniais grybais, galin€iais formuoti DON ir DON konjugatus ir $is aktyvumas mazg¢jo
PRB fermentacijos metu. Tarp kai kuriy PRB padermiy amilolitinio aktyvumo ir DON
fermentuotuose méginiuose aptiktas stiprus rySys. Ksilanolitinis ir proteolitins aktyvumas, skirtingai
nei amilolitinis, turéjo sgsaja su grudinéje zaliavoje esanciais grybais, dalyvaujanciais mikotoksiny
susidarymo procese. Taciau ksilanolitinio aktyvumo vertés fermentacijos metu daugumoje atvejy
mazejo, nerodant atskiry PRB aktyvumo rySio su tirtais mikotoksinais. Tokiu biidu, galima daryti
prielaida, kad proteolitiniu aktyvumu griidingje Zaliavoje pasizymintys grybai gali suaktyvéti
fermentacijos salygose ir dalyvauti kombinacijoje su PRB (pvz., L. casei) mikotoksiny detoksikacijos
procese. Taigi, neatmetama galimybé, kad tiek mikroskopiniai grybai, tiek ir bakterijos gali veikti
kompleksiskai mikotoksiny detoksikacijos procese ir jy proteolitinis aktyvumas pagal S$io
eksperimento rezultatus turéty tam svarbiausig reikSme.
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3.5. Pienariigstés fermentacijos taikymo galimybés salykloju apdorojimui

PRB panaudojimo galimybés yra placiai zinomos [3], [102], [15]. Jos gali pagerinti ne tik maistines
savybes, bet ir gali biiti naudojamos kaip biologinés kontrolés priemonés nuo kenksmingy organizmy
ar toksiniy gryby, tokiy kaip Fusarium spp., o taip pat ir siekiant pagerinti salyklo apdorojimo
potencialg [68]. Salyklojai yra jautri terpé mikrobiologinei tarSai [104], todél siekiant iSvengti
produkty uzterSimo patogeniniais mikroorganizmais, pelésiais ar mielémis, gali biiti naudojamos tam
tikros PRB padermés, kurios gamina skirtingus slopinancius junginius (organines ragstis ir kt.) [111].

3.5.1. Ekstruzijos proceso jtaka salykloju cheminei sudéciai ir funkcinéms savybéms

Maisto pramonés antriniai produktai, jskaitant padidinto drégnio salyklojus yra jautris mikrobinei
tarSai ir jy laikymas be papildomo apdorojimo yra ribotas. Laikymo salygos yra svarbus veiksnys
mikotoksiny ir mikrobiologinés tarSos kontrolei [12]. Didelé drégmé ir temperatira yra du
pagrindiniai veiksniai, kurie skatina laikymo metu kenksmingy organizmy augima ir mikotoksiny
susidarymg [12]. Yra praneSimy, kad mikotoksiny kiekis gali padidéti mieziy dygimo metu bei
salyklo ar alaus gamybos procese [112]. Literatiiroje aptarti buidai salyklojy mikrobinés tarSos
prevencijai ar mikotoksiny mazinimui [12]. Vienas i§ galimy sprendimy — fizinis apdorojimas, toks
kaip zaliavos riisiavimas, apdorojimas mikrobangomis, §vitinimas, ekstruzija ir kt. [12]. Tokie fiziniai
metodai, kaip ekstruzija neuZztikrina visiSkos Zzaliavos detoksikacijos, taCiau prisideda prie
kenksmingy medziagy mazinimo [12], pvz., ekstruzijos metu susidarant granuléms pasikeicia
apdorojamos masés pavirSiaus plotas, todél mikotoksiny kiekis galutiniame produkte sumazéja [12].
Taip pat naudojant ekstruzija sumazéja drégmés kiekis, kuris apsprendzia pasalinés mikrofloros
dauginimasi [12].

Daugybé Saliy taiko reglamentus, nurodancius didziausig leisting DON koncentracijg grudy
produktuose (iki 750 ug/kg) [91]. Taciau, néra normy dél priimtino mikotoksiny kiekio aluje, tik
i§skiriama leistina paros norma (LPN), pagal kurig DON yra 1 pg/kg kiino masés [113]. Todél svarbu
ieSkoti ir taikyti efektyvius biidus, kurie galéty sumazinti DON kiekius ir galimus nuostolius alaus
pramonei ir Zmogaus sveikatai.

