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Santrauka

Atsizvelgiant | tvarumo principus, tyrimo metu buvo panaudotos avieciy iSspaudos, kaip Salutinis
uogy perdirbimo gamybos produktas. Siame tyrime buvo tirtos ultragarso bei bakteriocinus
gaminan¢iy pieno ragsties bakterijy (Lactobacillus reuteri 182 ir Lactobacillus plantarum F1)
priemongs, siekiant sukurti nepasterizuota fermentuota gérimg. Technologija leidZia iSsaugoti
Zzmogaus sveikatai naudingus mikroorganizmus, tokius kaip pieno riigSties bakterijos, bei i§vengti
cheminiy priedy panaudojimo. Antrinis uogy perdirbimo produktas — avie€iy iSspaudos, kurios
pasizymi dideliu drégmés kiekiu, gali biti panaudotas pridétinés vertés produkto kiirime. Taip pat,
antriniai augaliniai produktai gali biiti panaudoti kaip alternatyvus maisto Saltinis, tokiu biidu
atsizvelgiant | tvaraus vystymosi principus. Avieciy iSspaudose esantys fitochemikalai gali bati
panaudoti funkcionalaus nepasterizuoto gérimo gamyboje bei kaip priemoné mikrobiologinio
stabilumo uZztikrinimui. Tyrimo metu, fermentacijos procese buvo panaudota simbiotiné
mikroorganizmy kultira Medusomyces gisevii, sudaryta i$ bakterijy bei mieliy, kuriy metabolizmo
produktai lemia kompleksinj ir vartotojams priimting produkto skonj. Tyrimo metu atlikta
Medusomyces gisevii metagenominé analiz¢, kuria buvo identifikuotos 370 mikroorganizmy rasys ir
funkcinés jy savybés. Siekiant padidinti avieciy iSspaudose esanciy fenoliniy junginiy ir antocianiny
koncentracijas, bei antioksidacinj aktyvuma, buvo atliktas 37 kHz ultragarsinis avie¢iy iSspaudy
apdorojimas. Pritaikius skirtingus ultragarso intensyvumus (40, 70, 100 ir 120 %) bei poveikio
trukmes (15, 30, 45 min), buvo parinkti optimaliis avieéiy iSspaudy apdorojimo rezimai — 70 %
intensyvumo ir 45 min bei 120 % intensyvumo ir 30 min ultragarsinis apdorojimas. Ultragarsu
apdorotos avieciy isspaudos buvo panaudotos fermentacijos procese su Medusomyces gisevii kultira.
Papildomai, efektyviomis koncentracijomis buvo panaudotos pieno riigsties bakterijos (Lactobacillus
reuteri 182 ir Lactobacillus plantarum F1), kuriy metabolizmo produktai uZztikrina gérimo
mikrobiologinj stabilumg ir saugumg vartojimui. Nustatyta, kad ultragarsinis avieCiy iSspaudy
apdorojimas 1émé didesnes fenoliniy junginiy ir antocianiny koncentracijas fermentuoty gérimy
méginiuose, bei padidino jy antioksidacinj aktyvumag. Méginiuose su 70 % intensyvumo ir 45 min
apdorotomis avieciy iSspaudomis fenoliniy junginiy koncentracija vidutiniSkai padidéjo 32,34 %,
antocianiny — 17,96 %, antioksidacinis aktyvumas — 4,02 %. Méginiuose su 120 % intensyvumo ir
30 min ultragarsu apdorotomis avieciy iSspaudomis fenoliniy junginiy koncentracija vidutiniskai
padidéjo 14,62 %, antocianiny — 13,29 %, antioksidacinis aktyvumas — 1,10 %. Avieciy i$spaudy
priedas lémé mikrobiologiskai stabilesnius fermentuoty gérimy méginius. Tyrimo rezultatai rodo, kad
uogy perdirbimo pramonés Salutinis produktas gali bati biiti efektyviai panaudotas probiotiniy
fermentuoty gérimy gamybai.
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Summary

