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SUMMARY

As the popularity of organic farming increases, so does the demand to develop a pest
repellent protection for plants that would be harmless to the environment and would not produce
toxic waste in the final product. Lately, there has been an increased interest in microorganisms,
particularly in lactic acid bacteria (acquired GRAS status), distinguished by their antimicrobial
activity and their possible use in the development of various bio products, which in turn could be
used in organic farming and malt production.

Rigorous investigations have taken place, in which the reproductive singularity of
antimicrobial lactic acid bacteria, provided by KTU Department of Food Technology
(Pediococcus acidilactici KTU-7, Pediococcus pentosaceus KTU-8 ir Pediococcus pentosaceus
KTU-9), in different media (using arabinogalactan and permete) and produced bioproducts
antimicrobial effect along with influence on microbiological contamination reduction, that is
induced by microscopic fungi, and their effect on malting barley and wheat germination was
evaluated. During the second part of the investigation, the evaluation of bioflavonoid complex
solutions antimicrobial effect and influence on barley germination has taken place.

Results showed that fermentation medium composition with higher amounts of
arabinogalactan (without enzymatic treatment) had influence for intensity of lactic acid bacteria
fermentation processes. Also this bioproduct decreased (at an average of 36 %) microbiological
contamination of malting barley: (i) was found fungicidal effect against F. poae, P.
chrysogenum, ir P. expansum fungi and (ii) fungistatic effect against Asp. versicolor, Penic.
cyclopium ir Asp. tereus fungi growing. Bioproducts that were made using arabinogalactan,
increased (at an average of 25 %) sprouts length, but had no positive influence on germination of
malting grain.

Permeate was suitable medium for lactic acid bacteria cultivation but was less effective
than arabinogalactan.

Permeate bioproducts, fermented with Pediococcus acidilactici KTU-7, Pediococcus
pentosaceus KTU-8 at average of 32 % increased resistance of malting barley grain against fungi

and at average of 24 % reduced microbiological contamination of wheat.



Pediococcus acidilactici KTU-7, Pediococcus pentosaceus KTU-8 ir Pediococcus
pentosaceus KTU-9 fermented permeate increased contaminated malting barley and healthy
wheat germination at average of 12 % and 6 %. The best positive influence (at average of 16 %)
on Fusarium spp. contaminated wheat germination, had permeate fermented with Pediococcus
acidilactici KTU-7.

Bioflavonoids decreased malting barley microbiological contamination: 10 % solutions
had fungistatic effect against Asp. versicolor and Asp. tereus fungi and concentrated solutions
also had fungistatic effect against these fungi. Malting grain, which were treated with solutions
of bioflavonoids, germination depended from composition of bioflavonoids and from

concentration of active substance in them.
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SANTRAUKA

Didéjant ekologines Zemdirbystés populiarumui atsiranda poreikis kurti augaly apsaugos
nuo kenkéjy priemones, kurios buty draugiskos aplinkai ir vartotojas gauty saugius produktus.
Pastaruoju metu didéja susidoméjimas bioproduktais ir mikroorganizmais, ypatingai pieno
rugsties bakterijomis (patvirtintomis GRAS), pasizyminciomis antibakteriniu poveikiu ir jy
platesnémis panaudojimo galimybémis ekologiniuose tkiuose, o taip pat salyklo gamybai.

Atlikti kompleksiniai tyrimai, kuriy metu jvertintas antimikrobiniy pieno rtigsties bakterijy,
esan¢iy KTU Maisto mokslo ir technologijos katedroje (Pediococcus acidilactici KTU-7,
Pediococcus pentosaceus KTU-8 ir Pediococcus pentosaceus KTU-9) dauginimosi jvairiose
terpése (naudojant arabinogalaktang ir permiato) Kinetikos savitumas ir gauty bioprodukty
antimikrobinis poveikis, siekiant sumazinti mikrobiologing tar$g, o taip pat uztikrinti vystomy
biopreparaty teigiama poveikj salykliniy mieZiy ir kvie¢iy gridy daigumui. Antrame darbo etape
vertintas bioflavonoidy kompleksiniy preparaty antimikrobinis poveikis ir jtaka salykliniy
mieZiy daigumui.

Nustatyta, kad pieno rugsties bakterijy fermentacijos procesams teigiamos jtakos turéjo
fermentacijos terpés sudétis, naudojant jos ruoSimui didesnius arabinogalaktano kiekius (be
papildomo fermentinio apdorojimo). Be to, $is preparatas Sumazino (vidutiniskai 36 %)
mikrobiologine salykliniy mieziy tar$a: (i) nustatytas fungicidinis poveikis prie§ F. poae, P.
chrysogenum, ir P. expansum genciy mikroskopinius grybus ir (ii) fungistatinis poveikis,
slopinantis Asp. versicolor, Penic. cyclopium ir Asp. tereus mikroskopiniy gryby augima.
Bioproduktai, pagaminti naudojant arabinogalaktana, statistiSkai reikSmingai padidino
(vidutiniskai 25 %) daigeliy aukstj, ta¢iau neturéjo teigiamo poveikio salykliniy gridy daigumui.

Permiatas (isrtigy filtratas) buvo tinkama terpé tirty PRB dauginimuisi, ta¢iau maziau
efektyvi nei naudojant fermentacijos terpés ruoSimui arabinogalaktano priedus. Pediococcus
acidilactici KTU-7, Pediococcus pentosaceus KTU-8 fermentuoto permiato bioproduktai
padidino (vidutiniskai 32 %) salykliniy mieziy griidy atsparumg prie§ mikroskopinius grybus bei
sumazino (24 %) kvieciy gridy mikrobiologing tar$g. PRB padermémis (Pediococcus
acidilactici KTU-7, Pediococcus pentosaceus KTU-8 ir Pediococcus pentosaceus KTU-9)



fermentuoto premiato bioproduktai, apdorojant jais salykliniy kvie¢iy ir mieziy griidus, pagerino
uzkrésty salykliniy mieziy ir sveiky kvie¢iy daigumg (atitinkamai, 12 % ir 6 %). Fusarium spp.
uzkrésty kvieCiy daigumg (vidutiniskai 16 %) daugiausiai pagerino Pediococcus acidilactici
KTU-7 fermentuotas permiatas.

Bioflavonoidy preparatai sumazino salykliniy mieZiy mikrobiologing tar$a: 10 % Siy
bioflavonoidy preparaty tirpalai pasizyméjo fungistatiniu poveikiu prie§ Asp. versicolor ir Asp.
tereus mikroskopinius grybus; koncentruoti bioflavonoidy preparatai taip pat pasizyméjo
fungistatiniu poveikiu, slopinant mikroskopiniy gryby augimg. Salykliniy grady, apdoroty
bioflavonoidy preparatais, daigumas priklaus¢ nuo bioflavonoidy sudéties ir nuo biologiskai

veiklios medziagos juose koncentracijos.



SANTRUMPOS
KTU — 7 - Pediococcus acidilactici

KTU — 8 - Pediococcus pentosaceus
KTU -9 - Pediococcus pentosaceus
PRB — pieno riigsties bakterijos

PR — pieno riigstis



IVADAS

Visame pasaulyje grudiniy javy produktai uzima svarbig vieta Zmogaus mitybos racione ir
pasary gamyboje ir jie turi atitikti grieztus kokybés ir saugos reikalavimus. Gridy
mikrobiologinés tarSos kontrolé yra vienas svarbiausiy etapy zemés tikyje, nes mikroskopiniy
gryby sukeliamos mikotoksikozés daugiausiai priklauso nuo klimato sglygy, kuriy kontroliuoti
praktiSkai nejmanoma. D¢l Sios priezasties grudinés zaliavos tarSa jvairiais mikromicetais ir jy
produkuojamais antriniais metabolizmo produktais — mikotoksinais yra svarbus i$§tkis zemés
dkiui ir maisto pramonei, todél Sios tarSos sumazinimui turi buti skiriama ypatingai daug
démesio.

Tradicinéje zemdirbystéje griidy saugos uZztikrinimui naudojamas agrocheminés apsaugos
priemonés. Tuo tarpu ekologiSkai auginamiems produktams taikomi griezti saugos reikalavimai.
Jie turi buti iSauginti augaly apsaugai nenaudojant cheminiy medziagy. Todél didéja biologiskai
aktyviy ir veiksmingy apsaugos priemoniy poreikis, kurios bty nekenksmingos aplinkai ir
nepalikty toksiniy medziagy i§ ekologiskai uzauginty augaly gaminamuose maisto produktuose.
Svarbu kurti veiksmingas nattiralias priemones, kurios gerinty augaly atsparuma augimo metu ir
bty efektyvios po derliaus nuémimo, laikant griidus saugyklose.

Maisto pramongje gridy mikrobiologinés tarSos mazinimas aktualus tiek griudy perdirbimo
procese, tiek ir salyklo gamyboje. UZkrésti salykliniai griidai gali turéti neigiamos jtakos griidy
daigumui, mikotoksinai gali pereiti | galutinius fermentacijos produktus ir taip sumaZinti jy
sauga bei kokybe. Mikrobiologinés tarSos kontrolé salykliniy gridy perdirbimo grandingje
siegjama su kompleksiniy technologiniy sprendimy taikymu, taikant grieZta mikotoksiny kontrole
gridingje zaliavoje bei kuriant, vadovaujantis Siuolaikiniais biotechnologiniais sprendimais,
salykliniy gridy apdorojimui (detoksikacijai) nattiralias bio-priemones.

Pastaruoju metu didelio susidomé¢jimo sulauké grudinés Zaliavos detoksikacijai
biotechnologiniai preparatai, pagaminti naudojant antimikrobinémis savybémis pasiZymincius
mikroorganizmus. Respublikoje antimikrobinémis savybémis pasiZymintys mikroorganizmai
buvo iSskirti i§ ruginiy raugy ir sulauké sékmingo pritaikymo duonos pramoné¢je (FERMFOOD
projektas). Be to, detoksikuojantis efektas prieS Fusarium spp. patvirtintas, apdorojant
ekologines griidy sé¢klas bioproduktais, ruoStais su bakteriocinus gaminan¢iomis pieno rigsties
bakterijomis (BIOEKOTECH projektas). Manoma, kad antimikrobinémis savybémis
pasizymin€iy naujy bioprodukty gamybos vystymas biity perspektyvus salyklo gamybos
efektyvumo didinimui, pritaikant naujas terpes ir biologiskai aktyviy medziagy preparatus.
Vystant juos, labai svarbu jvertinti mikroorganizmy dauginimosi naujose terpése ypatumus,

antimikrobinj preparaty poveikj, biocheminius salykliniy gridy baltymy pokyc¢ius ir daiguma.
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Tai leisty geriau suprasti salykliniy gridy gamyboje vykstancius biocheminius procesus bei
uztikrinti fermentuoty produkty sauga.

Darbo tikslas: istirti jvairiy PRB biopreparaty, kuriy ruoS§imui buvo naudojamos jvairios
fermentacijos terpés (arabinogalaktano priedai ir permiatas), bei bioflavonoidy preparaty poveikj

mieziy ir kvie€iy sveikatingumo gerinimui.

Sprestini uzdaviniai:

1. Istirti skirtingy fermentacijos terpiy (permiato ir naudojant arabinogalaktano priedus)
jtaka PRB dauginimosi kinetikai.

2. Ivertinti pieno rugsties bakterijy bioprodukty, ruosty naudojant arabinogalaktana, jtaka
antimikrobiniam aktyvumui prie§ augaly patogenus.

3. Ivertinti apdorojimo bioproduktais jtakg salykliniy gridy mikrobiologinés tarSos
mazinimui.

4. Nustatyti apdorojimo bioproduktais jtaka salykliniy gridy daigumui.

5. Istirti grady apdorojimo pieno ragsties bakterijomis fermentuoto permiato jtaka
daigintuose griduose baltymy pokyciams.

6. Jvertinti bioflavonoidiniy preparaty antimikrobinj poveikj bei jy panaudojimo galimybes

salykliniy griidy tar§os mazinimui.

7. Ivertinti bioflavonoidiniy preparaty poveikj salykliniy mieziy ir kvie¢iy grady daigumui.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1.Griudy mikrobiologiné tarsa

Mikrobiologiné griidy tarSa yra vienas svarbiausiy aspekty zemés tkyje, kuris turi biiti
kontroliuojamas tiek prie§ derliaus nuémima, tiek jo sandéliavimo metu.

Labiausiai aplinkoje paplite griidus uzterSiantys mikroorganizmai yra mikromicetai, kurie
sukelia daugiausiai mikrobiologiniy problemy gruaduose. IS jy pagaminti produktai dél
sumazéjusios produkty maistinés vertés ir dél daznai jy gaminamy toksiniy junginiy tampa
netinkamais zmoniy vartojimui [1, 2,3, 4].
nuémima, yra vadinami “lauko pelésiais” [5] ir gali gaminti mikotoksinus, tiek prie§ pat derliaus
nuémima, tiek ir sandéliavimo metu. [6]

Labiausiai papilt¢ lauko mikromicetai: Alternaria, Fusarium, Aspergillus ir Penicillium,
tatiau Alternaria ir Fusarium spp. sumazéjus vandens aktyvumui (ayy), Kai grudai gerai
i8dziovinami ir tinkamai laikomi, mikotoksiny negamina [6].

Lauko mikromicetai, kurie iSlieka griidy dziovinimo metu ar pakartotinai uzkrecia griidus
po dZiovinimo, priklausomai nuo laikymo salygy grudy saugyklose, jie létai ztiva arba iSlieka
gyvybingi ilga laika. Visa tai apsprendzia tiek laikymo salygos tiek ir Zaliavos paruoSimas
laikymui [5].

Dazniausiai mikrobiologinés tarSos priezastimi griduose tampa Fusarium spp. genties
pelésiniai grybai. ISskiriamos dvi Fusarium spp. rasys, kurios turi didziausia potencialg misy
klimatinése sglygose didinti griidy uzterStumag mikotoksinais, tai Fusarium graminearum ir
Fusarium verticillioides. Svarbiausias §iy Fusarium spp. rasiy gaminamas mikotoksinas yra
trichotecenas deoksinivalenolis, dar Zinomas kaip DON ar vomitoksinas [6].

Roziniai ar juodi kvieciy griidy galiukai rodo, atitinkamai, Fusarium ar Alternaria sukelta
infekcija. Tokiy griidy maistingumas yra sumazéjes, taciau jie dar gali buti panaudojami (pvz,
paSary gamyboje), jei tik néra vir§ijami mikotoksiny uZterStumo lygiai. Stipriai uzterSti griidai
gali turéti pasSalin] kvapa, nebiidingg sveikiems grudams, griidai gali biiti prarad¢ jiems budinga
spalvg arba patamséje, gali pasireiksti baltymy kiekio sumazéjimas, riebaly rugsciy bei kity
sudétiniy daliy pokyciai [6, 5, 7]. Taip pat tokie grudai pasizymi zemu daigumu ir blogomis
salyklo gamybos savybémis todél gali biiti nepriimtini aludariams [5].

Pelésiniai grybai, galintys daugintis esant Zemesniam vandens aktyvumui greitai uzkrecia
gridus po derliaus nuémimo. Sios tarSos Saltiniais gali baiti transportas, kuriuo pervezami

grudai, transporteriai, maisai ir pagrinde griidy laikymo talpyklos. Dulkés, kurios susidaro
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kiekvieng kartg tvarkant griidus yra pagrindinis gryby spory plitimo griidy saugyklose Saltinis
[5].