Pradiniame darbo etape buvo analizuota ekstruzijos jtaka, naudojant skirtingus temperatiirinius
rezimus miezinio salyklojaus ir kvie¢iy séleny miSinio mikrobiologijai (16 pav.), cheminei sudé¢iai
ir funkcinéms savybéms, galincioms turéti jtakos PRB fermentacijos procesui (5 lentelé¢).

Salyklojy mikrobiologinés tarSos pokyciai ekstruzijos metu vertinti pagal bendrg mikroorganizmy
skaiciy (16 pav.).

49



6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

BMS, log10 KSV/g

1,00

0,00
Kontrole 60 °C 90 °C 110°C

16 pav. Bendro mikroorganizmy skai¢iaus (BMS) poky¢iai salyklojy ekstruzijos metu naudojant skirtingus
temperatirinius rezimus (60 °C; 90 °C ir 110 °C)

Tyrimai parodé, kad salyklojuose, apdorotuose ekstruzija esant 60 °C temperattirai, mikroorganizmy
kiekis nustatytas 3,70 logio KSV/g t.y. lyginant su kontrole (5,17 logio KSV/g) sumazéjo 29 %. Pagal
PSO [119], mikroorganizmy dauginimasis létéja esant 60 — 65 °C temperatiirai, taciau
mikroorganizmy nesunaikina. Todél Sia temperatiira apdorotus salyklojus reikéty papildomai tikrinti
arba eliminuoti i§ maisto gamybos grandinés.

Ekstruduojant salyklojus 90 °C ir 110 °C temperatiirose, mikroorganizmy nebuvo aptikta, nes esant
tokioms auk$toms temperatiroms dauguma mikroorganizmy negali daugintis [119] ir taip
uztikrinama mikrobiologiné produkto sauga.

I$ gauty rezultaty (5 lentelé.) matoma, kad tirti méginiai nesiskiria tarpusavyje, o taip pat ir nuo
kontrolés pagal baltymy kiekj (vidutiniskai 19,75 %). Pagal literatiirg ekstruzija neturi reikSmingos
jtakos bendram baltymy kiekiui, tadiau galimas tirpiyjy baltymy kiekio sumazinimas [114]. Sio
eksperimento metu, tirpiy baltymy kiekis sumazgjo tirtuose meéginiuose didéjant temperatirai,
lyginant su kontrole (be apdorojimo) vidutiniskai nuo 4,70 iki 545 pug/g.
Apdorojant mase zemesnése temperatiirose (60 °C ir 90 °C) buvo stebima fenoliniy junginiy didéjimo
tendencija, taciau apdorojant didziausia temperatira (110 °C), lyginant su kontrole, nustatytas
reik§mingas bendro fenoliniy junginiy kiekio sumazéjimas (62 %). Literatiiroje pateikti rezultatai
gaminant ekstruzijos biidu aviZinius dribsnius sutampa su miisy eksperimento rezultatais, kad
fenoliniy junginiy kiekis sumazéjo kai galiné ekstruderio temperatiira sieké 110 °C [115].

Redukuojanc¢iy sacharidy kiekis tiriamuose meéginiuose, lyginant su kontrole, mazai tarpusavyje
skiriasi naudojant Zemesnius temperatirinius rezimus: 60 °C — 30,38 £+ 0,00 ir 90 °C — 25,38 + 0,00
taCiau matomas zenklus jy sumazéjimas apdorojant 110 °C temperatiroje (5,38 + 0,00). Toks
redukuojanciy cukry sumazejimas galéty biiti siejamas su Majaro reakcija, vykstant ekstruzijos metu
amino ragsciy ir redukuojanciy sacharidy kompleksy susidarymui [114].