Considering the principles of sustainability, raspberry pomace was used during the research as a by-
product of berry processing industry. In this study, ultrasound and bacteriocin-producing lactic acid
bacteria (Lactobacillus reuteri 182 and Lactobacillus plantarum F1) were used to develop an
unpasteurized fermented beverage. The technology allows preserving microorganisms beneficial to
human health, such as lactic acid bacteria, and avoiding the use of chemical additives. A secondary
product of berry processing, raspberry pomace, which has a high moisture content, can be used in the
creation of a value-added product. Also, secondary plant products can be used as an alternative food
source, thus considering the principles of sustainable development. Phytochemicals found in
raspberry pomace can be used in the production of a functional unpasteurized beverage and as a
means to ensure microbiological stability. During the research, a symbiotic culture of microorganisms
Medusomyces gisevii was used in the fermentation process, consisting of bacteria and yeast, whose
metabolic products determine the complex and consumer acceptable taste of the product. During the
research, a metagenomic analysis of Medusomyces gisevii was performed, which identified 370
species of microorganisms and their functional properties. In order to increase the concentrations of
phenolic compounds and anthocyanins in raspberry pomace, as well as the antioxidant activity, 37
kHz ultrasonic treatment of raspberry pomace was performed. After the use of different ultrasound
intensities (40, 70, 100 and 120 %) and exposure durations (15, 30, 45 min), the optimal treatment
parameters of raspberry pomace were selected — 70 % intensity and 45 min, and 120 % intensity and
30 min ultrasonic treatment. Ultrasonically treated raspberry pomace was used in the fermentation
process with a culture of Medusomyces gisevii. In addition, lactic acid bacteria (Lactobacillus reuteri
182 and Lactobacillus plantarum F1) were used in effective concentrations, whose metabolic
products ensure the microbiological stability and safety of the beverages for consumption. It was
found that the ultrasonic pretreatment of raspberry pomace resulted in higher concentrations of
phenolic compounds and anthocyanins in the samples of fermented beverages, and increased their
antioxidant activity. In the samples with 70% intensity and raspberry pomace pretreated for 45 min,
the concentration of phenolic compounds increased by 32,34 %, anthocyanins by 17,96 %, and
antioxidant activity by 4,02 %. The concentration of phenolic compounds increased by 14,62 %,
anthocyanins by 13,29 %, and antioxidant activity by 1,10 % in the samples with 120 % intensity and
30 min ultrasound pretreated raspberry pomace. Addition of raspberry pomace resulted in more
microbiologically stable fermented beverage samples. The results of the study show that the by-
product of the berry processing industry can be effectively used for the production of probiotic
fermented beverages.
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méginys su L. plantarum kultira ir ultragarsu (70%, 45 min) apdorotomis avieéiy iSspaudomis;
UA2CP — méginys su L. plantarum kultora ir ultragarsu (120%, 30 min) apdorotomis avieciy
ISSPAUAOINIIS. .ttt bbb bbb e bt 58
4.1 pav. Fermentuoto gérimo su avie¢iy iSspaudomis aparatiiring schema ............ccocevevviiiniiniinnnn, 60



Santrumpy ir terminy sarasas
Santrumpos:
BAK — bendroji antocianiny koncentracija;
BP — baziy poros;
CGE - cianidin-3-gliukozido ekvivalentas;
DNR — deoksiribonukleoraigstis;
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;
NKS — naujos kartos sekoskaita;
PGR — polimerazes grandininé reakcija;
PRB — pieno rugsties bakterijos;
SMK — simbiotin¢ mikroorganizmy kultiira;
TE — trolokso ekvivalentas;

TRE — tanino rugsties ekvivalentas.
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Ivadas

Did¢jantis maisto produkty suvartojimas lemia augantj Salutiniy maisto perdirbimo produkty bei
organiniy atlieky susidarymg. Uogy iSspaudos, pavyzdziui avieCiy, yra uogy perdirbimo pramonés
Salutinis produktas, kuris neturi plataus pritaikymo dél didelio vandens kiekio bei mikrobinio
nesaugumo rizikos. D¢l Sios priezasties, uogy iSspaudos yra iSmetamos kaip atliekos, reciau
naudojamos paSarams ar kompostuojamos. Avieciy iSspaudose gausu fitocheminiy medziagy, kurios
pasizymi antimikrobinémis ir antioksidacinémis savybémis, kurios gali buti pritaikytos kaip
alternatyva pasterizacijai ar cheminiams konservantams, slopinantiems mikroorganizmy augima. Sie
biologiskai aktyviis junginiai gali ne tik padéti sumazinti technologiSkai ir mitybiSkai zalingy
mikroorganizmy dauginimasi fermentacijos metu, bet ir buti pritaikyti funkcionalaus maisto
gamyboje. Siekiant sumazinti cheminiy konservanty naudojima, pieno ragsties bakterijos, kaip
biologiné priemoné, yra taip pat veiksminga alternatyva, siekiant iSlaikyti produkto kokybe ir
sauguma. Fitocheminiy medziagy ir pieno riigsties bakterijy derinys ne tik uztikrina produkto kokybe,
bet ir sumazina sintetiniy priedy poreikj, 0 tai atitinka sveikesnés mitybos ir natiiralesniy maisto
produkty poreikio tendencijas.

Fitocheminéms medziagoms i$skirti i§ augaliniy Zaliavy dazniausiai taikomos jvairios tradicinés
cheminés ir fizinés priemonés, kurios yra imlios cheminiams reagentams ir energijai. Vis didesnis
démesys yra skiriamas ekologiskoms augaliniy atlieky perdirbimo priemonéms, tokiu btidu siekiant
sumazinti minétyjy istekliy naudojimg. Kaip vienas i$ tvariy augalinés Zaliavos apdorojimo ir joje
esanciy junginiy ekstrakcijos metody yra ultragarsas. PrieSingai nuo tradiciniy ekstrakcijos metody,
ultragarsiné ekstrakcija yra aplinkai draugiSkesné, atlickama Zemose temperatirose, reikalauja
mazesniy energijos bei cheminiy tirpikliy sgnaudy.

Ultragarsu paveiktoje zaliavoje yra pagerinama ne tik biologiSkai aktyviy junginiy ekstrakcija, bet ir
biologinis maistiniy zaliavy prieinamumas mikroorganizmams, nepakeiciant pradinés Zzaliavos
kokybes. Visgi, skirtingoms zaliavoms ar perdirbimo produktams, tokie ultragarsinés ekstrakcijos
parametrai kaip intensyvumas ir poveikio trukmé, turi biti optimizuojami. Atsizvelgus j tvarumo
principus bei Europos Komisijos ziedinés ekonomikos veiksmy plang, tyrimo metu buvo pritaikytas
Salutinis maisto pramonés perdirbimo produktas pridétinés vertés produkto karime.