Mikrobiologinis grudy gedimas sandéliavimo metu yra gerai zinomas ir dél jo prarandama
iki 30 % derliaus [1, 8].

Mikromicety augimas griidduose gali sukelti zalingus pokycius dé¢l jy gaminamy toksisky
metabolity — mikotoksiny [6]. UZterStumas §iais junginiais yra vienas svarbiausiy i$§tikiy maisto
saugai [9].

Daugiau nei 25 % gradiniy javy pasaulyje yra uzkrésti zinomais mikotoksinais ir daugiau
nei 400 gryby metabolity yra toksiski Zmogui ir gyvuliams, i$ kuriy svarbiausi keliantys grésme
Zzmoniy ir gyviiny sveikatai yra aflatoksinai, ochratoksinas A (OTA), fumonizinai, zearalenonas
(ZEA), deoksinivalenolis (DON) ir patulinas [1, 9].

Mikotoksiny gamyba priklauso nuo daugelio faktoriy, jskaitant pelésiniy gryby rasj, ju
augimo trukme, substrato sudétj, aeracija, santykinj drégnj, temperatiirg ir sandéliavimo salygas.
Karstos ir drégnos salygos yra vieni svarbiausiy faktoriy, kurie turi jtakos gryby dauginimuisi ir
mikotoksiny gamybai [9, 10].

Pelésiniy gryby vystymasis gridy laikymo metu gali bti kontroliuojamas arba jam gali
biiti uzkertamas kelias uZtikrinant, kad griidai yra pakankamai gerai iSdZiovinti dar prie§
sandéliavimg. Tolimesné apsauga gali buti uZtikrinama kontroliuojant temperattros ir drégmes
parametrus gridy saugyklose, vésinant ar védinant griidus [6].

Taip pat javy griudai i§ karto po derliaus nuémimo gali buti uzkrési bakterijomis, kurios }
gruding Zaliava gali patekti i§ dulkiy, vandens, pazeisty augaly, vabzdziy, dirvos, tragsy ir gyviiny
iSmaty [7,11].

Tinkamai tkyje tvarkomi griidai yra sausi, tokiu biidu nesudaromos salygos bsakterijy
augimui ant gridy. Vienok, juose gali buti randama daugumos patogeny gyvybingy lasteliy,
jeigu grudus uZztersé gyvinai ar zmonges. Vabzdziai, grauzikai, pauksciai ar Zmogus gali uztersti
gridus Salmonella, Escherichia, Shigella ar Klebsiella [12]. Taip pat daznai aptinkamos
Bacillus, Lactobacillus, Pseudomonas, Streptococcus, Achromobacter, Flavobacterium,
Micrococcus ir Alcaligenes bakterijos [5, 13]. I$ jy daugiausiai susirGipinimo kelia Salmonella. Jy
Saltiniais gali biiti kontaktas su gyviinais laukuose, sunkvezimiuose ir automobiliuose, kuriuose
pries tai buvo gabenami gyviinai, mésa, zuvis, paukstiena ar jos produktai, taip pat tarSa gali buti
perneSsama nuo vabzdziy, peliy, ziurkiy ir pauk$¢iy malGnuose ir nuo serganciy darbuotojy.
Sumazéjus vandens aktyvumui griiduose, mikroorganizmai gali islikti neaktyvils, bet gyvybingi
beveik neribotg laika, taciau jy skaicius tokiomis salygomis su laiku mazéja. Jei griidai véliau
patenka j drégng aplinkg, jskaitant maisto produktus, gali prasidéti Salmonella augimas.

Uzkréstumas Siais mikroorganizmais dazniausiai yra labai mazas [5, 6].
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1.1.1. Mikrobiologiné tarsa salyklo gamybos metu

Maisto pramonéje ypatingai daug démesio skiriama mikromicety sukeliamos salykliniy
grudy, naudojamy salyklo gamyboje, mikrobiologinés tarSos mazinimui, kuri gali saglygoti bloga
galutinio produkto kokybe ir sauga. Sio proceso metu susidaro palankios salygos
mikroorganizmy dauginimuisi ir mikotoksiny gamybai. Fusarium spp. — pagrindiniai
mikroskopiniai grybai aptinkami salyklo fermentacijos metu, kurie j salykla patenka i§ aplinkos
kartu su uzkrésta grudine zaliava. D¢l Zemos temperattiros ir didelio vandens aktyvumo salyklo
mirkymo ir daiginimo procesy metu, sudaromos palankios salygos S§iy mikromicety
dauginimuisi. [14]

Fusarium spp. mikroskopiniai grybai bei jy produkuojami mikotoksinai turi jtakos
gridinés masés sumazéjimu [15], sumazéjusiam a-amilazés aktyvumui [16] bei neigiamai veikia
gridy daigumg salyklo gamybos metu [17]. Mikromicety Sintetinamos Sarminés proteazés
hidrolizina mieziy baltymus [18].

Ivairiy tyrimy atlikty salyklo gamybos metu nustatyta, kad mikotoksiny koncentracija kinta
kiekviename gamybos etape: gridy mirkymo proceso pabaigoje zearalenono kiekis padidéjo, o
daiginimo proceso pabaigoje, d¢l daiginamy mieziy struktiriniy komponenty sgveikos su mieziy
fermentais ar kitais jy komponentais, Sio mikotoksino kiekis sumazé&jo. Toliau vykdomo
dziovinimo proceso metu buvo stebimas zearalenono kickio didéjimas, kuriam jtakos turéjo
dZiovinimo proceso metu susidarancios nepalankios salygos, kurios slopina mikroskopiniy gryby
augima, taiau Fusarium spp. rasys pradeda intensyviau sintetinti zearalenong [19, 20].

Svarbu suprasti, kad gera Zemés ukio praktika yra pagrindinis veiksnys kovai su
mikrobiologine gridy tarSa, po kurio labai svarbu laikytis geros griidy tvarkymo praktikos jy

sandéliavimo ir perdirbimo j maisto produktus ir paSarg metu [21].

1.2. Mikrobiologinés tarSos griduose mazinimo biidai

Mikromicety paplitimas javy griiduose yra svarbi problema daugumoje pasaulio Saliy.
Blidami labiau atsparis mazesniam vandens aktyvumui nei bakterijos, mikroskopiniai grybai
gali augti ir sukelti gedimg daugumoje griidy produkty. ReikSmingas yra jy gebéjimas gaminti
mikotoksinus prie§ derliaus nuémima, dziovinimo ar sandéliavimo metu, kai néra uztikrinamos
tinkamos gridy tvarkymo ir sandéliavimo sglygos [5].

Siekiant sumazinti mikroskopini gryby augimg labai svarbu tinkamos prevencijos
priemonés ir efektyvus kontrolés planas. Rekomenduojama griidy tarSos prevencija apima: 1.
gryby augimui atspariy augaly veisliy kiirimg; 2. tinkamy priemoniy prie§ derliaus nuémima

naudojamag, jo augimo ir sandéliavimo metu; 3. sandéliavimg Zzemose temperatirose; 4. fungicidy
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(acto ragsties, propiono rigsties, benzoinés ragsties, citriny ragsties ir jos natrio drusky, gelezies
sulfato) kaip medziagy, stabdanciy mikroskopiniy gryby augima naudojimg; 5. leidziamy
priemoniy pvz. ozonavimas, naudojimg sandéliavimo patalpose, siekiant kontroliuoti vabzdziy
sukeliamus gridy pazeidimus [9]; 6. biologiniy metody (netoksisky Aspergillus flavus ir
Aspergillus parasiticus jterpimo j dirvozemj, augaly geneting modifikacijg) panaudojimg [22].

Antrinés prevencijos priemonés prieS gryby augimg apima gryby augimo ribojima
papildomai dziovinant produkta, uzkrésty sékly pasalinimg ir kt. Tretiniai veiksmai gali buti
atlickami norint sustabdyti gryby ir mikotoksiny pernesimg j maista/pasarg bei ] aplinka. Be to,
gali buti naudojamos grieztos priemonés: uzkrésty produkty sunaikinimas arba nukreipimas
fermentacijai (bioetanolio gamybai) arba mikotoksiny detoksikacijai/ sunaikinimui iki minimaliy
lygiy [22].

Geriausias budas, siekiant apsaugoti vartotojus, yra tinkama mikotoksiny gamybos
prevencija. Norint uZzkirsti kelia ar sumazinti uzkréstuma mikotoksinais ypatingai svarbu
auginimo ir derliaus nuémimo strategijos [9]. Po derliaus nuémimo, dziovinimas ir tinkamos
laikymo ir transportavimo salygos yra svarbiausi prevenciniai veiksmai, kurie turi biiti taikomi
gridy saugos uztikrinimui [22].

Kadangi dél klimato salygy prevencija ne visada galima, svarbus efektyviy detoksikacijos
metody vystymas ir jgyvendinimas praktikoje. Detoksikacija apima mikotoksiny sunaikinimg ir
pasalinimg ar jy sukeliamy toksiniy efekty sumazinima [9].

Norint, kad detoksikacijos buidas biity komerciskai pritaikomas, jis turi bati efektyvus,
nesukelty naujy toksiniy junginiy susidarymo, nesumazinty maistinés vertés bei nepakeisty kity
pageidaujamy parametry maiste ir pasaruose. Jis turi bati paprastas ir nebrangus [21].

Siekiant sumazinti uzkréstumg mikromicetais Zemés tikyje mikotoksiny paSalinimui yra

Fiziniai metodai. Aflatoksinais uzkréstos s¢klos gali biiti pasalinamos jas atrenktant
mechaniSkai ar naudojant fotoelektrinius aptikimo aparatus, bet tai reikalauja daug darbo ir
iSlaidy. Kaitinimas ir kepimas sunaikina iki 70 % aflatoksiny. Sausas skrudinimas sunaikina apie
50 — 70 % aflatoksiny, o aflatoksinais uzkrésty pasary dziovinimas saulés $viesoje gali sumazinti
toksiskuma daugiau nei 70 % [22].

Be to fiziniai biidai apima tirpiklio ektrakcija organiniais tirpikliais, adsorbcija, ultragarso
panaudojimg, veikimg kar$¢iu, UV radiacijg, ozonavimg, saulés spinduliuote, gama spindulius,
skrudinimg ir Sildyma mikrobangomis. Pazeisty paséliy daliy pasalinimas (uzkrésty pelésiniais
grybais) yra jmanomas, Kai griidy tar$a yra nelygiai pasiskirs¢ius ar daliné [23].

Jrodyta, kad organiniais tirpikliais (etanoliu, izopropanoliu, metoksimetanu) galima

efektyviai paSalinti aflatoksinus i§ skirtingy maisto produkty. Taciau, dél dideliy organiniy
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tirpikliy kainy §j biidag néra lengva realizuoti pramonéje, nes sunku paSalinti 1§ produkto
detoksikacijai naudota tirpiklj [24, 25, 23].

Kai kurie fiziniai metodai yra brangts bei gali pasalinti svarbias maistines medziagas
grudinéje zaliavoje [26, 27, 9].

Cheminiais metodais naudojant riigstis, Sarmus (amoniaka, kausting sodg), oksidatorius
(vandenilio peroksida, ozong, natrio hipochloritg), reduktorius (bisulfatus), chlorinancias
medziagas ir formaldehida galima sumazinti mikotoksiny, pvz., ypa¢ aflatoksino kiekj
pasaruose. Taciau, Sie metodai taip pat néra visiSkai saugiis, dazniausiai yra brangls ir
nepriimtini vartotojams [22, 9, 28, 21].

Cheminé detoksikacija neatitinka FAO reikalavimy, kadangi kai kurie junginiai palieka
toksiskus metabolitus, o kiti sumazina jais paveikty maisto produkty ir pasary maisting vertg [29,
30, 21, 23].

Biologiniai metodai. Daug démesio susilaukia biologiné detoksikacija, naudojant
Saccharomyces cerevisiae mieles ir pieno rigsties bakterijas. Zinoma, kad mielés ir pieno
rugsties bakterijos lasteliy sieneliy pavirSiumi geba suristi jvairius toksinus [22].

Visy S§iy metody efektyvumas labai priklauso nuo tarSos lygio ir mikotoksiny

pasiskirstymo griiduose [21].

1.2.1. Tradicinéje Zemdirbystéje

Tradicinéje zemdirbystéje pagrindinis mikroskopiniy gryby sukeliamos tarSos mazZinimo
biudas — fungicidy naudojimas. Fungicidy pritaikymas laukuose gali sumazinti mikromicety
augimg ir taip sumaZinti mikotoksiny susidarymg. Manoma, kad stresas, kurj patiria
mikroskopiniai grybai dél fungicidy naudojimo gali paskatinti mikotoksiny gamyba [28, 31].

Nors efektyvi ir veiksminga séklas uzkre€ianciy patogeniniy gryby kontrolé gali buti
pasiekta naudojant sintetinius cheminius fungicidus, dauguma i$ jy dél toksiSkumo negali buti
naudojami griidy apdorojimui [32, 33]. Todél yra svarbiis tolimesni tyrimai ieSkant alternatyviy,
aplinkai draugisky mikroskopiniy gryby ir jy sukeliamos tarSos laukuose sumazinimo budy [28].

Taip pat tradicingje Zemdirbystéje kontroliuojant mikromicety plitimg yra naudojami
beicai — efektyvios cheminés priemonés, kurios sumazina mikroskopiniy gryby sukeliamy ligy
Zalg grudams. Tai vienos i§ placiausiai naudojamy priemoniy zemés tkyje [34].

Siy cheminiy priemoniy sudétyje esan¢ios medZiagos neigiamai veikia pasétus gridus,
tod¢l kaip alternatyva daznai naudojami fiziniai metodai, kurie apima terminj apdorojima,

poveik]; auksSto daznio -elektromagnetiniais virpesiais, veikimg UV bei infraraudongja
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spinduliuote, elektrony srautu, anolito bei 0zono panaudojima [35, 36, 34].

Nors sékly beicavimas yra gana veiksmingas sékly apsaugos biidas, taciau cheminiy
preparaty panaudojimas néra leidziamas ekologinéje zemdirbystéje [37, 34]. Todél vienas i$
svarbiausiy uzdaviniy yra naujy, inovatyviy, aplinkai nekenksmingy sékly apsaugos budy,

tinkamy naudoti ekologinéje zemdirbystéje, kiirimas.

1.2.2. Ekologinéje Zemdirbystéje

Kadangi efektyvi cheminé ir/ar fiziné mikotoksiny prevencija ne visada galima (ar yra
praktisSka), iSauga naujy detoksikacijos priemoniy poreikis. Biologinés detoksikacijos vystymas
gali tapti svarbia tyrimy kryptimi, kadangi fermentinés reakcijos turi specifinj, efektyvy ir
aplinkai nekenksmingg poveikj [38].

Cheminiai fungicidai yra efektyviis, kontroliuojant pavojingy gryby augima mieZziuose ir
kituose javuose, taCiau susirlipinimas galimais chemikaly likuciais davé postimj Kkurti
natiiralesnius metodus mikromicety kontrolei griiduose [39].

Pagal Europos Sajungos EEC 2092/91 direktyva visos ekologiniuose tikiuose naudojamos
augaly apsaugos priemonés negali buiti cheminés kilmés, todél leidziama naudoti tik biologinés
kilmés preparatus, kurie gali buti taikomi tiek augaly vegetacijos metu (juos apipurskiant) tiek
apveliant s¢klas prie§ sé¢ja. Tokie preparatai gali sumazinti sékly uzterStumg mikromicetais bei
pagerinti sé¢kly daiguma ir padidinti dygimo galig [40].