Mineraliniy medziagy kiekis kinta nuo 3,11 iki 3,50 % ir jam neturi reikSmingos jtakos temperatiirinio
rezimo poky¢iai. Tokie duomenys yra panasis ir paskelbtuose literatiiros Saltiniuose [116].
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5 lentelé. Salyklojy cheminés savybés

Temperatiriniai | Bendras baltymy | Tirpis Mineralinés Redukuojantys Fenoliniai
reZimai kiekis, % baltymai, ng/g | medziagos, % | sacharidai, mg/g | junginiai, mg/g
Kontrolé 19,67 £+ 0,89 4,70+ 0,12 3,11+0,17 26,63 + 0,00 0,13 +0,01
60 °C 19,74 £ 0,28 5,01+ 0,00 3,19+0,20 30,38 + 0,00 0,16 +£0,02
90 °C 20,37+ 0,61 5,78+ 0,09 3,50+ 0,41 25,38 £ 0,00 0,18 +0,01
110 °C 19,24 +£ 0,17 5,55+ 0,03 3,23 +0,02 5,38 +£0,00 0,05+ 0,01

Skaiduliniy medziagy ekstruzijos metu tyrimy rezultatai pateikti 17 pav., rodo bendrg tendencija, kad
didéjant ekstruzijos metu temperatiirai, keiiasi tirpiy ir netirpiy skaiduliniy medziagy santykis.
Pateikti tyrimy duomenys panass ir su literatiiroje pateiktais, kuriuose buvo vykdoma ekstruzija 130
°C temperatiiroje [117]. Zinoma, kad tirpios maistinés skaidulos suteikia didesn; tiirj ekstruduotiems
produktams, nei netirpios skaidulos, taciau esant per daug tirpiyjy skaiduly, gali pakisti masés
tekstiira (padidéjant jos ,,gleivétumui‘) ir tai gali apsunkinti ekstruzijos procesa. Jvairis tyrimai rodo,
kad maistiniy skaiduly, o ypac tirpiy padaugéja po apdorojimo ekstruzija [118]. MieZiuose Sis
poveikis labiausiai siejamas su B-gliukano tirpumo padidéjimu [119]. Netirpios skaidulos turi jtakos
gaminio kietumui, tekstiira tampa kietesné. Taip pat jos turi jtakos savitajam tariui [119]. Netirpiy ir
tirpiy skaiduliniy medziagy pokycius ekstruzijos metu apsprendzia vykstantys fiziniai ir cheminiai
virsmai, o taip pat sgveika su krakmolu, vandens absorbcija ir kt. [118].

Skaidulinés medziagos, %
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90 °C 110°C

60 °C
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Tirpios Netirpios

17 pav. Tirpiy ir netirpiy skaiduliniy medziagy poky¢iai salyklojuose ekstruzijos metu naudojant skirtingus
temperattrinius rezimus (60 °C; 90 °C ir 110 °C)

Papildomai tirtos technologinés ekstruduoty salyklojy savybés vertinant kietumo parametrg.
Didziausias kietumas (6,9 N) uzfiksuotas salyklojaus méginiy, kurie buvo apdoroti 110 °C
temperatiiroje, Sioje temperatiiroje nustatytas ir didziausias netirpiy skaiduly kiekis. Pagal literatiira,
did¢jantis netirpiy skaiduly kiekis salygoja ekstruduoto produkto kietumo padidéjimg ir jo suardymui
reikalingg panaudoti didesne jéga [119]. Maziausias kietumas buvo nustatytas kontroliniui
(temperatiira neapdorotam) méginiui (5,5 N), o i§ ekstruduoty méginiy — 90 °C temperatira
apdorotuose salyklojy (5,9 N), 60 °C temperatiira apdoroty salyklojy kietumas sieké 6,1 N.

3.5.2. Ekstruduoty salyklojy PRB fermentacijos savitumai

Pieno riigsties bakterijy dauginimasis turi didel¢ reikSme salyklo ir alaus gamybos pramongje del
keliy priezasciy, tokiy kaip geresnés alaus kokybés ir saugos uztikrinimo [67].
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Sio darbo tikslas i§bandyti skirtingai apdorotus salyklojus, kaip fermentacijos terpe, PRB
kultyvavimui. Ekstruduoti salyklojai buvo fermentuojami naudojant antimikrobinémis savybémis
pasizymincias pieno rigsties bakterijas tokias kaip L. uvarum, L. brevis, L. plantarum, L. casei ir L.
paracasei.

Is PRB dauginimosi rezultaty skirtingose fermentacijos terpése (18 pav.) matoma, kad PRB kiekis
salyklojy fermentacijos metu daugiausiai padidéjo pirmo etapo metu vidutiniskai nuo 6,70 logio
KSV/g (0 val.) iki 8,12 logi0 KSV/g (po 24 val.), tuo tarpu antrojo etapo metu PRB dauginosi 1é¢iau
pasiekiant 8,87 logio KSV/g (po 48 val.).