Darbo tikslas — taikant 37 kHz daznio, ivairiy intensyvumy (40, 70, 100, 120) ultragarsa ir skirtingas
poveikio trukmes (15, 30, 45 min), padidinti biologiskai aktyviy junginiy koncentracijas avieciy
1Sspaudose ir iStirti panaudojimo galimybes fermentuoty gérimy gamyboje su simbiotine
mikroorganizmy kultiira ir pieno rugsties bakterijomis.

Darbo uzdaviniai:

1. nustatyti ultragarso jtaka fenoliniy junginiy koncentracijos, antocianiny koncentracijos bei
antioksidacinio aktyvumo vertéms avieciy iSspaudose, taikant 37 kHz jvairiy intensyvumy (40,
70, 100 ir 120 %) ultragarsg bei skirtingas poveikio trukmes (15, 30, 45 min);

2. atlikti simbiotinés mikroorganizmy kultiros Medusomyces gisevii metagenoming analize ir iStirti
mikroorganizmy bendrijas, atsparumo antibiotikams genus bei genus, atsakingus uz
angliavandeniy aktyvumo fermenty sintezg;

3. 1vertinti savaiminés fermentacijos gérimo veikliyjy mikroorganizmy ir technologiskai zalingy
mikroorganizmy kiekybinius pokycius, taip pat pH vertés kitima pirminés ir antrinés
fermentacijos metu;
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4. nustatyti ultragarsu apdoroty avieCiy iSspaudy jtakg fenoliniy junginiy koncentracijos,
antocianiny koncentracijos bei antioksidacinio aktyvumo vertéms fermentuoty gérimy
méginiuose.

5. jvertinti veikliyjy mikroorganizmy ir technologiskai Zzalingy mikroorganizmy kiekybinius
pokyc¢ius fermentuoty gérimy méginiuose 20 pary laikymo laikotarpyje.
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1. Literatiros apZvalga
1.1. Augaly perdirbimo pramonés antriniai produktai ir jy panaudojimo strategijos

Biotechnologijos ir maisto pramonése augalinés kilmés atlieky susidarymas yra aktuali ir paplitusi
problema. Globaliu mastu didziausi organiniy atlieky kiekiai susidaro maisto pramongje, ypac vaisiy
ir darzoviy perdirbimo srityje. Sias augalinés kilmés atliekas sudaro Zievelés, séklos, odelés,
minkStimas bei kiti Salutiniai vaisiy ir darZzoviy perdirbimo srautai. Vaisiy ir darzoviy perdirbimas
lemia didelj kiekj atlieky, o $iy atlieky Salinimas didina bendras gamybos islaidas. D¢l to daznai Sios
atliekos yra iSmetamos j aplinka, siekiant sumazinti gamybos i§laidas. Maisto perdirbimo atliekos
patekusios ] aplinkg greitai pradeda skleisti nemalonius kvapus, o jei jos néra tinkamai tvarkomos,
gali kelti aplinkosaugos bei sveikatos problemy. Yrant organinéms atliekoms, dauginasi ir plinta
bakterijos bei didéja pavirSiniy ir pozeminiy vandeny tar$os rizika [1].

Vaisiy ir darzoviy perdirbimo Salutiniy produkty antrinis panaudojimas yra efektyvi priemoné ne tik
mazinant aplinkos atliekas, bet ir panaudojant vertingus komponentus i3 $iy produkty. Sis pozidiris
turi itaka sprendziant tiek ekonomines, tiek aplinkosaugines problemas. Pavyzdziui, naudojant
Salutinius produktus ne tik taupomi gamtos iStekliai, bet ir mazinamos sgvartyny eksploatacijos
iSlaidos. Be to, tai skatina inovacijas funkcinio maisto plétros srityje.

Pastaruoju metu daugéja jvairiy organinés kilmés atlieky antrinio panaudojimo strategijy, kurios
padéty spresti minétasias problemas. Sia tema buvo sukurta biomasés panaudojimo vertés piramideé.
Si piramidé yra suskirstyta j sritis pagal galutinj produkta, o $ios sritys i§déliotos pagal verte.
Remiantis §ia piramide, biomasé yra vertingiausia tuomet, kai ji naudojama vaisty gamyboje. Sios
piramidés viduryje — maistas ir paSarai, bioplastikai ir polimerai, chemikalai ir kuras. Biomasés
panaudojimas energijos ir Silumos tikslams suteikia maziausiai vertés, taigi atsiduria piramidés
apacioje [1]. Piramidé vaizduojama 1.1 paveiksle:

Vaistai

/ Maistas ir pasarai \
/ Bioplastikai ir polimerai \
/ Chemikalai ir kuras \
/ Energija ir Silama \

1.1 pav. Biomasés panaudojimo vertés piramidé

Daugumoje biomasés perdirbimo strategijy, auksStos pridétinés vertés produkty kiirimas yra vienas
pagrindiniy tiksly. Taciau reikia paminéti, kad dauguma $iy biomasés perdirbimo strategijy yra
nukreiptos j chemikaly bei bioenergijos gamybg. D¢l to yra svarbu kurti organiniy atlieky perdirbimo
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strategijas, nukreiptas | aukStesnés pridétinés vertés produkty kiirimg — pavyzdziui, funkcionalaus
maisto gamyba.