Literatiroje randama duomeny apie sékmingg biologinio preparato ,,Biojodis”
panaudojimg. Tai skysta organiné tragSa, gaminama, kaip vandeninis ekstraktas, i§ bio-humuso,
praturtinto aktyviu jodu, bio transformeriais ir mikroelementais, kurie gali bati naudojami
ekologinéje zemdirbystéje [41].

Javy griidy apdorojimas ir augaly apipurSkimas augimo metu Siuo preparatu gali pagerinti
sékly ir derliaus kokybe. Be to buvo stebimas preparato ,,Biojodis” fungicidinis poveikis. 2005
metais Aleksandro Stulginskio universitete atlikto tyrimo rezultatai parodé, kad Zieminiy kvieciy
,wSirvinta 17 ir pavasariniy mieziy ,,Ula” gridy apdorojimas turéjo teigiama jtaka gridy
daigumui ir sumazino mikromicety kiekj gridy pavirsiuje bei jy rasing jvairove [42].

Taip pat geri gridy detoksikacijos rezultatai pasiekti naudojant Penergetic klasés
preparatus, leidziamus taip pat naudoti ekologinéje zemdirbystéje. Sie preparatai gaminami i$
mineraly, randamy Alpiy kalnuose, panaudojant natiralios kilmés medziagas ir melasa. [vairiy
Lietuvoje vykdyty tyrimy metu nustatyta, kad Penergetic klasés preparatai yra efektyvis sekly

apvelimui pries séjg bei augaly apipurSkimui jy vegetacijos metu [44, 43].
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1.2.2.1. Naudojami mikroorganizmai

Efektyvi biologinés kontrolés strategija yra netoksisky A. parasiticus ir A. flavus padermiy
panaudojimas dirvozemio tar$os mazinimui. Netoksiskos padermés yra taikomos laukuose, kai
griiddai uzkre¢iami konidijy supensija arba tiesiogiai, kaip kultiry suspensija apipurSkiama ant
daigy arba jterpiama j dirvozemj [45 9]. Sios padermés sumaZina toksinus gaminanéiy gryby
uzkréstumo lygj [28].

Be to, placiai studijuojamos biologinés mikotoksiny kontrolés taikymo galimybés,
naudojant fermenting degradacija ar mikotoksiny modifikacija, kurios rezultatas yra
biotransformacija j maziau toksiskus produktus [9].

Fermentacija yra vienas i§ lengviausiy ir pigiausiy biidy maisto apsaugojimui tuo paciu
iSsaugant fermentuoty produkty maistines ir juslines savybes. Fermentacija vyksta dalyvaujant
natiiraliai produkty mikroflorai t.y. mikroorganizmams esantiems fermentacijos terp¢je ar
specialiai pridétoms pradinéms kultiiroms. Mielés, ypac S. cerevisiae ir Candida krusei bei pieno
rugsties bakterijos (PRB), kaip natiirali mikroflora yra maiste vykstant fermentacijai ir kaip
pradinés kultiiros maisto ir gérimy gamyboje [21]. Sio proceso metu gali biti detoksikuojama
keletas mikotoksiny, jskaitant OTA, kurio kiekiai fermentacijos metu gali baiti sumazinti iki 40%
[9, 46].

Zinoma, kad kurios PRB gali slopinti gryby augima ir/arba sumaZinti mikotoksiny gamyba
[47]. PRB apsauginis poveikis siejamas su antimikrobiniy junginiy, tokiy kaip pieno riigstis, acto
rugstis, vandenilio peroksidas ir bakteriociny susidarymu [48]. Literatiiroje yra duomeny apie
specifinius antigrybinius PRB gaminamus junginius [49].

PRB starterinés kultiiros taip pat buvo panaudotos, iSpurSkiant jomis salykliniy mieziy
gridus laukuose sé¢klos dygimo metu. Tai tur¢jo teigiamos jtakos mieziy ir i§ jy pagaminto
salyklo kokybei, kadangi sumazéjo Fusarium spp. uzkrésty grudy kiekis, padidéjo graduose
kritimo skaiius, B-amilaziy aktyvumas ir pageréjo misos nufiltravimas bei sumazéjo putojimas
[49].

PRB kaip starteriniy kultiry panaudojimas mieZziy mirkymo metu padéjo sumaZinti
uzkréstumg Fusarium spp. mikroskopinais grybais salyklo gamybos metu tuo paciu sumazinant
deoksinivalenolio ir zearalenono susidarymg [49]. PRB turi GRAS statusa, tai reiskia, kad jos
yra pripazintos saugiomis ir leidziamomis naudoti maistui [47].

Karunaratne ir kt. [50] ir Gourama and Bullerman [51] tyrimais jrodé, kad mikroskopiniai
grybai esant PRB gamino mazesnius aflatoksiny kiekius. Tai ypatingai svarbu salyklo ir alaus
gamintojams, kadangi gryby augimas ir mikotoksiny gamyba tg¢siasi gaminant salykla gridy

daiginimo metu [49].
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Viena i$ neseniai pradéty naudoti strategijy, skirty mikotoksiny detoksikacijai, apima: (i)
mikroorganizmy, galin¢iy sumazinti tam tikry mikotoksiny kiekj, i§skyrimas ir maisto produkty

ir pasary apdorojimas jais, ir (ii) tinkamy fermentacijos procesy taikymas [52].

1.2.2.2. Augalinés kilmés preparatai

Aukstesniyjy augaly ekstraktai laboratorinémis sglygomis atlikty tyrimy metu pademonstravo
antibakterinj, antigrybinj ir poveikj prie§ vabzdzius. Augaly metabolitai ir augaly preparatai yra
viena geriausiy alternatyvy sintetiniams pesticidams, kadangi jie turi minimaly poveikj aplinkai
ir vartotojams [1].

Siuo metu Lietuvoje populiaréja nauji kompleksinj poveikj turintys preparatai ,,Rokiprag”
ir ,,Indija”, kuriy déka galima uzauginti sveika ir gausy derliy. Siuos preparatus sudaro i§ augaly
isskirty ypatingy junginiy — bioflavonoidy ir pagalbiniy medziagy kompleksas. Sio
imunomoduliatoriaus sudétyje esantys bioflavonoidai pateke j dirvozemj, pavercia kai kuriuos
sunkiai biologiSkai prieinamus mikroelementus (pvz., fosforg ar gelezj) labiau priecinamais
augalams bei kitiems dirvos mikroorganizmams, todél pageréja maistiniy medziagy jsisavinimo
procesai. Siam tikslui augalai patys natiiraliai i§ savo 3akny iSskiria flavonoidus, tadiau
papildomai j dirvozem] jterpus $iy junginiy visi Sie procesai dar labiau pageréja. Bioflavonoidai
apart maistiniy medziagy jsisavinamumo pagerinimo, taip pat atlieka ir svarby vaidmen;j
suaktyvinant abipusiai naudingus augaly ir bakterijy bei augaly ir ,.geryjy” dirvozemio
mikromicety santykius. Dél to pageréja augaly augimas, subrandinamas didesnis derlius. Taip
pat dél efektyvesnio apriipinimo maisto medziagomis augalai sustipréja, greiiau vystosi bei
tampa atsparesni kenkéjams bei ligoms [53].

Bioflavonoidai taip pat pasizymi antigrybiniu, antimikrobiniu ir antivirusiniu poveikiu.
Antimikrobinis natiiraliy antioksidanty poveikis pasireiSkia lgsteliy arba molekuliniame
lygmenyse ir yra susijes su ypatinga flavonoidy molekuliy strukttira. Taigi, §i komponenty
savybé padeda augalams vystytis natiiraliu biidu, iSvengiant kenksmingy zmogui ir aplinkai

sintetiniy pesticidy naudojimo, apsisaugoti [53].
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2. TYRIMO OBJEKTAI IR METODAI

2.1. Tyrimo objektai

2.1.1.Mieziy ir kvieciy grudai

Tyrimams buvo naudota mieZiy kolekcija gauta i§ Dotnuvos LZI (1 lentelé.) bei viena riigis
salykliniy uzkrésty mieziy gauta i§ Vokietijos. Analitiniams tyrimams griidai buvo sumalti
laboratoriniu maliinu ,,WZ-1°“ (ZBPP, Lenkija).

1 lentelé. Mieziy veisliy kolekcija.

Eil. Veislé Tipas
Nr.
1. NFC Tipple salykliné
2. Propino salykliné
3. Christopher pasariné
4. Luoké pasariné
5. Alisa DS salykliné
6. Aura DS pasariné
7. Noja DS pasariné
8. Kirsna DS pasariné
0. Ema DS pasariné

2.1.2. Pieno ragsties bakterijos

Tyrimuose naudotos Maisto mokslo ir technologijos katedroje turimos Lactobacilus
bulgaricus, Pediococcus acidilactici KTU-7, Pediococcus pentosaceus KTU-8 ir Pediococcus
pentosaceus KTU-9 pieno rugsties bakterijos, turimos KTU Maisto mokslo ir technologijos

katedroje

2.1.3. Fermentiniai preparatai

Arabinogalaktano hidrolizei naudotas fermentinis preparatas ,,CeluStar X1 , gamintojas
Dyadic International (USA).
Permiato fermentacijai naudotas [-galaktozidazés fermentas iS Aspergillus oryzae,

gamintojas Sigma-Aldrich kompanija.

2.1.4. Fermentacijos terpés

Arabinogalaktano preparatams paruosti buvo naudojami arabinogalaktano milteliai, gauti

i8 UAB ,,Rokiskio pragiedruliai® (Rokiskis) ir Pediococus pentosaceus KTU-9 PRB. Taip pat



buvo paruosti preparatai su hidrolizintu arabinogalaktanu, jo hidrolizei panaudojant ksilanazinj
fermentinj preparatg ,,Celustar XL*.

Tyrimuose naudotas permiatas gautas i§ UAB ,,Rokiskio pienas”.

Arabinogalaktano preparaty paruoSimas:

1. 20 ml vandens + 0,5 g arabinogalaktano + 200 ul (PRB KTU-9). Kultivuota 24 val. 37
°C termostate.

2. 20 ml vandens + 0,5 g arabinogalaktano + 100 pl ,,Celustar XL* fermento,
inkubuota55°C 30 min. + 200 ul (PRB KTU-9). Kultivuota 24 val. 37 °C termostate.

3. 20 ml vandens + 0,1 g arabinogalaktano + 200 ul (PRB KTU-9). Kultivuota 24 val. 37
°C termostate.

4. 20 ml vandens + 0,1 g arabinogalaktano + 100 ul ,,Celustar XL fermento, inkubuota
55°C 30 min. + 200 ul (PRB KTU-9). Kultivuota 24 val. 37 °C termostate.

2.1.5. Bioflavonoidy preparatai

Tyrimams naudoti 4 bioflavonoidy preparatai: ,,Rokiprag®, ,,Rokiprag 50 %”, ,,Indija“ ir
LAgrastimul®, gauti i§ UAB ,,Rokiskio pragiedruliai“ (Rokiskis). Preparaty aktyvusis
komponentas — bioflavonoidy kompleksas, kurj sudaro aromadendrinas, dihidrokvarcetinas
(taksifolinas), polisacharidai i$skirti 1§ sibirinio maumedZio medienos.

Veikimo spektras — augaly augimo stimuliavimas, gali biiti naudojamas skirtingy sékly

apdorojimui ir apipurSkimui vegetacijos periodo metu.

2.1.6. Indikatoriniai mikroorganizmai

Tiriant antimikrobinj PRB fermentuoty biopreparaty ir bioflavonoidy preparaty poveikj
buvo naudojami Sie KTU Maisto mokslo ir technologijos katedroje turimi indikatoriniai
mikroorganizmai:

1. Mikroskopiniai grybai: Penicillium verrucosum, Fusarium poae, Aspergillus versicolor,
Penicillium chrysogenum, Penicillium cyclopium, Fusarium culmorum, Aspergillus
tereus, Penicillium expansum, Alternaria alternata, Aspergillus niger ir Fusarium saloni;

2. Bakterijos: Bacillus subtilis subsp. subtilis, Bacillus subtilis subsp. spizizenii,
Pseudomonas gladioli pv. aliicola, P. cepacia, P. fluorescens, P. marginalis, P. facilis, P.
aureofaciens biovar. 111, P. marginalis, P. cichorii;

3. Mielés: Aureobasidium pullalans, Pichia farinosa, Pichia membranaefacients, Candida
pelliculosa, Candida kruisii, Debaryomyces vanrijiae, Geotrichum fermentants,
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Kluyveromyces lodderae, Pichia fermentans, Rhodotorula rubra ir Sacharomyces

cerevisiae.

2.2. Tyrimo metodai

2.2.1. B-gliukano kiekio nustatymas mieZiuose

MieZiy drégmés nustatymas.

Drégmés kiekis mieziuose nustatytas pagal LST EN ISO 712:2010 ,,Gradai ir jy
produktai. Drégmés kiekio nustatymas.” [54]. Gauti rezultatai naudoti tolimesniame tyrime,
apskaiciuojant B-gliukano kiekj mieZiuose.

p- gliukano kiekio nustatymas mieZiuose. -gliukanas mieZiuose nustatytas McCleary
metodu, naudojant reagentus i$ ,,Megazyme* rinkinio skirto B-gliukano nustatymui.

Metodo esmé — méginiai yra suspenduojami ir hidratuojami buferiniame tirpale, kurio pH
6,5 ir tada inkubuojami su grynu lichenazés fermentu bei filtruojami. Filtratas galutinai
hidrolizuojamas naudojant p-gliukozidaze.

Analizés eiga:

1. Mieziai sumalami laboratoriniu maliinu ,,WZ-1°‘ (ZBPP, Lenkija).

2. I mégintuvelius pasveriama po 0,5 g tiriamo méginio.

3. I kiekvieng mégintuvelj jpilama po 1 ml vandeninio etanolio tirpalo (50% v/v).

4. Ipilama po 5 ml natrio fosfato buferio (20 mM, pH 6,5) ir iSmaiSoma.

5. Mégintuvéliai inkubuojami verdanciame vandenyje 2 min. Tada energingai sumaiSoma
ir papildomai pakaitinama verdancio vandens vonioje 3 min.

6. Mégintuvéliai atvésinami 40 °C temperatiiroje ir pridedama 0,2 ml lichenazés.
Mégintuvéliai uzkemsami, iSmaiSomi ir inkubuojami 40 °C temperattroje 1 val.

7. Kiekvieno mégintuvélio turis padidinamas iki 30 ml, pripilant distiliuoto vandens.

8. Mégintuvélio turinys sumaiSomas ir nufiltruojamas.

9. Po 0,1 ml kiekvieno filtrato atsargiai perkeliama j tris naujus mégintuvélius.

10. I vieng i§ mégintuvéliy jpilima po 0,1 ml natrio acetato buferio (50 mM, pH 4), i kitus
du meégintuvélius — po 0,1 ml B-gliukozidazes ir 50 mM pH 4 natrio acetato miSinio.

11. T kiekvieng mégintuvélj pridedama 3 ml GOPOD reagento ir inkubuojama 40 °C
temperatiiroje 20 min.

12. Spektrofotometru Smatuojama gauty méginiy absorbcija prie 510 nm.

p-gliukano kiekio apskaiciavimas. B -gliukano kiekis buvo apskaiciuotas pagal formule:
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N 100 N 162
1000 W 180

w F
,B—gliukanas%;=AA X F x 300 x :AAXWX27

¢ia: AA — absorbcija po veikimo [ — gliukozidaze (reakcijos) minus tus¢io méginio
absorbcija.