PRB geriausiai dauginasi kontroliniuose salyklojuose (be apdorojimo ekstruzija) padidéjant jy kiekiui
fermentacijos metu (po 48 val.) vidutiniskai nuo 6,73 iki 9,07 logio KSV/g.
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18 pav. PRB dauginimosi poky¢iai skirtingo temperattirinio apdorojimo salyklojaus méginiuose

Salyklojy méginiuose, apdorotuose ekstruzija aukStesnése temperatiirose (60 °C, 90 °C, 110 °C), PRB
kiekis pirmo fermentacijos metu (po 24 val.) padidéjo vidutiniskai iki 8,05 logio KSV/g ir
dauginimasis fiksuotas létesnis nei kontroliniuose salyklojuose (be apdorojimo), kuriuose PRB kiekis
nustatytas vidutiniskai 8,32 logio KSV/g. Tokia pati tendencija buvo stebima ir po 48 val.
fermentacijos susidarant kontroliniuose méginiuose didesniam PRB kiekiui (vidutiniskai 9,07 logio
KSV/g) nei ekstruduotuose salyklojuose (vidutiniskai 8,81 logio KSV/Q).

Vertinant PRB dauginimasi tarp skirtingomis temperatiromis (60 °C, 90 °C, 110 °C) ekstruzija
apdoroty salyklojy (po 24 val.), pastebéta, kad didesnis dauginimasis yra salyklojuose apdorotuose
60 °C temperatiira (vidutiniskai 8,07 logio KSV/Qg), o taip pat ir po 48 val. fermentacijos (vidutiniskai
8,91 logi0 KSV/g).

Lyginant tirty PRB padermiy dauginimosi savitumus, nustatyta, kad geriausiai dauginosi salykly
méginiuose L. uvarum padidéjant kiekiui (po 24 val.) vidutiniskai iki 8,26 logio KSV/g. Kity PRB
padermiy (L. brevis, L. plantarum, L. paracasei) vidutiniai kiekiai tirtose terpése po pirmo
fermentacijos etapo padidéjo atitinkamai iki 8,16; 8,11 ir 8,19 logio0 KSV/g. Blogiausiai dauginosi L.
casei fiksuojant po 24 val. fermentacijos padidéjimg vidutinj iki 7,87 logio KSV/g.
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Lyginant PRB padermiy dauginimagsi po 48 val. fermentacijos, geriausiai dauginosi L. brevis, kurios
kiekis vidutiniskai padidéjo iki 9,06 logio KSV/g. Kity PRB padermiy tokiy kaip L. plantarum ir L.
casei vidutinis kiekis fermentacijos metu padidéjo atitinkami iki 8,87 ir 8,94 logio KSV/g.
Silpniausiai dauginosi salyklojuose L. uvarum ir L. paracasei, kuriy vidutinis kiekis fermentacijos
metu padidéjo atitinkamai iki 8,77 ir 8,74 logio KSV/g.

Vertinant terpés pH pokyc¢ius PRB fermentacijos metu (19 pav.), pH kito vidutini$kai nuo pH 6,1 (0
val.) iki pH 3,7 (po 24 val.) ir pH 3,5 (po 48 val.).
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19 pav. pH poky¢iai skirtingo temperatiirinio apdorojimo salyklojaus méginiuose

Intensyviausi pH poky¢€iai nustatyti pirmo fermentacijos etapo metu (po 24 val.) sumazéjant Sio
parametro vertéms vidutiniSkai iki pH 3,7. Po 48 val. fermentacijos pH vertés sumaz¢jo vidutiniSkai
iki 3,5. Tai rodo, kad antrojo periodo pH pokytis yra reik§mingai mazesnis nei pirmojo — po 24 val.
Stebima tendencija, kad pH didesni pokyciai tiek po 24 val. (vidutiniskai 3,4) fermentacijos, tiek po
48 val. (vidutiniSkai 3,3) fiksuoti kontroliniame salyklojy méginyje (be ekstruzijos) nei tiriamuose
ekstruduotuose salyklojuose vidutiniskai pH 3,7 (po 24 val.) ir pH 3,6 (48 val.). Lyginant tarpusavyje
tiriamuosius salyklojy méginius, apdorotus taikant ekstruzijos metu skirtingus temperatirinius
rezimus, didéjant temperattirai nuo 60 °C iki 110 °C pH pokytis, ypa¢ pirmo etapo metu (po 24 val.),
maze¢ja.