Maisto perdirbimo pramonés Salutiniuose produktuose gausu jvairiy maistiniy medziagy ir bioaktyviy
junginiy — angliavandeniy, celiuliozés, baltymy, antioksidanty, riebaly. Netinkamai tvarkant §iuos
antrinius produktus prarandamos vertingos medziagos, kurios gali biiti panaudojamos naujiems
produktams kurti. Vaisiy ir darZzoviy atliekose gausu antriniy metabolity, kurie gali buti pritaikyti
funkcionalaus maisto gamyboje kaip sveikatai palankiis junginiai bei alternatyva konservantams.
Siuo atzvilgiu ypa¢ jdomios uogy perdirbimo pramongs atliekos — pavyzdziui, suliy gamybos metu
susidarancios iSspaudos. Uogy iSspaudose gausu biologiskai aktyviy junginiy, tokiy kaip polifenoliai,
flavonoidai, antocianinai bei jvairds kiti junginiai [2]. Sios uogos — tai mélynés, gervuoges,
spanguolés bei avietés. Avieciy Salutiniy perdirbimo produkty pritaikymas ypac aktualus dél to, jog
tai vienos dazniausiai perdirbamy uogy pasauliniu mastu.

Paminétina, kad ieSkant efektyviy maisto atlieky perdirbimo strategijy, susiduriama su kliiitimis,
kurios susijusios su perdirbimo metody tvarumu, ekologiSkumu bei saugumu aplinkai. Taip pat
atsiranda ir technologiniy i$sukiy perdirbant $ias atliekas pramoniniu mastu. Taigi, svarbu ieskoti
naujy biomaseés perdirbimo budy, kurie buity ir draugiski aplinkai, ir jgyvendinami pramoniniu mastu.

1.2. Aviediy iSspaudos — apibiidinimas, cheminé sudétis ir pritaikymo galimybés

Avietés yra vienos placiausiai naudojamy uogy pasaulyje, vartojamos ir Sviezios, ir perdirbtos i
ivairius produktus. KomerciSkai viena labiausiai paplitusiy avie€iy rasiy yra Europiné raudonoji
avieté — Rubus idaeus L. subsp. Idaeus (1 pav. A). Raudonosiose avietése gausu maistiniy skaiduly,
vitamino C, vitamino K, B grupés vitaminy, kalcio, gelezies, magnio, kalio. Be to, jose yra jvairiy
biologiskai aktyviy junginiy, tokiy kaip fenoliniai junginiai, kurie pasiZymi antioksidacinémis ir
prieSuzdegiminémis savybémis. Dél maistiniy medziagy ir biologiskai aktyviy komponenty,
raudonosios avietés atlieka svarby apsauginj vaidmenj zmoniy sveikatai [3].

Didelé¢ dalis uZauginamy avieciy yra perdirbamos j jvairius maisto produktus, pavyzdziui, sultis, kuriy
gamybos metu susidaro reikSmingi kiekiai i$spaudy (1.2 pav. B dalis). Perdirbant uogas j sultis,
gaunama apie 70-80 % sulCiy ir 20-30 % iSspaudy, sudaryty i§ odeliy, sékly ir minkstimo.
Pramoninis vaisiy ir uogy perdirbimas, ypa¢ sulciy gamyba, generuoja didZiulius kiekius atlieky.
Ivairios uogy ir vaisiy iSspaudos, jskaitant avieciy iSspaudas, iki Siol neturi plataus pritaikymo dél
technologiniy sprendimy stokos bei mikrobiologinio uzterStumo rizikos [4].

1.2 pav. A —raudonosios avietés (Rubus idaeus); B — raudonyjy avie¢iy (Rubus idaeus) iSspaudos
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ISspaudos, kaip Salutinis uogy sul¢iy gamybos produktas, dazniausiai iSmetamos, nors jose gausu
maistiniy medziagy, pavyzdziui, skaiduly, cukry, baltymy, vertingy nesociyjy riebaly rugsciy,
antocianiny, polifenoliy ir kity antriniy metabolity [5]. Avie¢iy iSspaudose yra apie 59,5 % maistiniy
skaiduly, 10 % baltymy ir 11,1 % riebaly, iSreiksty sausoje medziagoje [3]. J. Vuili¢ ir kt. tyrime
(2011) nurodoma, kad avieciy iSspaudose gausu antriniy metabolity — 100 g Svieziy avieciy iSspaudy
yra 637,77 mg polifenoliniy junginiy, 591,65 mg flavonoidy ir 65,21 mg antocianiny [6].

Dazniausiai i$spaudos yra panaudojamos kaip gyvuliy pasaras, kompostuojamos, naudojamos
biodujy gamyboje ar iSmetamos [3]. Taciau iSspaudy panaudojimas maisto pramongje gali sumazinti
gamybos iSlaidas, nes jos biity panaudotos kaip alternatyvus maisto Saltinis. Paminétina, kad triiksta
sprendimy, susijusiy su iSspaudy pritaikymu auks$tesnés pridétinés vertés produkty kiirime.

Nors uogy ir vaisiy iSspaudos yra vertingas Salutinis produktas, taciau jos turi didelj vandens kiekj,
kuris lemia jy mikrobiologinj nestabiluma. Metodai, naudojami Salutiniams produktams iSsaugoti,
gali reik§mingai pailginti i$silaikymo trukme¢. Dazniausiai uogy iSspaudy stabilumo uZtikrinimo
metodas yra dziovinimas, o i§dZiovintos avieciy iSspaudos naudojamos funkcinio maisto gamyboje,
pavyzdziui, kepiniuose. Visgi, iSspaudy dziovinimas yra energijai imlus procesas [3].