F — Absorbcijos konversijos j gliukozés kiekj iSreiksta ug faktorius, apskai¢iuojamas pagal
formulg:

100 (ug D — gliukozés)
100 ug D — gliukozés absorbcija

300 — Ttrio pataisa (pvz., 0,1 ml paimtas i§ 30 ml.

IS . )
Too0 ~ Konversija g | mg

100 . e . D . . A
- faktorius, skirtas iSreiksti B — gliukano kiekj procentais nuo sausy milty masés

W — apskaiciuotas analizuojamo méginio sausyjy medziagy masé, mg
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v faktorius paversti laisvg D — gliukoze j anhidro — D — gliukoze, kuri yra 3 — gliukane.

2.2.2. Permiato fermentacija

Permiato fermentacija vykdyta pridedant j 50 ml permiato 0,5 ml B — galaktozidazés
fermento. Méginiai i$laikyti 1 valandg 50 °C temperatiroje, kad buty suskaidyta laktozé. Po to
pridétas 1 ml PRB ir méginiai palikti 37°C temperattros termostate 24 valandas. Po 24 valandy
fermentacijos pridéta 3% CaCOs. Fermentacija tgsiama dar 24 valandas. Bendra fermentacijos
trukmé — 48 valandos 37 °C temperatiroje.

Lgsteliy atskyrimas. Po permiato fermentacijos PRB lgstelés ir neistirpes CaCOs3 pasalintas
centrifuguojant 5 minutes esant 2000 x centrifugos apsukoms. Supernatantas perfiltruotas per

sterily filtrg ir tolimesniuose tyrimuose naudotas tik sterilus preparatas.

2.2.3. Pieno rugsties izomery analizé

Pieno rigsties L+ ir D- izomery nustatymui buvo naudotas K-DLATE 07/14 reagenty
rinkinys i§ Megazyme International Ireland Limited.

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 paveré¢iamas j

D-alaning ir 2-oksoglutaratg, veikiant fermentui D-glutamato-piruvato transaminazei (D-GPT).
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Reakcijos metu susidaro NADH, kurio kiekis koreliuoja su D(-) pieno riigsties izomero kiekiu ir
yra iSmatuojamas spektrofotometru, esant 340 nm bangos ilgiui.
D(-) pieno riigsties koncentracija (g/1) apskai¢iuojama pagal formulg:
V x MW
= Txdxo > AAp_pieno rugsties
¢ia: V — galutinis ttris (ml)
MW — molekuliné D-pieno riigsties mase (g/mol)
& — NADH ekstinkcijos koeficientas esant 340 nm bangos ilgiui = 6300 (I x mol* x cm™)
d — $viesos kelias (cm)

V — méginio turis (ml)

Ty paciy reakcijy metu L(+) pieno ragstis (L-laktatas) panaudojant L-laktato dehidrogenaze (L-
LDH) yra oksiduojama iki piruvato; reakcijos metu susidaro nikotinamido — adenino
dinukleotidas (NAD+). Po to vél veikiama D-GPT fermentu ir iSmatuojamas NADH kiekis
spektrofotometru, esant 340 nm bangos ilgiui. L(+) pieno rugsties kiekis apskaiiuojamas,

naudojant tg pacig formulg kaip ir D(-) pieno riig§ties izomero skaic¢iavimui.

2.2.5. Pieno rugsties bakterijy kiekio jvertinimas

PRB lasteliy kiekis fermentuotuose preparatuose nustatytas skiedimy metodu [55]. 10 ml
fermentuoto preparato sumaisyta su 90 ml fiziologinio tirpalo (9g/1) ir paruosti skiedimai nuo 10
2 iki 100 . | Petri léksteles su MRS agaru paséti, atitinkamai, 10° ir 10"° skiediniai. Lékstelés
inkubuotos anaerobinémis sglygomis, termostate, PRB augimui optimaliose temperatiirose 4
paras. Po 4 pary suskai¢iuotos PRB kolonijos ir nustatytas PRB skai¢ius 1 ml preparato. PRB
kolonijy skaicius iSreikStas kolonijas sudaranciais vienetais mililitre (ksv/ml), kuris apskai€iuotas
pagal formule:

ksv/iml= ksVieksteleje - sf/a
¢ia: KSViekstelsie — 18augusiy kolonijy skaiéius 1éksteléje; sf - skiedimo faktorius; a - méginio

kiekis (ml) naudotas s¢jimams j lekstele.

2.2.6. Pieno rugsties bakteriju dauginimosi Kinetika

PRB augimo kinetiniy poky¢iy vertinimui paruosta po 250 ml pradiniy fermentuoto
arabinogalaktano preparaty. Arabinogalaktano kiekis reikalingas paruosti 250 ml preparato buvo
perskaiciuotas atitinkamai pagal kiekj, kurio reikéjo paruosti po 20 ml kiekvieno preparato. |

kiekvieng suspensijg uzséta po 5 ml PRB (KTU — 9) suspensijos, kurios optinis tankis (OT) 590
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= 0,7. Inokuliuoti preparatai inkubuoti 37 °C temperatiroje termostate anaerobinémis sglygomis.
Mikroorganizmy dauginimosi kinetikos kreivei bei pH pokyciams jvertinti, kas valanda imtas
meéginys ir spektrofotometru (bangos ilgis 590 nm) iSmatuotas optinis tankis iki kol pasiekta
stacionari augimo fazé. Taip pat buvo vertinami pieno rigsties bakterijy kinetiniai poky¢iai,

imant méginius kas 24 val.

2.2.7. Antimikrobinio poveikio prieS mikroskopinius grybus ir bakterijas jvertinimas

Antimikrobinio poveikio jvertinimui prie§ mikroskopinius grybus ir mieles , naudota
MPGA mitybiné terpé sudaryta i$ mieliy, peptono, gliukozés ir agaro. 1 litrui Sios terpés paruosti
reikia: po 10 g mikologinio peptono ir mieliy ekstrakto, 20 g gliukozés ir 15 g agaro. Nustatant
antimikrobinj preparaty poveikj prie§ bakterijas naudotas Plate count agaras (Liofilchem,
610040). Fermentuoto arabinogalaktano ir neskiesty bioflavonoidy preparaty antimikrobinis
poveikis vertintas diskeliy metodu, o 0,5 ir 1 % bioflavonoidy preparaty antimikrobinis poveikis
vertintas difuzijos j agarg metodu.

Vertinant paruosty preparaty poveikj pries§ pelésinius grybus buvo paruostos skirtingy rtsiy
pelésiniy gryby spory ir konidijy suspensijos iki ~ 10° spory/konidijy gazonui. ] sterilias Petri
léksteles pilama po 1 ml kiekvienos suspensijos, uzpilama 20 ml paruostos MPGA terpés ir
1SmaiSoma.

Vertinant antimikrobinj preparaty poveikj prie$ bakterijas ir mieles, buvo paruostos
skirtingy rasiy bakterijy ir mieliy lasteliy suspensijos, naudojant McFarland‘o standartg Nr. 1.
Kiekvienos suspensijos sterilia pipete supilama po 200 ul j sterilias Petri 1éksteles ir, uzpylus
Plate count agaro terpés (Liofilchem, 610040) bakterijoms ir MPGA terpés mieléms, iSmaiSoma.
Terpei sustingus iSdéliojami 6 mm skersmens sterilts filtrinio popieriaus diskeliai ir ant
kiekvieno i§ jy uzlas§inama po 10 pl preparato. Mikroskopiniai grybai auginti 25 °C
temperatiiroje, o bakterijos augintos 30 °C temperatiiroje. Antimikrobinis preparaty poveikis
pries mikroskopinius grybus ir mieles vertintas po 2-3 pary, o prie$ bakterijas po 24 valandy.

Difuzijos | agarg metodu vertintas 0,5 ir 1 % bioflavonoidy preparaty antimikrobinis
poveikis. Sustingus terpei, steriliu cilindru iSpjautos 6 mm skersmens jdubos ir agaras pasalintas.
I Sulinélius dozuota po 200 pl méginio.

Rezultatams jvertinti iSmatuotas atsiradusios skaidrios zonos aplink jdubg arba diskelj
skersmuo horizontalia ir vertikalia kryptimis bei i§ gauty duomeny i$vestas vidurkis ir
apskaiCiuotas inhibicijos zonos skersmuo (iSreik§tas mm). Antimikrobinio poveikio jvertinimas

iSreikStas taip: (=) poveikiu nepasizyméjo; (+/-) silpnas fungistatinis poveikis; (+)
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stipresnis fungistatinis poveikis, (++) fungistatinis poveikis ir silpnas fungicidinis poveikis;

(+++) fungicidinis poveikis.

2.2.8. Griidy mikrobiologinés tarSos jvertinimas

Siekiant nustatyti preparaty jtakg griidy mikrobiologinés tarSos mazinimui, buvo
naudojami jau uzkreésti salykliniai mieziy ir kvieciy grudai.

Tyrimas atliktas salykliniy mieziy ir kvieCiy méginius, apdorojant paruostais
antimikrobiniais fermentuoto permiato preparatais, salyklinius miezius — fermentuoto
arabinogalaktano preparatais (grudai mirkyti 15 min.). Be to buvo vertinamas neskiesty
bioflavonoidy preparaty poveikis salykliniy mieziy ir kvie¢iy mikrobiologinés tar§os mazinimui
(grudai mirkyti 2 val.). Ant paruosty Petri 1éksteliy su MPGA terpe (kurios 1 litrui paruosti
reikia: po 10 g mikologinio peptono ir mieliy ekstrakto, 20 g gliukozés ir 15 g agaro). iSdéliota
po 10 griudy, apdoroty paruostais preparatais, i§ viso po 10 léksteliy kiekvienam tyrimui.
Inkubuota termostate 25 °C temperatiiroje 7 paras. Po 7 pary jvertintas mikroskopiniais grybais

pazeisty grudy skaicius, iSreikStas procentais.

2.2.9. Daigumo jvertinimas

Sékly daigumas nustatytas rulony metodu [56], naudojant drégnus filtrinio popieriaus
rulonus. Tam sukarpytos 15-20 cm plocio ir 100-105 cm ilgio filtrinio popieriaus juostos. Arc¢iau
juostos virSaus (5-6 cm nuo virSutinio krasto) nubrézta linija, ant kurios, prie$ tai sudrékinus
popieriy vandeniu, 1,5 — 2 cm atstumu viena nuo kitos iSdéstyta 100 sékly darant po 4
pakartojimus. I$ virSaus séklos pridengtos drégna 7-8 cm plocio filtrinio popieriaus juosta.
Juostos susuktos ] nestandZius rulonus, kurie galais pamerkti  atskirus stiklinius indus su
vandeniu. Vanduo neturi apsemti sékly — jis turi biiti ne maZesniu kaip 5 cm atstumu nuo sékly.
Salykliniy mieziy daigumui jvertinti paruosti rulonai lakyti 2-3 paras kambario temperatiiroje
(+15-18°C), o daigeliy aukstis vertintas po 7 pary. Pasibaigus inkubacijos periodui, rulonai
1Svyniojami ir suskaic¢iuojami sudyge gridai bei iSmatuotas daigeliy aukstis. Grudy daigumas

iSreiskiamas procentais, apskaiciuojant pagal formule:

p=2" % 100
"N

n — sudygusiy griidy skaicius;

N — daiginty griidy skaicius;
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2.2.10. Baltymy ekstrakcija ir 1D-SDS- PAGE elektroforezé

Baltymy ekstrakcija. 2 g gridy grastuvéje 5 min laikyti skystame azote ir po to sutrinti j
miltus. 100 — 150 mg milty jpilta 400 pl uréjos buferinio tirpalo (2M uréjos, 10 % glicerolio, 13
mM DDT ir 20 mM Tris, pH 8.0). Suspensija inkubuota kambario temperataroje 1 min ir
netirpios dalelés pasalintos centrifiguojant prie 16,000x g 10 min.

1D-SDS- PAGE elektroforezé. Baltymy méginiai buvo sumaisyti su buferiu (Tris-HCI (pH
6.8, SDS 4 %, bromfenolio mélynasis 0,05 %, 2-merkaptoetanolis 10 %, glicerolis 30%)
santykiu 1:5. Tada méginiai Kaitinti 99 °C temperatiiros vandens vonioje 10 min tam, kad 2-
merkaptoetanolis denattiruoty baltymus ir suskaidyty baltymy disulfidinius rySius. Taip paruosti
méginiai ,,suleisti” ant 12 % poliakrilamido geliy. Geliai patalpinti | eletroforezés aparatg su
SDS buferiu (Tris bazé 100 mM, HEPES 100 mM ir SDS 3.5 mM), esant 150 V elektros srovei
45 minutes. Pasibaigus elektroforezei, geliai su méginiais dazyti Coomassie™ Blue metodu.
Tam SDS geliai kaitinti mikrobangy krosneléje, naudojant Fairbanks A tirpala, atvésinti 5 min ir
taip pat kaitinti su Fairbanks B, C ir D po minute. Fairbanks D naudotas tiek karty kol buvo

aiSkiai matomos baltymy jungtys.
2.2.11. Matematiné statistiné duomeny analizé
Statistinei duomeny analizei atlikti naudotas ,,Microsoft Excel* statistinis paketas.

Nustacius vidutines rodikliy vertes, jy skirtumy patikimumas vertintas taikant TTEST funkcija.
Skirtumas statistiskai patikimu laikomas, kai p < 0,05.
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3.REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. p-gliukano Lietuvoje auginamuose salykliniuose mieZiuose jvertinimas

Pirmame etape tirtas drégmés kiekis pasariniy ir salykliniy mieziy grady kolekcijoje, kuris
kito ribose nuo 10,84 % (Noja veisés mieziuose) iki 12,15 % (Kirsna veislés mieziuose). Gauti
grudy drégmés duomenys naudojami perskaiciuojant B-gliukano kiekj | sausgsias medziagas.

Kitame etape atliktas p-gliukano kiekio salykliniuose ir paSariniuose mieZiuose tyrimas.
Nustatyta, kad didZiausiu B-gliukano kiekiu pasizyméjo pasariniai mieziai ,,Christopher* (3,4 %)
ir ,Kirsna“ (3,27 %). Maziausiu B-gliukano kiekiu iSsiskyré ,,Propino” ir ,,NFC Tipple*
salykliniai mieziai, atitinkamai, 2,16 % ir 2,24 %. Luoké, Alisa DS, Aura, Noja, Kirsna ir Ema

genotipuose fiksuotos tarpinés -gliukano vertés, atitinkamai 3,07 %; 2,63 %, 3,05 %, 2,81 %,

3,5

0 III IIIII

B NFC Tipple B Propino B Christopher = Luoké M Alisa DS B Aura B Noja B Kirsna B Ema

w

2

€]

=
(€]

B - gliukano kiekis (%)
N

[ERN

0

(6]

3,27 % ir 2,57 % (1 pav.).
1 pav. B-gliukano kiekis salykliniuose ir pasariniuose mieziuose.