Sprendziant i§ PRB padermiy prisitaikymo gebos prie salyklojy terpés, L. paracasei fermentacijos
metu (po 24 val.) nustatytas maziausias pH (vidutiniskai pH 3,6), PRB padermés tokios kaip L. brevis,
L. uvarum, L. plantarum ir L. casei taip pat vidutinés pH vertés méginiuose fiksuotos atitinkamai 3,7;
3,7 3,7 ir 3,7. Antrojo fermentacijos tarpsnio metu (po 48 val.) L. uvarum ir L. brevis fermentuoty
salyklojy méginiai i$siskyré maziausiu vidutiniu pH (atitinkamai pH 3,5 ir 3,5). L. plantarum L.
paracasei ir L. casei fermentuotuose salyklojuose (po 48 val.) pH vidutinés vertés fiksuotos
atitinkamai pH 3,5, pH 3,5 ir pH 3,5.

Bendro titruojamojo ragstingumo (BTR) tyrimy duomenys (20 pav.) rodo, kad fermentacijos metu
BTR vertés didéjo nuo 0,9 °N (pradiniame taske — 0 val.) fermentacijos metu vidutini$kai iki 4,9 °N
(po 24 val.) ir 5,6 °N (po 48 val.).
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Didziausig jtaka BTR pokyc¢iui po 24 val. fermentacijos turé¢jo kontroliniy salyklojy terpé
(vidutiniskai 5,5 °N), kurioje BTR did¢jo intensyviau nei ekstruduotuose salyklojuose paveiktuose
temperatira (vidutiniskai 4,7 °N). Po 48 val. kontroliniuose salyklojo méginiuose BTR vertés islicka
didesnés (vidutiniskai 5,9 °N) nei ekstruduotuose méginiuose (vidutiniskai 5,5 °N).

Didziausios BTR vertés po 24 val. fermentacijos nustatytos L. plantarum ir L. paracasei
fermentuotuose salykluose (vidutiniskai 5,1 °N ir 5,0 °N), tuo tarpu kitomis PRB padermémis (L.
brevis, L. uvarum ir L. casei) fermentuotose salyklojuose jos buvo mazesnés iki kito ribose
vidutiniSkai (4,8 — 4,9 °N). BTR vertés fermentuoty salyklojy (po 48 val.) kito ribose nuo 5,4 °N iKi
5,7 °N nepriklausomai nuo naudotos PRB padermés.

Taigi, atlikti tyrimai rodo, kad salyklojai yra gera fermentacijos terp¢ PRB fermentacijai,
nepriklausomai nuo naudotos PRB padermés. Juose buvo stebimas geras PRB dauginimasis ir
salyklojy méginiuose PRB fermentacijos metu intensyviai kaupiasi organinés rtigstys. Salyklojuose
(be apdorojimo ekstruzija) PRB fermentacijos procesas vyko intensyviau nei ekstruduotuose
salyklojy méginiuose. Lyginant tarpusavyje naudotus temperattrinius rezimus ekstruzijos proceso
metu, PRB fermentacija vysta efektyviau naudojant Zemesnése temperattirose apdorotus salyklojus
nei ekstruduotus naudojant aukstesnes temperatiiras. Tokios tendencijos gautos ir kitame tyrime, kur
buvo analizuojama PRB fermentacijos jtaka ekstruduotoms kvietinéms sélenoms [110] ir duomenys
rodo, kad PRB geriau dauginosi ir gamino organines riigstis Zemesnése temperatiirose apdorotuose
meéginiuose. Geras PRB dauginimasis aiSkinamas tuo, kad neapdorotuose ar apdorotuose Zemesnése
temperatiirose kvietiniy s¢leny méginiuose nustatyta daugiau monosacharidy, dalyvaujan¢iy PRB
asimiliacijos procese.
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ISVADOS

1. Fusarium spp. uzterStuose mieziy griduose UHPLC-Orbitrap-HRMS jranga identifikuotas
mieziy méginiuose deoksinivalenolis (DON), kurio koncentracija kito nuo 223 pg/kg iki 6563
ug/kg ir DON konjugatai: DON-3-gliukozidas (D3G), 15-acetildeoksinivalenolis (15-ADON) ir
3-acetideoksinivalenolis (3-ADON) ribose nuo 22 ug/kg (B2) iki 209 ug/kg, D3G ribose nuo 97
ng/kg iki 1780 ng/kg ir 15-ADON nuo 84 pg/kg iki 929 ng/kg.