AvieCiy i8spaudose esantys fenoliniai junginiai pasizymi inhibiciniu poveikiu prie§ daugel;
patogeniniy bakterijy, dél to gali bati pritaikyti kaip potencialtis antimikrobiniai reagentai [3].

Avieciy iSspaudy, kaip Salutinio maisto perdirbimo pramonés produkto, panaudojimas gali biiti
potenciali priemone tiek efektyvesniam istekliy naudojimui, tiek gamybos iSlaidy mazinimui.
Kadangi uogy sultis yra populiaru naudoti gérimuose, jy iSspaudas taip pat biity galima pritaikyti
inovatyviy gérimy gamyboje. Kaip viena i$ §iy gérimy rasiy yra fermentuoti gérimai. Fermentacijos
metu pagerinamas produkto skonis, tekstiira, maistinés medziagos ir pailginamas galiojimo laikas.
Taip pat fermentuoti produktai tradiciSkai sicjami su nauda sveikatai [5]. Nealkoholiniai gérimai,
kuriuos fermentuoja bakterijos ir mielés, susilaukia vis didesnio populiarumo. Taigi, avieciy
iSspaudos yra potenciali Zaliava fermentuotiems nealkoholiniams gérimams gaminti.

1.3. Biologiskai aktyviis junginiai avieciuy iSspaudose

Raudonosios avietés yra biologiSkai aktyviais junginiais turtingos uogos, kurie pasizymi
antioksidaciniu aktyvumu. Biologiskai aktyvis junginiai, arba antioksidantai, yra apibiidinami kaip
cheminiai junginiai, kurie gali sumazinti arba uZkirsti kelig lengvai oksiduojamy molekuliy
oksidacijai. Biologiniu aktyvumu avietése pasizymi tokie junginiai kaip maistinés skaidulos,
nesociosios riebaly rligstys, karotenoidai, vitaminas C bei fenoliniai junginiai — antocianinai,
fenolinés rugstys, flavonoliai ir kt. [4, 7].

Fitocheminés medziagos yra antriniai augaly metabolitai, pasiZymintys biologiniu aktyvumu.
Fenoliniai junginiai yra viena didZiausiy fitocheminiy medZziagy grupiy, kuri atlieka daug svarbiy
funkcijy augaluose. Augaluose esantys fenoliniai junginiai paprastai yra susij¢ su apsauga nuo
ultravioletinés spinduliuotés, patogeny, parazity, o taip pat prisideda ir prie augaly spalvos.
Fenoliniams junginiams priklauso tokie junginiai, kaip fenolinés rigstys bei polifenoliai (flavonoidai,
antocianinai, flavonoliai, flavonai ir kt.) [3].
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Fenoliniai junginiai yra skirstomi j kelias skirtingas grupes, atsizvelgiant j jy strukttirg - nuo paprasty
fenolio riig§¢iy iki sudétingy polifenoliy. Visi §ie junginiai turi vieng arba daugiau aromatiniy ziedy
bei hidroksilo grupiy [8].

Vaisiy ir darzoviy spalva ir skonis i§ dalies priklauso nuo jy fitocheminiy bei fenoliniy komponenty
— pavyzdziui, avieCiy raudong spalva suteikia jose esantys antocianinai [9]. Antocianinai yra
vandenyje tirpiis pigmentiniai junginiai, esantys uogy audiniuose, kurie sudaro vieng i§ pagrindiniy
fenoliniy junginiy grupiy avieCiy iSspaudose. Antocianinai yra sintetinami augalo lastelés
citoplazmoje bei saugomi vakuolése. Manoma, kad antocianinai apsaugo augalus nuo biotinio ir
abiotinio streso [3]. Antocianinai yra junginiai, kurie lengvai oksiduojasi, dél to jic yra geri
antioksidantai. Pagrindiniai avie¢iy i$spaudose randami antocianinai yra cianidin-3-O-gliukozidas,
cianidin-3-O-rutinozidas ir cianidin-3-O-soforozidas. U. Szymanowska ir kt. tyrime (2021) istirta,
kad po avieéiy sulCiy ekstrakcijos, apie 2/3 antocianiny lieka avieciy iSspaudose [4].

Fenoliniai junginiai, turi daugybe sveikatai naudingy antioksidaciniy ir prieSuzdegiminiy savybiy.
D¢l didelio antioksidacinio aktyvumo fenoliniai junginiai yra pradéti tyrinéti kaip prevenciné
priemoné nuo Sirdies ir kraujagysliy ligy, vézio, antro tipo diabeto, neurodegeneraciniy ligy.
Biologisky aktyviy junginiy veikimas apima reaktyviy deguonies junginiy inaktyvavimg, kurios
sukelia lastelés DNR, lipidy ir baltymy pazeidimus [10].

Taip pat, dél avieciy iSspaudose esanciy fenoliniy junginiy, kurie slopina tam tikry patogeniniy
bakterijy augima, jos gali biiti panaudotos kaip naujas antimikrobiniy junginiy Saltinis [11]. Natiiraliy
antimikrobiniy medziagy taikymas maisto pramonéje tampa vis aktualesnis dél didéjancio bakterijy
atsparumo antibiotikams.