B-gliukanai néra pageidaujami paSaruose ir salykle, bet yra naudingi Zmoniy mityboje.
Visy pirma, didesni P-gliukany kiekiai mieziuose padaro juos sunkiau virSkinamus
neatrajojanc¢iy gyviiny organizme, taip pat gali sumazinti salyklo modifikacijy galimybe jo
gamybos metu. Antra, didesni B-gliukany kiekiai salykle lemia ne visiska endospermo lasteliy
sieneliy suardymg ir dazniausiai yra siejami su mazesniu salyklo ekstraktyvumu. Trecia, -
gliukany savybé formuoti labai klampius vandeninius tirpalus gali sukelti problemas filtravimo
metu jvairiuose alaus gamybos etapuose [57]. Sie polisacharidai siejami su pablogéjusiu misos

atsiskyrimu ir alaus filtracija bei su atsirandanciu alaus drumstumu jo laikymo metu [49]. Todél
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geresné salyklo kokybé siejama su mazesniu B-gliukano kiekiu ir didesniu salykle -gliukanazés
kiekiu [58].
Literatiiroje randama duomeny, kad PRB prid¢jimas alaus gamybos pradzioje pagerina

misos filtravima (atsiskyrimos procesg) [49].

3.2. Fermentacijos terpiy jtaka pieno ragsties bakterijy dauginimosi kinetikai

Siame darbo etape buvo vystomi antimikrobinémis savybémis pasizymintys bioproduktai
salykliniy mieziy apdorojimui. Tam buvo naudotos bakteriocinus gaminancios PRB ir joms
kultyvuoti dvi fermentacijos terpés: (i) siiriy gamybos antrinis produktas — permiatas ir (ii)
arabinogalaktanas. Permiato tyrimy metu buvo vertinami pH poky¢iai, pieno riigsties izomery
susidarymas bei PRB lasteliy dauginimas. Tiriant arabinogalaktano, kaip priedo tinkamuma
fermentacijos terpés ruoSimui, buvo jvertinti pH ir optinio tankio poky¢iai PRB augimo metu,
imant méginius kas valandg paros metu bei kas 24 per savaite. Taip pat jvertintas PRB lgsteliy
augimas. Visi tyrimai, kuriuose kaip fermentacijos terpé buvo naudojamas permiatas atlikti
ERASMUS praktikos metu Fraunhofer IME institute, VVokietija.

3.2.1. Pieno rigsties bakterijomis fermentuotas permiatas

Siame etape pateikti rezultatai gauti analizuojant fermentuojama permiatg
pH nustatymas. pH vertés méginiuose prie§ permiato fermentacija buvo labai panasios ir

kito nuo 6,14 iki 6,25. Po fermentacijos pH vertés méginiuose sumazéjo ir kito nuo 5,49 iki 5,68.

(2 pav.).

7
6
5
4
T
e 3
2
1
0
pries fermentacija po fermentacijos
M L.bulgaricus HKTU-7 mKTU-8 KTU-9

2 pav. pH pokyg¢iai prie§ ir po permiato PRB fermentacijos (fermentacijos trukmé 48 val.)
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Didziausias pH sumazéjimas buvo nustatytas permiate, fermentuotame su KTU-8, maziausias
pH pokytis nustatytas permiate fermentuotame su L. bulgaricus, pH sumazéjo nuo 6,22 iki 5,49
(KTU-8) ir nuo 6,21 iki 5,68 (L. bulgaricus).

PRB lgsteliy kiekio nustatymas. vertinus rezultatus gautus fermentuotame permiate
didziausiu kolonijas formuojanc¢iy vienety kiekiu pasizyméjo KTU-7 ir KTU-8 fermentuoto
permiato méginiai, atitinkamai, 1,71 * 10 ir 1,61*10® KSV/ml (3 pav.).

200
180
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100
80
60
40
20
0

L.bulgaricus KTU-7 KTU-8 KTU-9

PRB lgsteliy skaicius x 108 (KSV/ml)

® IME prie 36,7 °C

3 pav. PRB Iasteliy kiekis fermentuotame permiate. Petri 1€kstelés inkubuotos 4 paras, 36,7 °C
temperattroje

3.2.2. Pieno rugsties bakterijomis fermentuoti arabinogalaktano preparatai

Siame etape pateikti tyrimy rezultatai, gauti analizuojant PRB fermentuojamo
arabinogalaktano preparatus, kuriuos ruosiant naudoti skirtingi Sio polisacharido kiekiai (0,1 g;
0,5 g). Be to, paruosti arabinogalaktano preparatai prie§ fermentacijg papildomai buvo veikiami
CELUSTAR fermentiniu preparatu (100 ul). Palyginimui tirta pH kitimo dinamika, kultivuojant
PRB arabinogalaktano terpése be fermentinio apdorojimo.

pH pokyciai (tirti kas valandg). Vertinant pH pokyc¢ius fermentacijos metu terpése,
ruoStose su jvairiais arabinogalaktano kiekiais (0,1 g ir 0,5 g) be fermentinio apdorojimo, pH
nustatytas, atitinkamai nuo 6,25 iki 5,16 (4 pav.). Po 1 valandos fermentacijos pH méginyje,
ruoStame su didesniu arabinogalaktano kiekiu (0,5 g), sumazéjo daugiau nei su mazesniu §io
polisacharido kiekiu (0,1 g), atitinkamai, iki 5,34 ir 4,9. Tolesnés fermentacijos metu pH nekito
ir Suolinis Sio rodiklio vertés sumazéjimas (iki pH 3,5-4,0) fiksuotas abiem atvejais 10-24 h
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fermentacijos laiku. Papildomai vertinti pH pokyciai, fermentuojant arabinogalaktano
preparatus, hidrolizintus pries fermentacija fermentiniu preparatu (4 pav.). Tiriant fermentinio
apdorojimo jtaka pH verCiy pokyciams fermentacijos metu, stebétos tokios tendencijos:
pradiniame momente pH vertés Siuose méginiuose reik§mingai nesiskyré nuo méginiy, ruosty be
fermentinio apdorojimo ir kito ribose vidutiniskai nuo 4,8 iki 5,5. Fermentacijos metu
didziausias pH sumaz¢jimas (nuo 4,82 iki 3,92) fiksuotas po 1 h méginyje, kuriam ruosti buvo
naudotas mazesnis arabinogalaktano kiekis (0,1 g). Paminétina tai, kad S$io méginio
fermentacijos metu pH vertés iSliko maziausios lyginant su visais kitais tirtais méginiais per visa
fermentacijos laikg ir galinj jos etapg (10-24 h). Tuo metu fermentuojant hidrolizinta méginj,
ruosta su didesne arabinogalaktano koncentracija, pH kitimo tendencijos nustatytos analogiskos,
kaip ir tiriant méginius, ruo$tus be fermentinio apdorojimo.

Tai rodo, kad arabinogalaktano apdorojimas fermentiniu preparatu turi svarbig reikSme
organiniy rtg$¢iy susidarymo procesui ir jo intensyvinimui. Tam svarbu parinkti fermentinio
preparato aktyvuma.
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4 pav. pH poky¢iai (kas valanda) preparatuose, ruostuose su skirtingu arabinogalaktano kiekiu (0,1 g ir
0,5 g hidrolizinto ir be fermentinio apdorojimo) P. pentosaceus KTU-9 fermentacijos metu.

pH pokyciai (tirti kas 24 val). Norint geriau jvertinti pieno riigSties bakterijy augimo
kinetika jy dauginimosi metu pH buvo matuotas kas 24 valandas (5 pav.).

Vertinant pH pokycius PRB augimo metu (kas 24 valandas), pradinés pH vertés
arabinogalaktano preparaty, ruosty su skirtingu arabinogalaktano kiekiu (su 0,1 g ir 0,5 g) (be
fermentinio apdorojimo) Sio parametro vertés kito ribose nuo 6,11 iki 6,91. Tiriant Siuos
méginius, buvo stebimos panasios pH poky¢iy tendencijos kaip ir méginiuose, tirtuose kas

valandg paros metu. Visuose méginiuose po pirmyjy 24 valandy fermentacijos nebuvo dideliy
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skirtumy tarp pH poky&io. Sis rodiklis sumazéjo iki 6,71 méginyje, kurio sudétyje buvo 0,5 g
arabinogalaktano ir iki 5,8 méginyje, kurio sudétyje buvo 0,1 g Sios medziagos. Méginyje,
turin¢iame didesn;j kiekj Sio polisacharido (0,5 g) po 48 valandy fermentacijos buvo stebimas
didesnis pH sumazéjimas, nei méginyje su mazesniu $ios medziagos kiekiu (0,1 g), atitinkamai,
iki 6 ir 5,42. Sis méginys taip pat i§siskyré i3 visy tirty méginiy didZiausiu pH sumazéjimu visos
fermentacijos metu, vykdytos 7 paras (pH sumazéjo nuo 6,91 iki 4,39), bei iSsiskyré didziausiu
pradiniu pH — 6,91. pH mazéjimas buvo stebimas iki 120 valandos, véliau pH nebekito.

Ivertinus pH pokycius fermentuojant arabinogalaktano preparatus, prie§ fermentacijg
hidrolizintus fermentiniu preparatu, pradiniame momente pH vertés Siuose méginiuose buvo Siek
tiek mazesnés nei méginiy, ruosty be fermentinio apdorojimo ir kito ribose vidutiniskai nuo 5,4
iki 5,8. Fermentacijos eigoje abiejy méginiy pH kito nezymiai, nebuvo fiksuota staigaus pH
mazéjimo nei viename méginiy vertinimo etape. Kaip ir tiriant méginius kas valanda, méginyje,
kuriam paruo$ti buvo naudotas mazesnis arabinogalaktano kiekis (0,1 g), pH vertés buvo
maziausios, lyginant su kitais méginiais, ir fermentacijos metu Kkito ribose nuo 5,4 iki 4,21.
Méginio, ruosto su didesniu $io polisacharido kiekiu, pH vertés buvo artimos méginiams

ruostiems be fermentinio apdorojimo ir Kito ribose nuo 5,88 iki 5,08.

7,5

H

7

|.
[

6,5

H

6

H

5,5
T
o

FOH AR
FOHE 4

HOH HOA
H

5

O

I
.l

4,5 P é S
4 I
3,5

3
0 24 48 72 96 120 144 168

laikas (h)

01g 0,1 g + fermentas 05¢g 0,5 g +fermentas

5 pav. pH poky¢iai (kas 24 val) preparatuose, ruostuose su skirtingu arabinogalaktano kiekiu (0,1 g ir 0,5
g hidrolizinto ir be fermentinio apdorojimo) P. pentosaceus KTU-9 fermentacijos metu.

Optinio tankio pokyciai (tirti kas valandg). Vertinant PRB augimo kinetika, lygiagreciai
pH matavimams buvo tiriami optinio tankio pokyciai méginiuose, ruostuose Su skirtingu
arabinogalaktano kiekiu (0,1 g ir 0,5 g) (6 pav.).

Méginiy, tiek neapdoroty fermentiniu preparatu, tiek apdoroty fermentiniu preparatu pries

fermentacija, kuriems paruosti buvo naudojamas 0,1 g arabinogalaktano, pradinis optinis tankis
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nustatytas, atitinkamai, 0,055 nm ir 0,053 nm. Visos fermentacijos metu optinis tankis nekito ir
Suolinis Sio rodiklio vertés padidéjimas (iki 0,095 nm — 0,1 nm) fiksuotas abiejuose méginiuose
10-24 h fermentacijos laikotarpiu.

Atitinkamai vertinti optinio tankio pokyciai fermentuojant arabinogalaktano preparatus,
kuriy sudétyje buvo 0,5 g Sio polisacharido, tiriant tiek neapdorotus fermentiniu preparatu tiek
hidrolizintus prie§ fermentacija fermentiniu preparatu méginius. Pradiniame momente optinio
tankio vertés Siuose méginiuose buvo fiksuojamos 0,214 nm fermentiniu preparatu
neapdorotame méginyje bei 0,201 — fermentiniu preparatu hidrolizintame méginyje. Siy méginiy
optinis tankis kaip ir méginiy, kuriy sudétyje buvo mazesnis arabinogalaktano kiekis (0,1 g),
fermentacijos metu nekito ir staigus Sio rodiklio padidéjimas nustatytas 10-24 h fermentacijos
laikotarpiu (iki 0,26-0,27 nm).
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6 pav. OT poky¢iai (kas valanda) preparatuose, ruostuose su skirtingu arabinogalaktano kiekiu (0,1 g ir
0,5 g hidrolizinto ir be fermentinio apdorojimo) P. pentosaceus KTU-9 fermentacijos metu.

Optinio tankio pokyciai (tirti kas 24 val). Jvertinus optinio tankio pokycius pieno riigsties
bakterijy augimo metu, tiriant méginius kas 24 val per savait¢, méginiuose, ruostuose su
mazesniu arabinogalaktano kiekiu (0,1 g) stebétos tokios tendencijos: pradinis méginiy optinis
tankis nesiskyré ir sudar4 0,04 nm méginyje be fermentinio apdorojimo ir 0,036 nm — méginyje,
kuris prie§ fermentacijg buvo apdorotas fermentiniu preparatu (7 pav.). Visos fermentacijos metu
optinio tankio pokyciai buvo nedideli, didesnis sio rodiklio padidéjimas buvo stebimas tarp 24-
48 valandos tiek fermentiniu preparatu hidrolizintame méginyje (nuo 0,039 iki 0,054 nm), tiek ir
méginyje be fermentinio apdorojimo (nuo 0,045 iki 0,071 nm). Fermentacijos eigoje daugiau
reikSmingy poky¢iy nebuvo fiksuota. Vertinant méginius, kuriems paruo$ti buvo naudotas

didesnis arabinogalaktano kiekis (0,5g), optinio tankio kitimo tendencijos iSliko panasios kaip ir
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méginiuose, kuriems paruoSti buvo naudotas mazesnis Sio polisacharido kiekis. Ryskesnis
optinio tankio verCiy padidéjimas vyko iki 48 valandos méginyje be fermentinio apdorojimo
(nuo 0,25 nm iki 0,297 nm), o fermentiniu preparatu hidrolizintame méginyje Sis pokytis sudaré

nuo 0,21 iki 0,254 nm (7 pav.). Véliau visos fermentacijos metu neuzfiksuota reik§Smingy optinio

tankio pokyciy.
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7 pav. OT poky¢iai (kas 24 val) preparatuose, ruostuose su skirtingu arabinogalaktano kiekiu (0,1 g ir 0,5
g hidrolizinto ir be fermentinio apdorojimo) P. pentosaceus KTU-9 fermentacijos metu.

Didziausias optinio tankio padidéjimas (vertinant méginius kas 24 valandas) buvo stebimas
po 168 valandy méginyje, kuriam ruosti buvo naudota 0,5 g nehidrolizinto arabinogalaktano, $is
rodiklis padidéjo nuo 0,205 nm iki 0,336 nm. Maziausias optinio tankio pokytis per visg
fermentacija nustatytas méginyje, kuriam ruo$i naudota 0,1 g hidrolizinto arabinogalaktano (nuo
0,036 nm iki 0,07 nm)

Visais atvejais naudojant arabinogalaktang, kaip PRB fermentacijos terpg, buvo stebimas
optinio tankio didéjimas ir pH maz¢jimas.