Ivertinus Fusarium spp. uZterSty mieziy grudy jtakg PRB fermentacijos procesui, nustatyta: L.
brevis gerai dauginosi skirtingos tarSos sglygose. Kai kurios PRB, tokios kaip L. uvarum ir L.
casei po 24 val., o L. plantarum (po 48 val.) buvo jautresnés tarSai ir vidutiniSkai geriau dauginasi
maziau uzterStuose méginiuose.

pH pokycius ir metabolizmo produkty susidarymg daugiausiai apsprendzia PRB padermé:
maziausias pH fiksuotas L. plantarum fermentacijos metu, o taip pat naudojant mieziy grudy
bioapdorojimui L. paracasei ir L. casei.

Tiriant PRB fermentacijos jtakg DON ir DON konjugaty Fusarium spp. uzterSty mieziy gridy
pokyc¢iams, nustatyta:

PRB fermentacija reikSmingai sumazino DON koncentracijg vidutinisSkai nuo 1698 pg/kg iki
1180 pg/kg, D3G koncentracijg nuo 519,2 pg/kg iki 113,96 ng/kg, 3-ADON nuo 82,4 pg/kg iki
37,36 pg/kg ir 15-ADON nuo 339.4 ng/kg iki 185,2 ng/kg.

Didziausias mieziy, uzter§ty DON mikotoksinais, nukenksminimo efektas pasiektas naudojant
fermentacijai L. casei padermg, bioapdorojimo metu DON kiekis mieziy méginiuose sumazéjo
vidutiniskai 47 %, D3G — 82,4 %, 15-ADON - 46,1 %, 0 3-ADON — 55 %.

L. casei gerai dauginosi fermentacijos metu skirtingos tar§os mieziuose ir gamino organines
rugstis.

2. Tiriant Fusarium spp. uzkrésty mieziy griidy fermentinius aktyvumus (amilolitinj, ksilanolitinj ir
proteolitinj) ir jy ry$j su mikotoksinais uzterStuose mieziy griduose (prie§ ir po PRB
fermentacijos) nustatyta:

Fusarium spp. mikroskopiniai grybai, produkuojantys DON ir tirtus DON konjugatus, pasizymi
placiu fermentiniy aktyvumy spektru.

PRB fermentacijos metu buvo fiksuotas amilaziy ir ksilanaziy aktyvumo mazéjimas, skirtingai
proteaziy aktyvumas didéjo tiek maZo uzterStumo mieZiy méginiuose, tiek ir didelio uzterStumo.
Nustatytas rySys tarp proteolitiniu aktyvumo fermentuotuose mieziuose ir DON sumaz¢jimo
leidzia manyti, kad gryby fermentai gali dalyvauti kombinacijoje su PRB (L. casei) mikotoksiny
detoksikacijoje.

3. Tiriant PRB fermentacijos panaudojimo galimybe¢ alaus gamybos metu susidariusiy antriniy
produkty — salyklojy valorizacijai, nustatyta:

Salyklojy tyrimai patvirtino jy vertingg sudétj (19,75 % baltymy, 3,50 % mineraliniy medziagy),
kuriuos apdorojant ekstruzijos biidu galima sumazinti mikrobiologing tar$g iki 3,70 logio KSV/g,
iSliekant tam paciam baltymy kiekiui, padidinti tirpiy skaiduliniy medzZiagy ir fenoliniy junginiy
kiekj.

Salyklojai yra gera fermentacijos terpé PRB kultivavimui: juose gerai dauginosi PRB
(vidutiniskai 8,87 logio KSV/g po 48 val.) ir kaupési organinés rugstys (vidutinis pH 3,5).
Salyklojuose (be apdorojimo ekstruzija) vyko intensyviau PRB fermentacijos procesas neli
ekstruduotuose salyklojy méginiuose. Be to, fermentacija vyko intensyviau taikant Zemesnj
temperatiirinj rezimga salyklojy ekstruzijai nei aukStesnes temperatiiras.
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