1.4. Fitocheminiyu medzZiagy pritaikymas mikrobiologinio stabilumo uZtikrinimui/maisto
produktuose

Antimikrobinés medZiagos yra junginiai, slopinantys mikroorganizmy (bakterijy, virusy ir grybeliy)
augimg. Jy panaudojimas yra platus — farmacijos, maisto, kosmetikos pramonéje ir daugelyje kity.
Visgi, sintetiniy medziagy naudojimas, tokiy kaip antimikrobinés medZiagos (konservantai), kelia vis
didesnj zmoniy susiriipinimg d¢l jy saugumo. D¢l to pastebimai auga natiiraliy produkty paklausa.
Kaip alternatyva cheminiams konservantams, fitocheminés medZziagos susilaukia vis didesnio
populiarumo. U. Szymanowska ir kt. tyrime (2021) nurodoma, kad $ie junginiai pasizymi ne tik
antimikrobiniu poveikiu, bet ir nauda sveikatai — prieSuzdegiminiu ir antioksidaciniu poveikiu
Zmogaus organizme [4].

Mokslingje literatiiroje nurodoma, jog fenoliniai junginiai, randami avietése ir jy iSspaudose, sulétina
patogeniniy bakterijy augima. Sie junginiai pasizymi inhibiciniu poveikiu pries Clostridium,
Enterococcus, Escherichia, Mycobacterium, Salmonella ir Staphylococcus bakterijy rusis [3]. R.
Bobinaité ir kt. tyrime (2013) nustatyta, kad avietése esantys fenoliniai junginiai pasizyméjo
antimikrobiniu poveikiu pries S. aureus, B. subtilis ir E. faecalis [11].

Fenoliniy junginiy grupei priklausantys antocianinai pasizymi inhibiciniu poveikiu prie§ su maistu
plintan¢ius patogenus. Jrodyta, kad antocianinai pasizymi inhibiciniu poveikiu pries E.coli ir
Salmonella bakterijas. Manoma, kad antocianiny antibakterinis poveikis gali buti susijes su maisto
patogeny lastelés sienelés degradacija [12].
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Manoma, kad fitocheminiy medziagy antimikrobinj poveikj lemia jvairiis veikimo mechanizmai. Kai
kurios fitocheminés medZziagos ardo mikroorganizmy Iasteliy membrana, todél jie praranda
struktirinj vientisumag ir mirSta (1). Kiti fitochemikalai slopina nukleino riigsciy, butiny
mikroorganizmams augti ir daugintis, sinteze¢ (2). Kai kurios fitocheminés medziagos taip pat sutrikdo
mikroorganizmy metabolizma, slopindamos jy gebéjima gaminti energijg ir vykdyti esminius lasteliy
procesus (3) [13].

Antimikrobinis fitocheminiy medziagy poveikis gali buti pritaikytas daugelyje sri¢iy. Pavyzdziui, jie
gali biiti naudojami kaip nattraliis maisto gaminiy konservantai, siekiant slopinti mikroorganizmy
augimag ir pailginti jy galiojimo laika. Taigi, fitocheminés medziagos taip pat gali biiti naudojamos
kaip naturalios alternatyvos jprastinéms antimikrobinéms medziagoms, o tai tampa aktualu dél
augancio bakterijy atsparumo antibiotikams.

Natiiraliy bioaktyviy junginiy iSgavimas, charakterizavimas ir valymas susilaukia vis didesnio
mokslininky susidomegjimo. Ypac siekiama iSgauti bioaktyvias medziagas 1§ maisto perdirbimo
Salutiniy srauty, jas pritaikant funkcinio maisto gamyboje. Taip pat, padid¢jo vartotojy susidoméjimas
natiiraliais maisto ingredientais, dél padidéjusios informacinés sklaidos apie sintetiniy produkty
sukeliamas sveikatos problemas. Todél pastaruoju metu yra aktualu pritaikyti natiralius ir
alternatyvius junginius, galin€ius pakeisti sintetinius ir tokiu biidu sumazinti jy gamyba bei poveikj
sveikatai ir aplinkai.

1.5. Biologiskai aktyviu junginiy ekstrakcija ultragarsu

I$spaudose esantys bioaktyvis junginiai, tokie kaip fitochemikalai, yra randami augalo audiniuose.
Daznu atveju, vaisiy ir darzoviy perdirbimo antriniai produktai turi aukStesnes biologiskai aktyviy
junginiy koncentracijas nei panaudojama jy dalis (pvz., sultys). Vertingi bioaktyviis junginiai, kurie
galéty biiti pritaikyti maisto gamyboje, prarandami dél ekonomiskai nenaudingy ekstrahavimo budy.
Visgi, didéjant nattraliy bioaktyviy junginiy paklausai, turin¢iy maistines ir terapines vertes, ieSkoma
biidy, kaip $iuos junginius efektyviai isskirti ir panaudoti [14].

Ultragarsinis apdorojimas sulaukia vis didesnio populiarumo kaip tvarus jvairiy junginiy ekstrakcijos
metodas. Ultragarsinis apdorojimas yra aplinkai draugiskas, tvarus ir efektyvus zaliavos apdorojimo
ir ekstrakcijos metodas, kuris jau sékmingai pritaikytas pramoniniu mastu. Ultragarso taikymo
pranasumai maisto pramonéje yra saugumas, netoksiskumas bei ekonomiskumas [14].

Ultragarsiné ekstrakcija yra neterminis ekstrakcijos metodas, dél to yra tinkamas biologiskai aktyviy
junginiy ekstrakcijai. PavyzdZiui, ultragarsinis apdorojimas gali buti naudojamas vertingy junginiy
ekstrakcijai i§ uogy i$spaudy, kurios licka kaip 3alutinis produktas maisto pramonéje. Sios uogy
perdirbimo atliekos yra laikomos nevertingomis, lyginant su paciais perdirbimo produktais (pvz.
sultimis), nes triiksta tvariy bei efektyviy ekstrahavimo techniky. Tradiciniai ekstrahavimo metodai
yra imlis laiko, energijos bei tirpikliy sgnaudoms [15].