PRB Igsteliy kiekio nustatymas. Sio eksperimento metu tirta arabinogalaktano jtaka PRB
lasteliy kiekio pokyciams (8 pav.). PRB kolonijas sudaranciy vienety skaic¢ius, priklausomai nuo
fermentacijos terpes, tirtas Petri l1ékStelése po fermentacijos (24 val). PRB analiz¢ atlikta,
naudojant 10 skiedima. Didziausias KSV skaicius nustatytas méginyje, kurio sudétyje buvo 0,5
g arabinogalaktano (be fermentinio apdorojimo) ir naudojant fermentacijos terpés ruoSimui ta
padia polisacharido koncentracija, tatiau apdorotame fermentiniu preparatu (1,88 * 102 ir 1,75
*108 KSV/ml).
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8 pav. PRB lasteliy kickis PRB fermentuotame arabinogalaktane. Petri 1ékstelés inkubuotos 4 paras 37°C
temperattroje.

Tiriant skirtingy fermentacijos terpiy jtaka PRB dauginimuisi ir §io proceso eigai,
pastebétos tokios tendencijos. Lyginant pH pokyc¢ius, vykusius naudojant kaip fermentacijos
terpes permiatg ir arabinogalaktang, nustatyta, kad abiejy fermentacijy metu dél PRB veiklos pH
sumazgjo. Ivertinus pH pokycius, jvykusius po 48 valandy (fermentuojant ta pacia PRB (KTU-
9)) permiatg ir arabinogalaktang, permiato fermentacijos metu pH pokytis (nuo 6,25 iki 5,65) (2
pav.) nustatytas mazesnis nei pH pokytis fermentacijos terpéje naudojant 0,5 g ir 0,1 g
nehidrolizinto arabinogalaktano, (pH sumazéjo, atitinkamai, nuo 6,91 iki 6 ir nuo 6,11 iki 5,42),
taciau buvo didesnis nei preparaty, kuriems ruosti buvo naudojama 0,5 g ir 0,1 g hidrolizinto
arabinogalaktano, kur pH sumazé¢jo, atitinkamai, nuo 5,88 iki 5,41 ir nuo 5,4 iki 4,93 (5 pav.).

Kaip zinoma i§ literatiros, PRB fermentacijos metu susidaro pieno ragstis ir jOS
padidéjimas fermentacijos terpéje salygoja pH mazéjimag [47].

Be to, intensyvesnis PRB fermentacijos procesas nustatytas naudojant arabinogalaktang,
neapdorota prie§ fermentacija fermentiniu preparatu, ir tiriant PRB dauginimasi skirtingose
terpése. Lyginant PRB lasteliy augimg fermentuotame permiate ir fermentuotoje terpéje su
arabinogalaktano priedais, didesnis PRB lasteliy kiekis nustatytas fermentuoto arabinogalaktano
méginyje, turin¢iame 0,5 g arabinogalaktano, prie$ fermentacijg neveikto fermentiniu preparatu
— 1,88 * 108 KSV/ml KTU-9 lagsteliy (8 pav.), kai ta pa¢ia PRB fermentuotame permiate
nustatytas Igsteliy kiekis sudaré — 1,51*10® KSV/ml (3 pav.).

Tokiu budu, gauti tyrimai rodo, kad polisacharidai yra efektyvesné terpé tirty PRB

kultivavimui nei permiatas. Sios terpés skiriasi tarpusavyje fermentuojamy sacharidy sudétimi.
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Kaip zinoma, PRB yra reiklios anglies Saltiniui ir jo trikumas jau¢iamas antrinio pieno produkto
(permiato) fermentacijos metu [59].

Fermentacijos terpés jtaka PRB dauginimuisi ir metabolizmo produkty susidarymui
patvirtino ir kity tyréjy darbai, atlikti naudojant PRB kultivavimui skirtingos sacharidy sudéties
biomases [60]. PRB yra reiklios mitybos terpei, todél fermentacijos metu metabolizmo produkty
susidarymui svarbu naudoti optimalios sudéties substrata, turintj pakankamai fermentuojamy
sacharidy, azoto bei mineraliniy medziagy.

Be to, jtakos turi jvairis veiksniai: terpés pH, temperatira, drégnis, deguonies

koncentracija [61].

3.3. Bioprodukty antimikrobinis poveikis ir jo rySys su fermentacijos metabolizmo
produktais

3.3.1. Pieno ragsties bakterijomis fermentuotas permiatas

Poveikis kvieciy ir salykliniy mieZiy griidy biologinés tarsos mazinimui. Siame etape buvo
tirta PRB fermentuoto permiato preparaty antimikrobinis poveikis ant gridy paplitusiems
mikroskopiniams grybams tokiems kaip Fusarium spp, t.y. vertinta preparaty jtaka salykliniy
mieziy ir kvieciy gridy biologinés tarSos maZinimui. Kaip kontrolé naudotas nefermentuotas
permiatas.

Mikroskopiniy gryby augima slopinantis preparaty poveikis buvo skirtingas, pagrinde dél
to, kad méginiuose buvo skirtingas PR kiekis. Testai parode, kad salykliniy mieziy grudy
apdorojimas skirtingomis PRB fermentuotu permiatu padidino grady atsparumg, lyginant su
kontroliniu méginiu, prie§ mikroskopinius grybus, vidutiniskai 32% fermentuojant KTU — 8 ir
KTU — 7 PRB ir vidutini§kai 19 % — fermentuojant L. bulgaricus ir KTU — 9 PRB. Permiatas,
kurio fermentacijai nebuvo naudojamos PRB, pasizyméjo Zemu prieSgrybiniu poveikiu (17 %

nepazeisty grady) (9 pav.).
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9 pav. PRB fermentuoto permeato poveikis salykliniy mieziy biologinés tar§os mazinimui (i§laikyta 30
min). Petri 1ékstelés inkubuotos 4 paras 25 °C temperatiiroje

Ivertinus kvie¢iy grudy apdorojimo PRB fermentuotu permiatu poveikj griidy atsparumui
mikroskopiniy gryby augimui, taip pat buvo stebimas §io rodiklio mazéjimas (10 pav.). KTU — 7
ir KTU — 8 PRB fermentuotas permiatas sumazino grudy tar$g vidutiniskai 24 %, kai tuo metu

L.bulgaricus ir KTU — 9 PRB fermentuotas permiatas griidy mikrobiologing tar$g sumazino

vidutiniSkai 12%.
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10 pav. PRB fermentuoto permiato poveikis kvie¢iy biologinés tar§os mazinimui (i§laikyta 30 min). Petri
1ékstelés inkubuotos 4 paras 25°C temperatiiroje

3.3.2. Pieno rugsties ir jos izomery antimikrobinis aktyvumas
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Siame etape buvo tirti PR izomery kiekiai skirtingomis PRB fermentuotame permiate (11
pav.). Didziausiu D(-) izomery kiekiu pasizyméjo KTU -9 fermentuotas permiatas (2,64 g/L).
Didziausiu L(+) pieno riigsties izomero kiekis fiksuotas KTU-7 fermentuotame permiate (2,52
g/L) bei KTU-8 fermentuotame permiate.

Organiniy rugs¢iy gamyba PRB fermentacijos metu reikSmingai priklaus¢ nuo PRB

padermés. P. acidilactici KTU-7 gamino didziausig kiekji PR (4,74 g/L) po 48 valandy

L.bulgaricus KTU-7 KTU-8 KTU-9

M D(-)pieno rhgstis M L(+)pieno ragstis

fermentacijos.
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11 pav. PR izomery kiekis skirtingomis PRB padermémis fermentuotame permiate. Fermentacijos trukmeé
48 val.

Gauti rezultatai patvirtina ir kity tyréjy atlikty eksperimenty metu gautus rezultatus.
Literatiroje rasta duomeny, kad L.bulgaricus daugiausiai gamina D(-) pieno rtgsties izomera
[62]. Pagal Bartkienés ir kt. atliktg tyrima, kurio metu pomidory fermentacijai buvo naudotos P.
pentosaceus ir P. acidilactici, nustatyta, kad P. pentosaceus daugiausiai gamino D-pieno ragsti,

o P. acidilactici gamino panaSius abiejy pieno ragsties izomery Kiekius [63].

3.3.3. Pieno riigsties bakterijomis fermentuoti arabinogalaktano preparatai

Antimikrobinis poveikis pries mikroskopinius grybus. Arabinogalaktano preparatai, kuriy
gamyboje nebuvo naudojamos pieno riigsties bakterijos, mikroskopiniy gryby augimui neturéjo
reikSmingos jtakos. Taciau vertinant PRB fermentuoty arabinogalaktano preparaty antimikrobinj
poveikj prie§ mikroskopinius grybus, buvo pastebétas preparaty, su didesniu arabinogalaktano

kiekiu (0,5 g) (tiek pries fermentacija fermentiniu preparatu apdoroto arabinogalaktano, tiek
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neveikto fermentiniu preparatu), mikroskopiniy gryby augimg slopinantis poveikis prie§ kai
kuriy mikroskopiniy gryby riiSis. Preparatas, kuriam paruosti buvo naudojamas 0,5 g Sio
polisacharido, pries fermentacija neapdoroto fermentiniu preparatu, pasizyméjo fungistatiniu
poveikiu Asp. versicolor, Penic. cyclopium ir Asp. tereus mikroskopiniy gryby augimui.
Preparatas, kuriam paruosti buvo naudojama 0,5 g §io polisacharido, prie§ fermentacija apdoroto
fermentiniu preparatu, pasizyméjo fungistatiniu poveikiu tik Asp. versicolor gryby augimui. Tuo
metu iSryskéjo $iy preparaty fungicidinis poveikis pries F. poae, P. chrysogenum, ir P. expansum
genciy mikroskopinius grybus. Rezultatai pateikti 2 lenteléje ir 12 pav.

2 lentelé. Arabinogalaktano preparaty antimikrobinis poveikis.

Zony skersmuo, mm
. S o 0,1 0,1 0,5 0,5

Indikatoriniai mikroorganizmai g hidr%lizinto g hidr?)lizinto

Penic. verrucosum - - - -

F. poae - - ++ ++
8,8+ 85+

Asp. versicolor - - + T

P. chrysogenum - - ++ T+
9,6 + 9,8+

Penic. cyclopium - - + -

F. culmorum - - - -

Asp. tereus - - +/- -
75+

P. expansum - - T+ 4
70 + 85+

A. alternata - - - -

A. niger - - - -

F. saloni - -

(—) poveikiu nepasizyméjo; (+/-) silpnas fungistatinis poveikis; (+) stipresnis fungistatinis poveikis,
(++) fungistatinis poveikis ir silpnas fungicidinis poveikis; (+++) fungicidinis poveikis

12 pav. Arabinogalaktano antimikrobinis poveikis prie§ mikroskopinius grybus. P5 - P. chrysogenum;
P13 - Asp. tereus; P14 - P. expansum. C - apdoroti preparatu turinéiu 0,5 g hidrolizinto arabinogalaktano;
D - apdoroti preparatu turin¢iu 0,5 g hidrolizinto arabinogalaktano
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Antimikrobinis  poveikis pries bakterijas. Sio darbo etapo metu fermentuoto
arabinogalaktano preparaty poveikis buvo vertinamas prie§ kelias bakterijy riiSis, taciau
fermentuoto arabinogalaktano preparatai antimikrobiniu poveikiu prie§ bakterijas nepasizymejo.

Salykliniy mieziy griidy biologinés tarSos maZinimas. Sio tyrimo metu tirtas PRB
fermentuoto arabinogalaktano antimikrobinis poveikis ant gridy paplitusiems mikroskopiniams
grybams, t.y. vertinta preparaty jtaka gridy biologinés tarSos mazinimui. Pastebéta, kad visi tirti
preparatai sumazino ant griidy paplitusiy mikroskopiniy gryby tar§a. Didziausiu teigiamu
poveikiu pasizyméjo preparatas, kurio ruoSimui buvo naudota 0,5 g fermentiniu preparatu

neapdoroto polisacharido. Griudy tarSa sumazgjo, lyginant su kontroliniu méginiu, 36 % (13

pav.).
I I I I I

m Kontrolé m0,1g mO0,1g+fermentas 0,5g mO0,5g+fermentas
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13 pav. PRB fermentuoto arabinogalaktano (hidrolizinto ir be fermentinio apdorojimo) preparaty
poveikis salykliniy mieziy sékly biologinés tarSos mazinimui (i$laikyta 30 min.) Petri 1ékstelés
inkubuotos 4 paras 25 °C temperatiiroje

Palyginus PRB fermentuoto arabinogalaktano ir ta pac¢ia PRB (KTU-9) fermentuoto
permiato poveikj grudy mikrobiologinés tar$os mazinimui, pastebéta, kad arabinogalaktano
preparatai, kuriems ruo$ti buvo naudojamas didesnis kiekis (0,5 g) $io polisacharido tiek prie$
fermentacija neapdoroto fermentiniu, preparatu tiek hidrolizinto fermentiniu preparatu,
pasizyméjo didesniu efektyvumu nei ta pacia PRB fermentuotas permiatas ir sumazino griady
tar§g vidutiniSkai 36 %. Preparatai, kuriems paruo$ti buvo naudoti mazesni §io polisacharido
kiekiai (0,1 g), grudy mikrobiologinés tarSos mazinimui turéjo panaSy poveikj kaip ir PRB
fermentuotas permiatas ir sumazino grudy tar$a vidutiniskai (14 %) (13 pav.).

Supronienés ir kt. [64] atlikty tyrimy metu, kvieCiy apdorojimui panaudojant

antimikrobiniu aktyvumu pasizymin¢ias PRB, buvo gauti panaSis rezutatai, kaip ir S$io
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eksperimento metu. Inkubuojant méginius 25 °C temperatiroje, buvo stebimas Fusarium
mikroskopiniy gryby sumazéjimas gridy pavirsiuje.

Kity $altiniy duomenimis PRB atsiradimas ant salykliniy mieziy pavirS$iaus gali teigiamai
paveikti salyklo ir i§ jo gaunamy produkty kokybe ir sauga. Si savybé buvo naudojama, norint
biologiSkai pagerinti salyklo ir alaus gamybos procesus [65, 66].

PRB, kaip pradiniy kultiry, panaudojimas salyklo gamyboje sumazina uZzterStuma
mikromicetais, mazina aerobiniy bakterijy augima ir salygoja auksStesnés kokybés salyklo
gamybg (nepaisant naturalios mieziy grudy mikrofloros). PRB pridéjimas ankstyvose salyklo
gaminimo stadijose yra svarbus dél spartaus Fusarium augimo pirmosiomis gridy mirkymo
valandomis. Yra zinoma, kad tam tikros Lactobacillus plantarum ir Pediococcus pentosaceus
padermés yra ypatingai efektyvios, mazinant uzterStumg mikromicetais, kai jy pridedama j
vandenj mirkymo pradZioje. Taip pat Lactobacillus plantarum ir Lactobacillus acidophilus
pridéjimas j mirkymo vanden;j salyklo gamybos metu sumazino DON ir ZEN gamyba [49].

Siy starteriniy kultiry efektyvumas priklauso ne tik nuo mieziy sudéties, bet ir nuo jy

uzkréstumo lygio [49].

3.4. Salykliniy griidy apdorojimo bioproduktais jtaka griudy daigumui

3.4.1. Pieno rigsties bakterijomis fermentuotas permiatas

Sio tyrimy etapo metu buvo vertinama PRB fermentuoto permiato jtaka sveiky bei
mikroskopiniais grybais uzkrésty salykliniy mieziy ir kvie¢iy daigumui.

Mieziai. Vertinant sveiky mieziy daigumo poky¢ius pries ir po apdorojimo (15 min) PRB
fermentuotu permiatu, statistiSkai reikSmingy pokyciy nepastebéta po 3 pary daiginimo (14
pav.). KTU-7, KTU-8 bei KTU-9 PRB fermentuotas permiatas tik vidutiniS$kai 4 % pagerino
sveiky mieziy daigumg, lyginant su kontroliniu méginiu, kai L. bulgaricus fermentuotas
permiatas daigumui jtakos neturéjo.

Vertinant uzkrésty mieziy daigumo pokycius, buvo stebimas daug efektyvesnis PRB
fermentuoto permiato preparaty veikimas (14 pav.).

Nustatyta, kad permiatas fermentuotas naudojant KTU-7, KTU-8 bei KTU-9 PRB
padermes didino mieziy daiguma ir §is rodiklis buvo nustatytas vidutiniskai 12 % didesnis, nei

kontroliniame méginyje.
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14 pav. Gridy apvoliojimo (trukmé 15 min) PRB fermentuoto permiato preparatais jtaka sveiky ir
uzkresty salykliniy mieziy daigumui (daiginta kambario temperatiiroje 3 paras).

Kvieciai. Apdorojus sveikus kviec¢ius PRB fermentuotu permiatu buvo stebimas teigiamas
preparaty, kuriy fermentacijai buvo naudotos KTU-7, KTU-8 bei KTU-9 PRB padermés,
poveikis gridy daigumui (15 pav.). Sie preparatai vidutiniskai 6 % pagerino sveiky kvieciy
daiguma, kai L. bulgaricus fermentuotas permiatas daiguma sumazino 3 %.

Vertinant preparaty poveiki uzkrésty kvie¢iy daigumui, buvo stebimos panasios
tendencijos, kaip ir apdorojus sveikus kviecius: KTU-7, KTU-8 bei KTU-9 fermentuotas
permiatas gerino daiguma, o L.bulgaricus fermentuotas permiatas daiguma sumazino, taiau Sie
pokyciai buvo kur kas statistiSkai reikSmingesni nei analizuojant mieziy griidy daiguma (15
pav.). Paminétina, kad daugiausiai uzkrésty kvieCiy grudy daiguma pagerino KTU-7
fermentuotas permiatas (16 %). Su kitomis PRB (KTU-8 ir KTU-9) fermentuotas permiatas

pagerino uzkrésty kvieciy daiguma mazesniu laipsniu — vidutiniskai 10 %.
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15 pav. Griidy apvoliojimo (trukmé 15 min) PRB fermentuoto permiato preparatais jtaka sveiky ir
uzkrésty kvieciy mieziy daigumui (daiginta kambario temperatiiroje 3 paras).

Naudojant neutralizuotus preparatus. Siame tyrimy etape buvo pasirinkti du geriausi PRB
fermentuoto permiato preparatai (labiausiai pagering gridy daiguma) tikslu jvertinti
supernatanty, t.y. 1 bakteriocinus panasiy medziagy poveiki mieziy ir kvieciy griudy daigumui.
Tam vykdyta PRB fermentuotuose permiato méginiuose ragsciy neutralizacija veikiant, NaOH
iki pH 6,5. Po to Siais méginiais apdoroti tiek sveiki, tiek uzkrésti mieziy ir kvieciy griidai
(trukmé 15 min) ir vertintas apdorojimo poveikis jy daigumui.

Mieziai. Jvertinus apdorojimo neutralizuotais PRB fermentuoto permiato preparatais
poveik] sveiky mieZiy daigumui, nebuvo pastebéta statistiSkai reikSmingy pokyciy. Daigumas
i8liko toks pat kaip ir kontrolinio méginio, apdoroto nefermentuotu permiatu (vidutinikai 92 %)
(16 pav.).

PRB fermentuotas permiatas po neutralizacijos taip pat nepasizyméjo teigiamu poveikiu ir
uzkrésty mikroskopiniais grybais salykliniy mieziy daigumui. Pazymétina, kad uzkrésti mieziy
griiddai visais atvejais blogiau dygo ir Sios problemos iSsprendimas aktualus salyklo gamybos

imonéms.
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17 pav. Grudy apvoliojimo (trukmé 15 min) PRB fermentuoto permiato neutralizuota
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3.4.2. Pieno rigsties bakterijomis fermentuoti arabinogalaktano preparatai

Siame etape vertintas PRB fermentuoty arabinogalaktano preparaty, kuriems ruosti buvo
naudojamas skirtingas Sio polisacharido kiekis (0,1 g ir 0,5 g), poveikis salykliniy mieziy
daigumui (po 3 pary trukusio grudy daiginimo), lyginant su kontroliniu méginiu (gridy
apdorojimui naudotas vanduo). Tyrimo metu buvo pasirinktas skirtingas gridy apdorojimo
budas. Pirmuoju atveju griiddy apvoliojimas vykdytas mirkant juos preparatuose 15 min., antruoju
atveju — apipurskiant griidus preparatais prie$ daiginimg. Papildomai buvo matuojamas daigeliy
aukstis po 7 pary daiginimo.

Mieziy daigumas | atvejas. Apdorojus salyklinius miezius PRB fermentuoto
arabinogalaktano preparatais, ruostais su skirtingas Sio polisacharido kiekiais, (0,1 g ir 0,5 g)
beveik visais atvejais buvo stebimas mieziy daigum0 mazéjimas, iSskyrus preparata, kurio
paruoS$imui buvo naudota 0,5 g arabinogalaktano be fermentinio apdorojimo (daigumas iSliko
toks pat, lyginant su kontroliniu méginiu). Didziausiu neigiamu poveikiu salykliniy mieziy
daigumui, lyginant su kontrole, pasizyméjo preparatas, kuriam ruosti buvo naudotas 0,1 g
arabinogalaktano be fermentinio apdorojimo: daigumas tiriamuose gridy méginiuose nustatytas

13 % mazesnis nei tiriant kontrolinius méginius (18 pav.).

I I I
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18 pav. Grudy apvoliojimo (trukmé 15 min) arabinogalaktano preparatais (hidrolizuotais ir be
apdorojimo fermentais) jtaka mieziy griidy daigumui (daiginta kambario temperatiiroje temperatiiroje 3
paras).

Mieziy daigumas Il atvejis. Apvoliojant salyklinius grudus (be iSlaikymo preparate) taip
pat buvo stebimas mieziy daigumo sumazéjas. Labiausiai mieziy daigumg mazino
preparatas, kurio sudétyje buvo 0,1 g Sio polisacharido ir jam nebuvo taikomas fermentinis
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apdorojimas. Siuo preparatu apdoroty mieziy daigumas buvo 8 % mazesnis nei kontroliniy griidy
(19 pav.).
Kito eksperimento metu PRB fermentuoty arabinogalaktano preparaty poveikis salykliniy

gridy daigumui buvo vertintas pagal daigeliy aukst;.

H Kontrolé ®m0,1g mO0,1g+fermentas mO0,5g MO0,5g+fermentas
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19 pav. Grudy apvoliojimo (be islaikymo) arabinogalaktano preparatais (hidrolizintais ir be apdorojimo
fermentais) jtaka salykliniy mieziy daigumui (daiginta kambario temperatiiroje 3 paras).
Daigeliy aukstis | atvejis. [vertinus mieziy daigeliy aukstj, kai gridy apvoliojimo trukmé
pries daiginimg PRB fermentuoto arabinogalaktano preparatais buvo 15 min (daiginimo trukmé
7 paros), statistiskai reik§mingy poky¢iy nepastebéta. Tik vienas preparatas, kuriam ruosti buvo

naudota 0,5 g arabinogalaktano be fermentinio apdorojimo padidino daigeliy aukstj 9 % (20

pav).
0 IIIII

m Kontrolé m0,1g ®mO,1g+fermentas ®m05g ™MO,5g+fermentas
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N w H (6] [e)} ~ [o] (e} 5

[

20 pav. Grudy apvoliojimo (trukmé 15 min) arabinogalaktano preparatais (hidrolizintais ir be apdorojimo
fermentais) jtaka salykliniy mieziy griiddy daigeliy auk$¢iui (daiginta kambario temperatiiroje 7 paras).
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Daigeliy aukstis Il atvejis. Antrojo tyrimo metu apdorojimui pasirinktas griady
apipurskimas po 3 pary daiginimo, daiginimo pradzioje jy neapdorojus ir daiginta i§ viso 7 paras.
Ivertinus rezultatus, pastebétas didesniS teigiamas preparaty poveikis. Visi PRB fermentuoto
arabinogalaktano preparatai didino mieziy daigeliy aukstj, taciau didziausiu teigiamu poveikiu
daigeliy auksciui pasizyméjo PRB fermentuoto arabinogalaktano preparatai, kuriems ruosti buvo

naudojami didesni $io polisacharido kiekiai (0,5 g). Sie preparatai padidino daigeliy aukstj

vidutiniskai 21 %. (21 pav.).
I I I

E Kontrolé m0,1g mO0,1g+fermentas 0,5g mO0,5g+fermentas
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21 pav. Grudy apipurskimo(po 3 pary daiginimo) arabinogalaktano preparatais (hidrolizintais ir be
apdorojimo fermentais) jtaka salykliniy mieziy grudy daigeliy auks¢iui (laikant 25°C temperattiroje 7
paras).

Daigeliy aukstis 11l atvejis. PanaSts rezultatai buvo gauti ir treCiojo tyrimo metu, kai
griudai buvo apipurskiami PRB fermentuoto arabinogalaktano preparatais daiginimo pradzioje ir
pakartotinai po 3 dieny daiginimo, daiginta i§ viso 7 paras. Daigeliy aukstj didino visi preparatai,
bet geriausiu poveikiu pasizyméjo PRB fermentuoto arabinogalaktano preparatai, kuriy sudétyje
buvo 0,5 g arabinogalaktano tiek prie§ fermentacija veikto fermentiniu preparatu, tiek

nehidrolizinto. Daigeliy aukstis padidéjo vidutiniskai 25 % (22 pav.).
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22 pav. Grudy apipurskimo (prie$ daiginima ir po 3 pary daiginimo) arabinogalaktano preparatais
(hidrolizintais ir be apdorojimo fermentais) jtaka salykliniy mieziy griidy daigeliy auks¢iui (laikant 25°C
temperatiiroje 7 paras).

Palyginus skirtingus apdorojimo biidus daigeliy auksciui didinti, geriausi rezultatai gauti
apipurSkus grudus daiginimo pradZioje ir pakartotinai apdorojus po 3 daiginimo pary (i$ viso
daiginta 7 paras), nes $io tyrimo metu, naudojant preparatg, kuriam paruo$ti naudota 0,5 g
arabinogalaktano, prie§ fermentacija neveikto fermentiniu preparatu, daigeliy aukstis padidéjo 25
% (22 pav.).

Vykdyto tyrimo metu nustatyta, kad naudojant preparatus (Siuo atveju fermentuota
arabinogalaktang) i§ kuriy nepaSalintos PRB Igstelés, tokie preparatai turi neigiama poveikj
grudy daigumui, tadiau padidéja daigeliy aukstis. Literatiroje néra daug duomeny apie PRB
biopreparaty panaudojimg javy grudy daigumo pagerinimui. Galima rasti informacijos apie tai,
kad PRB kaip pradinés kultiiros salyklo gaminimo metu efektyviai prisideda prie mieziy
daigumo [49], taciau konkreCiy rezultaty néra pateikta. IS kity tyréjy atlikty tyrimy galima rasti
rezultaty apie teigiama biopreparaty, kuriy sudétyje yra PRB, poveikj saulégrazy sékly daigumui
[67], taip pat apie teigiamg efektyviy mikroorganizmy preparaty (sudaryty pagrinde i§ PRB,
fotosintetin¢iy bakterijy, mieliy ir aktinomicety, kurie randami dirvozemyje) panaudojima
zirniy, pipiry, pomidory, agurky, kukuriizy, morky, pupeliy sékly daigumo pagerinimui [68].

Atlikty tyrimy metu gautus rezultatus patvirtina Supronienés ir kt. [64] laboratorinémis
saglygomis atlikty tyrimy rezultatai. Jy metu griidy daigumo pagerinimui naudojant grynas PRB
(P. pentosaceus KTU-7, P. acidilactici KTU-8 ir KTU-9, bei L. sakei KTU-6 ir P.acidilactici
KTU-10) kultiiras arba jy miSinius nustatyta, kad L. sakei KTU-6, P. pentosaceus KTU-7 ir
P.acidilactici KTU-10 neigiamai veiké sékly daiguma.
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3.5. Griidy apdorojimo PRB fermentuotu permiatu poveikis griidy baltymy pokyc¢iams

Sio tyrimy etapo tikslas buvo nustatyti ar griidy apdorojimas PRB fermentuoto permiato

preparatais turi jtakos baltymy pokyciams pries ir po apdorojimo.
Mieziai. Atliktos elektroforezés rezultatai parodé, kad apdorojimas KTU-7 (23 pav.) ir

KTU-8 (24 pav.) fermentuotu permiatu neturéjo reikSmingos jtakos sveiky ir pazeisty salykliniy
mieziy griddy baltymy pokyciams.

Sveiki Uzkrésti
NT GC GT NT GC GT

oo
-

23 pav. Sveiky ir mikroskopiniais grybais uzkrésty mieZiy baltymy ekstrakcija. NT-be apdorojimo
nedaiginti, GC- daiginti be apdorojimo, GT- daiginti, apdoroti KTU-7 fermentuotu permiatu.

Sveiki UzZkrésti

NT GC GT NT GC GT

24 pav. Sveiky ir mikroskopiniais grybais uzkrésty mieziy baltymy ekstrakcija. NT-be apdorojimo
nedaiginti, GC- daiginti be apdorojimo, GT- daiginti, apdoroti KTU-8 fermentuotu permiatu .
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Kvieciai. Jvertinus PRB fermentuoto permiato jtakg sveiky bei uzkrésty kvieciy gridy
baltymy poky¢iams, taip pat nebuvo fiksuota jokiy reikSmingy poky¢iy nei apdorojus KTU-7 (25
pav.) fermentuotu permiatu, nei apdorojus KTU-8 (26 pav.) fermentuotu permiatu.

Sveiki UZkrésti
NT GC GT NT GC GT

“ u‘l‘“”

25 pav. Sveiky ir mikroskopiniais grybais uzkrésty kvie¢iy baltymy ekstrakcija. NT-be apdorojimo
nedaiginti, GC- daiginti be apdorojimo, GT- daiginti, apdoroti KTU-7 fermentuotu permiatu .

Sveiki UZkrésti
GC GT NT GC GT
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26 pav. Sveiky ir mikroskopiniais grybais uzkrésty mieziy baltymy ekstrakcija. NT-be apdorojimo
nedaiginti, GC- daiginti be apdorojimo, GT- daiginti, apdoroti KTU-8 fermentuotu permiatu .
Kity autoriy tyrimai nesutampa su Sio eksperimento metu gautais rezultatais.
Fluorescencinés mikroskopijos tyrimai, naudojant ,,Calcofluor” ir Kongo raudonajj
fluorochromus salyklo ir misos komponenty dazymui, parodé intensyvy baltymy ir lastelés
sienelés B-gliukany irima, kai buvo naudojamos PRB [49].
Literatiroje randama duomeny apie bakterijy, naudoty maisto produkty fermentavimui

gebéjimg statistiSkai reikSmingai padidinti juose laisvy amino ragséiy kiekj, kadangi
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fermentacijos metu naudojami mikroorganizmai, pasizymintys fermentiniu aktyvumu, iSskiria
hidrolizinius fermentus, kurie skaido sudétinius baltymus j paprastesnius baltymus, peptidus ir
amino ragstis [69, 70].