Vienas 1§ ultragarsinio apdorojimo privalumy yra tai, kad tai gana greitas procesas, lyginant su
Iprastais ekstrakcijos metodais. Ultragarsinis apdorojimas gali iSekstrahuoti biologiskai aktyvius
junginius per trumpesn] laikg, Zemesnéje temperatiiroje ir su mazesnémis energijos bei tirpikliy
sgnaudomis, todél tai yra tvaresnis ir ekonomiskesnis metodas, lyginant su tradiciniais ekstrahavimo
metodais. Be to, jrodyta, kad ultragarsas daro minimaly poveikj ekstrahuoty junginiy struktiirinéms
ir funkcinéms savybéms, i$saugo jy biologinj aktyvuma ir naudg sveikatai [15].
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Kaip vienas i§ ultragarsinés ekstrakcijos mechanizmy yra kavitacijos burbuly sprogimo sukeliama
augalinés lastelés fragmentacijg. Staigi lgstelés sienelés fragmentacija lemia biologiskai aktyviy
junginiy tirpumg dél sumazéjusio daleliy dydzio, padidéjusio salycio pavirSiaus ploto ir padidéjusio
masés perdavimo. Sis mechanizmas vaizduojamas 1.3 paveiksle:

Vidulasteliniai junginiai Lastelés sieneles
\ Lastele fragmentacija

Vidulasteliniy junginiy
patekimas ] aplinka

1.3 pav. Ultragarsinés ekstrakcijos mechanizmas augalinéje zaliavoje

Akustiné kavitacija sukelia ne tik lgstelés sienelés fragmentacija, bet ir tokius procesus lastelés
sienel¢je kaip lokalizuota erozija, pory formavimasis, padidéjusi absorbcija ir brinkimo indeksas.
Ultragarso sukeliama biologiskai aktyviy junginiy ekstrakcija negali buti siejama su vienu
mechanizmu, bet kaip jvairiy mechanizmy kombinacija [15].

Ultragarsinio apdorojimo efektyvuma gali lemti keli veiksniai, jskaitant ultragarsinio apdorojimo
daznj, galig, intensyvuma ir trukme, taip pat naudojamg tirpiklj ir jo koncentracijg. Optimalios
ultragarsinés ekstrakcijos salygos gali skirtis priklausomai nuo uogy iSspaudy riisies ir ekstrahuojamy
tiksliniy junginiy [16].

1.6. Simbiotiné mikroorganizmy kultiira Medusomyces gisevii — charakterizavimas, bendriju
sudeétis ir fermentacijos procesai

Medusomyces gisevii yra natiirali simbiotiné mikroorganizmy kultiira, sudaryta i§ mieliy bei
bakterijy, kurios formuoja storg, amorfing, sluoksniuotg plévele ant fermentuojamy maistiniy tirpaly
pavirsiaus (arbatos ekstrakto, suléiy ar pan.). Si plévelé sudaryta i§ bakterinés celiuliozés, kurioje yra
imobilizuoti jvairtis mikroorganizmai [17].

Pagrindiniai mikroorganizmai, randami simbiotinéje kultiiroje, yra bakterijos Gluconacetobacterim,
Acetobacter, Lactococcus, Lactobacillus ir Clostridium, taip pat mielés Saccharomyces,
Bretanomyces, Torulopsis, Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces, Candida ir kt. Visgi,
mokslinéje literatiiroje nurodoma, kad Medusomyces gisevii kompozicija priklauso nuo daugelio
veiksniy, dél to ji gali skirtis tarp tyrimo objekty [17].

Bakteriné celiuliozé yra sintetinama acto ragsties bakterijy Gluconacetobacter xylinus i$ gliukozés
arba fosforilinty jos formy. Pagaminta bakteriné celiulioz¢ yra formuojama Gram neigiamy bakterijy
Komagataeibacter (Gluconacetobacter), Agrobacterium, Achromobacter, Enterobacter, Rhizobium,
Pseudomonas, Salmonella, Azotobacter ir Alcaligenes, taip pat Gram teigiamy bakterijy Sarcina
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ventriculi ir Rhodococcus. Bakterinés celiuliozés vidiné dalis yra daugiasluoksné mikrofibriliy
struktiira, kurioje dél difuzijos vyksta maistiniy medziagy, fermenty, mikroorganizmy ir jy medziagy
apykaitos produkty judéjimas. Kuomet plévelé yra pazeidziama, ji suformuoja naujg sluoksnj ant
senojo pavirsiaus, taip pradédama sluoksniuotis [17].

Grybelio biomasés cheminé kompozicija pateikiama 1.1 lenteléje:

1.1 lentelé. Medusomyces gisevii grybelio biomasés sudétis

Komponentas Kiekis, % (s.m.)
Baltymai 45-53
Angliavandeniai 37-43

Lipidai 8-10

Nukleino riigstys 7-9

Mineralai 8-10

Vitaminai 0,11-0,54
Mikroelementai 2,1-3,7

Simbiotiné mikroorganizmy kulttira vykdo trijy rasiy fermentacija: pieno rugsties, alkoholio ir acto.
Pieno rugsties fermentacijos metu, pieno rugsties bakterijos konvertuoja gliukozg j pieno rogst;.
Alkoholinés fermentacijos metu mielés konvertuoja gliukoze j etilo alkoholj, o proceso metu issiskiria
anglies dioksidas. Acto fermentacijos metu acto bakterijos etilo alkoholj konvertuoja j acto rugstj,
i§siskiriant vandeniui. Fermentacijos metu taip pat pagaminama keletas tarpiniy produkty, jskaitant
fosforo ragstj [18].