3.6. Bioflavonoidy panaudojimo galimybés salykliniy griidy tar$os maZinimui

Siame etape buvo vertinamas neskiesty bioflavonoidy preparaty ,,Indija“, ,,Rokiprag 50
%", ,,Rokiprag* ir ,,Agrastimul* poveikis salykliniy mieziy mikrobiologinés tarSos mazinimui.

DidzZiausias teigiamas salykliniy mieZiy biologinés tarSos mazinimas nustatytas
»Agrastimul® preparato (27 pav.). Salykliniy mieziy biologiné tarSa, apdorojus ,,Agrastimul®
preparatu, sumazéjo 93 % lyginant su kontroliniu variantu, vertinant po keturiy pary iSlaikymo,
tuo tarpu iSlaikius 1éksteles ilgiau (7 paras) preparato slopinamasis poveikis Siek tiek mazéjo.

100

80

D
o

40

Uzkrésti gradai,%

20

H Kontrolé W, Indija" ™ ,Rokiprag 50%" ,,Rokiprag" W, Agrastimul"

0

27 pav. Bioflavonoidy preparaty ,,Indija®“, ,,Rokiprag 50 %, ,, Rokiprag* ir ,,Agrastimul* poveikis
salykliniy mieziy biologinés tarSos mazinimui. I§laikyta 2 val. koncentruotame preparate. Petri 1ékstelés
inkubuotos 4 paras 25 °C temperatiiroje

28 pav. Koncentruoto bioflavonoidy preparato ,,Agrastimul“ fungistatinis poveikis. Neapdoroti gridai
(virSuje) ir apdoroti preparatu griidai (apacioje). Salykliniy mieziy griidai inkubuoti 25 °C temperatiiroje,
7 paras
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3.7. Griidy apdorojimo bioflavonoidy preparatais antimikrobinis poveikis

Ivertinus bioflavonoidy kompleksy ,,Indija* ir ,,Rokiprag 50 % antimikrobinj poveikij
galimiems fitopatogenams (3 lentelé.), nustatyta, kad 0,5 ir 1 % bioflavonoidy kompleksy
»Indija“ ir ,Rokiprag 50 % tirpalai nepasiZymé¢jo antigrybiniu poveikiu indikatoriniams
mikroorganizmams — F. saloni, P. verrucosum, Asp. versicolor, P. chrysogenum, P. cyclopium,
Asp. tereus, A. alternata, P. expansum, A. niger ir F. culmorum. Taciau, 10 % Siy bioflavonoidy
kompleksy tirpalai pasizyméjo fungistatiniu poveikiu prieS Asp. versicolor ir Asp. tereus
mikroskopinius grybus, t.y. slopino $iy gryby augima, bet visiSkai jy nesustabdé. Kadangi skiesti
preparatai nepasiZyméjo stipriu antimikrobiniu poveikiu indikatoriniams mikroorganizmams,
todél papildomai atlikti neskiesty preparaty antimikrobinio poveikio tyrimai. Bioflavonoidy
kompleksai ,,Indija“ ir ,,Rokiprag 50 %" pasizyméjo fungistatiniu poveikiu Asp. versicolor ir

Asp. tereus mikroskopiniy gryby augimui

3 lentelé. Bioflavonoidy kompleksy antimikrobinis poveikis mikroskopiniams grybams

Preparato konc.

Indikatoriniai mikroorganizmai

05irl1%

10 %

Neskiestas preparatas

AB

A B

F. saloni

P. verrucosum

Asp. versicolor

P. chrysogenum

P. cyclopium

Asp. tereus

A. alternata

P. expansum

A. niger

F. culmorum

A - Indija“, B - ,,Rokiprag 50 %"

(—) poveikiu nepasizyméjo; (+/-) silpnas fungistatinis poveikis; (+) stipresnis fungistatinis

poveikis, (++) fungistatinis poveikis ir silpnas fungicidinis poveikis; (+++) fungicidinis poveikis

SekanCio etapo metu tirta bioflavonoidy kompleksy ,Indija* ir ,,Rokiprag 50 %"
antimikrobinis poveikis jvairioms mieléms, kuris pateiktas 4 lenteléje. Bioflavonoidy kompleksy

»Indija“ ir ,,Rokiprag 50 %" skirtingy koncentracijy (0,5; 1,0 ir 10 %) tirpalai antimikrobiniu
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poveikiu tiriamoms mieléms nepasizyméjo. Vertinant neskiesty preparaty poveikj, nustatyta, kad

bioflavonoidy kompleksai ,,Indija* ir ,,Rokiprag 50 % visiskai neslopino testuoty mieliy

4 lentelé. Bioflavonoidy kompleksy ,,Indija* ir ,,Rokiprag 50 %* antimikrobinis poveikis

jvairioms mieléms

Preparato konc.

Indikatorinis mikroorganizmas

0,5% 1% 10% Neskiestas
preparatas
AB A B A, B A, B

Aureobasidium pullalans

Candida kruisii

Candida pelliculosa

Debaryomyces vanrijiae

Geotrichum fermentants

Kluyveromyces lodderae

Kluyveromyces marxianus var. lactis

Pichia farinosa

Pichia fermentans

Pichia membranaefacients

Rhodotorula rubra

Sacharomyces cerevisiae

Rhodotorula rubra M8

Sacharomyces cerevisiae

Kluyveromyces lactis var. lactis

Papildomai jvertinta jvairiy bioflavonoidy kompleksy ,Indija“, ,,Rokiprag 50 %",

antimikrobinis poveikis jvairioms bakterijoms (5 lentel¢). Bioflavonoidy kompleksy ,,Indija“ ir

»Rokiprag 50 %, 0,5 ir 1 % tirpalai antimikrobiniu poveikiu tiriamoms bakterijoms

nepasizymeéjo. Tiriant neskiesty bioflavonoidy kompleksy ,Indija* ir,,Rokiprag 50 %"

antimikrobinj poveikj indikatoriniams mikroorganizmams, dél didelio tirpaly tirStumo (kas

stabdo ekstrakto difuzija agaru) eksperimentas atliktas diskeliy metodu. Stipriausias preparaty

»Indija“ ir,,Rokiprag 50 %" poveikis nustatytas prie§ P. facilis ir P. aureofaciens (slopinimo

zony skersmuo atitinkamai buvo 8,0+0,8 ir 9,0+0,8 bei 10,042,2 ir 13,5+1,3).

5 lentelé. Bioflavonoidy kompleksy antimikrobinis poveikis bakterijoms (slopinimo zonos

skersmuo agaro terpéje, mm)

Preparato konc., %

Difuzijos j agarg metodu

Diskeliy metodu (10 pl)

(200 pl)
0,5 1 10 Neskiestas preparatas
Indikatorinis
mikroorganizmas A B A B A B A B
B. subtilis subsp. B B _ B 8.5+1.3
subtilis e
B. subtilis subsp. _ B B _ 7.841.0

subtilis (sporos)
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5 lentelés tesinys. Bioflavonoidy kompleksy antimikrobinis poveikis bakterijoms (slopinimo

zonos skersmuo agaro terpéje, mm)

B. subtilis subsp.
spizizenii

10,5+1,3

B. subtilis subsp.
spizizenii (sporos)

8,0+0,8

P. gladioli pv.
aliicola 3.1

P. cepacia 1.1

9,0+1,0

P. fluorescens
biovar. V 3.3

P. marginalis 3.5

P. fluorescens
biovar V 1.2

P. facilis 4.1

8,0+0,8

9,0+0,8

P. aureofaciens
biovar. 111 2.4.1

10,0+2,2

13,5+1,3

P. marginalis 4.2

P. cichorii 7.3.1

P. fluorescens
biovar 111 2.1.1.1.1

A - Indija*, B - ,,Rokiprag 50 %",
(—) poveikiu nepasizymejo;

29 pav. Neskiesto preparato ,,Indija“ antimikrobinis poveikis pries P. facilis 4. (Petri léksteliy virSuje) ir
10 % jy tirpaly poveikis (Petri 1éksteliy apacioje) bakterijoms, po 2 pary, 25 °C temperatiiroje ant MPGA
terpe

3.8. Apdorojimo bioflavonoidy preparatais jtaka griidy daigumui

Sio etapo metu buvo tiriamas visy turimy bioflavonoidy preparaty poveikis salykliniy
mieziy daigumui.

Isryskéjo neigiamas neskiesty bioflavonoidy preparaty ,Indija*, ,Rokiprag 50 %",
»Rokiprag® ypa¢ ,, Agrastimul®“ poveikis salykliniy mieziy daigumui (30 pav.). Apdorojus
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salyklinius mieZius neskiestais bioflavonoidy preparatais ,,Indija®, ,,Rokiprag 50 %*, ,,Rokiprag*

ir ,,Agrastimul®, mieziy daigumas sumaz¢jo, atitinkamai, 32, 27, 40 ir 99 %.

100
90
80
70
60 }'
50

40

Daigumas, %

30
20

10

0 ———

M Kontrolé  ®,,Rokiprag" m,,Rokiprag 50%" ,Indija"  m, Agrastimul"

30 pav. Bioflavonoidy preparaty ,,Indija“, ,,Rokiprag 50 %", ,,Rokiprag™ ir ,,Agrastimul (neskiesty
tirpaly) jtaka salykliniy mieziy daigumui po 3 pary daiginimo

Bioflavonoidy komplekso ,,Indija* jtaka salykliniy mieZiy daigumui ir dygimo galiai,
naudojant skirtingas preparato koncentracijas ir skirtingg apdorojimo trukme. Sio etapo tikslas
buvo nustatyti toksifolino preparo ,,Indija* jtakg salykliniy mieziy daigumui ir dygimo galiai,
naudojant skirtingas preparato koncentracijas ir skirtingg apdorojimo trukme. Tam salykliniai
mieziai buvo apdorojami toksifolino preparatu ,,Indija“, naudojant 5 % ir 10 % preparato
koncentracijas ir i§laikant 5 min., 15 min., ir 30 min. Kontroliniai méginiai jvertinti be preparato
apdorojimo. Mieziai daiginti 3 paras, 25 °C temperatiiroje. Gauti rezultatai pateikti 31 pav.
Nepaisant didesnés preparato koncentracijos ir ilgesnio apdorojimo laiko, preparato
panaudojimas visais atvejais mazino mieziy daigumg. Didziausias daigumo sumazéjimas,
apdorojus griudus 5 % preparatu, buvo stebimas méginyje, kuris buvo ilgiausiai apdorojamas (30
min), daigumas sumazéjo vidutiniskai 10 %. Apdorojus gridus didesnés koncentracijos tirpalu
(10 %), taip pat buvo stebimas daigumo sumazéjimas, taciau preparato poveikis buvo stipresnis
ypatingai méginyje, kurio apdorojimo trukmé buvo 15 min. Siame méginyje daigumas sumazéjo

vidutiniskai 19 %.
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31 pav. Neapdoroty ir apdoroty mieziy daigumas apdorojus 5 % ir 10 % koncentracijos preparatu, kai
apdorojimo trukmé 5, 15 ir 30 min., laikant 25 °C temperatiiroje 62 valandas (Preparatas ,,Indija“)

Kadangi didesnés ,,Indija” preparato koncentracijos mazino salykliniy mieziy daigumg ir
§is mazgjo priklausomai nuo apdorojimo trukmés, papildomai buvo jvertinta $io bioflavonoidy
kompleksy preparato (1 % tirpalo) poveikis mieziy daigumui, apdorojus gridus 30 min. ir
daiginus tris paras. 1 % koncentracijos preparatas ,,Indija“ taip pat sumazino mieziy daiguma,
lyginant su kontroliniu méginiu, kuris nebuvo apdorotas preparatu, taCiau poveikis buvo

silpnesnis nei didesnés koncentracijos tirpaly (5 % ir 10 %). Vidutiniskai daigumas sumazéjo 4

%. (32 pav.).

m Kontrolé M5 min ®M15min =30 min
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32 pav. Neapdoroty ir apdoroty 1 % koncentracijos preparatu ,,Indija salykliniy mieziy daigumas,
laikant 25°C temperatiiroje 62 valandas.
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ISVADOS

Atlikus kompleksinius tyrimus, skirtus antimikrobiniy pieno ragsties bakterijomis
fermentuoty bioprodukty su naujomis fermentacijos terpémis (naudojant arabinogalaktano
priedus ir permiatg) vystymui, ir bioflavonoidiniy preparaty iSbandymui salykliniy mieziy ir

kvieciy mikrobiologinés tarSos mazinimui, nustatyta:

1. Pieno ragsties bakterijy fermentacijos procesams teigiamos jtakos turéjo fermentacijos
terpés sudétis, naudojant jos ruoSimui didesnius arabinogalaktano kiekius (be papildomo
fermentinio apdorojimo). Permiatas (iSrtigy filtratas) buvo tinkama terpé tirty PRB dauginimuisi,
taciau maziau efektyvi nei naudojant fermentacijos terpés ruoSimui arabinogalaktano priedus.

2. Biopreparatas su arabinogalaktano priedu sumazino (vidutinis$kai 36 %) mikrobiologing
salykliniy mieZiy tar$a: (i) nustatytas fungicidinis poveikis pries F. poae, P. chrysogenum, ir P.
expansum genc¢iy mikroskopinius grybus ir (ii) fungistatinis poveikis, slopinantis Asp. versicolor,
Penic. cyclopium ir Asp. tereus mikroskopiniy gryby augima.

3. Bioproduktai, pagaminti naudojant arabinogalaktana, statistiSkai reikSmingai padidino
(vidutiniskai 25 %) daigeliy aukstj, taciau neturé¢jo teigiamo poveikio salykliniy gridy daigumui.

4. Pediococcus acidilactici KTU-7, Pediococcus pentosaceus KTU-8 fermentuoto
permiato bioproduktai padidino (vidutiniSkai 32 %) salykliniy mieziy gridy atsparumag prie$
mikroskopinius grybus bei sumazino (24 %) kvieciy gridy mikrobiologing tarsa.

5. Pieno rugsties bakterijy padermémis (Pediococcus acidilactici KTU-7, Pediococcus
pentosaceus KTU-8 ir Pediococcus pentosaceus KTU-9) fermentuoto premiato bioproduktai,
apdorojant jais salykliniy kvieciy ir mieziy grudus, pagerino uzkrésty salykliniy mieziy ir sveiky
kvie¢iy daigumg (atitinkamai, 12 % ir 6 %). Fusarium spp. uzkrésty kvie¢iy daigumag
(vidutini$kai 16 %) daugiausiai pagerino Pediococcus acidilactici KTU-7 fermentuotas
permiatas.

6. Apdorojimas pieno rugsties bakterijomis fermentuotu permiatu neturéjo jtakos
daigintuose griduose baltymy pokyciams.

7. Bioflavonoidy preparatai sumazino salykliniy mieziy mikrobiologing tarSa: 10 % Siy
bioflavonoidy preparaty tirpalai pasizyméjo fungistatiniu poveikiu prie§s Asp. versicolor ir Asp.
tereus mikroskopinius grybus; koncentruoti bioflavonoidy preparatai taip pat pasiZymejo
fungistatiniu poveikiu, slopinant mikroskopiniy gryby augima.

8. Salykliniy grudy, apdoroty bioflavonoidy preparatais, daigumas priklausé¢ nuo

bioflavonoidy sudéties ir nuo biologiskai veiklios medziagos juose koncentracijos.
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