Fermentacijai jtakos turi daugelis veiksniy, tokiy kaip temperatiira, pH, deguonies kiekis, iStirpgs
COg, taip pat terpés pobudis ir sudétis. Bet koks Siy veiksniy svyravimas gali turéti jtakos
fermentacijos greiciui, veikimui, organoleptinéms savybéms, maistinei kokybei ir kitoms fizikinéms
ir cheminéms produkto savybéms. Skirtingos augaly veislés, cukraus koncentracija, fermentacijos
laikas ir arbatos grybo sudétis gali lemti galutinio produkto sudéties skirtumus [18].

1.7. Pieno rigsties bakterijos — apibiidinimas, klasifikacija, antimikrobinés savybés

Pieno riigsties bakterijos (PRB) yra Gram teigiamos, spory nesudarancios, koky ar lazdeliy pavidalo
bakterijos, iSskirianCios pieno ragsti, kaip galutinj ir pagrindinj produkta angliavandeniy
fermentacijoje [19]. Lactobacillus bakterijos yra vienos i$ placiausiai naudojamy probiotiky ir jy
galima rasti daugelyje maisto produkty visame pasaulyje. Tai pacios svarbiausios bakterijos maisto
fermentacijos procesuose, tokiuose kaip duonos, fermentuoty pieno produkty, gérimy bei darZoviy
perdirbimo gamyboje.

PRB vykdo angliavandeniy konversijg i pieno riigstj bei kitas organines rugstis, iSsiskiriant anglies
dioksidui. Visi pieno ragsties ,,gamintojai“ yra mikroaerofiliniai, tai reiskia, kad jiems reikia
nedidelio deguonies kiekio jy metabolizmui. Dél to, jy vykdomos reakcijos nesukelia dideliy maisto
sudéties pokyc¢iy [19].

Lactobacillus bakterijos gali bati klasifikuojamos j tris grupes: grieztas homofermentines risis,
fakultatyvines heterofermentines raiSis ir grieztas heterofermentines riisis. Pirmajai grupei priklauso
tokios bakterijy rusys kaip Lactobacillus delbriieckii ir Lactobacillus acidophilus, kurios gamina
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pieno ragstj kaip galutinj metabolizmo produktg. Antroji grupé - fakultatyvinés heterofermentinés
rusys, be pieno riigSties gamina acto riigstj, etanolj ir skruzdziy rugsti. Tipiski Sios grupés pavyzdziai
yra Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei ir Lactobacillus sakei. Grieztos heterofermentines
riSys gamina pieno ir acto riigstis kaip galutinius metabolitus. Siai grupei priklauso Lactobacillus
brevis, Lactobacillus fermentum ir Lactobacillus reuteri [19].

Mokslingje literatiiroje nurodoma, jog tam tikros PRB kultiiros pasizymi antimikrobiniu poveikiu
prie$ Ssu maistu plintancius patogeninius mikroorganizmus, jskaitant bakterijas, mieles ir siiilinius
grybelius. Be to, PRB gali neutralizuoti sitiliniy grybeliy iSskiriamus mikotoksinus. PRB jprastai yra
laikomus saugiais zmogui ir placiai naudojamus maisto pramonéje. Taip pat, PRB sudaro natiiralig
7zmogaus zarnyno mikroflora [20].

PRB antimikrobinis poveikis yra pagrijstas jy gebéjimo gaminti pieno ragstj ir kitas organines ragstis,
taip pat hidroperoksidg ir bakteriocinus, kurie slopina nepageidaujamy mikroorganizmy augima [21].
Sios PRB savybeés yra labai svarbios, kadangi tokiu biidu ateityje biity galima pakeisti cheminius ir
fizinius konservavimo budus j biologinj konservavimo biuidg, paremta PRB ir jy metabolitais.
Biologinj konservavima galima apibrézti kaip buda galiojimo laiko pailginimui ir maisto saugos
padidinimui, kuriam pasitelkiami mikroorganizmai ar jy metabolitai [22].

Fermentacijos technologijos, pagrjstos PRB, turi didel¢ reik§me maisto pramonei, kadangi tai leidzia
i$saugoti maisto produkty kokybe ir pailginti jy galiojimo laika, tuo paciu suteikiant jiems norimas
juslines savybes. Be to, fermentacijos metu dalyvaujan¢iy mikroorganizmy metabolitai Stabdo
nepageidaujamos mikrofloros vystymasi ir nepalankiy junginiy susidarymg. Bitent Sios savybés
leidzia sumazinti cheminiy konservanty naudojimg maisto gamyboje [23].

1.7.1. Lactobacillus reuteri kultiira

Lactobacillus reuteri yra heterofermentiné PRB, randama daugelyje Zinduoliy. Zmonése, L. reuteri
yra randama skirtingose kiino vietose — virSkinimo trakte, Slapimo takuose, odoje ir motinos piene.
Literattiroje nurodoma, kad L. reuteri pasiZymi keletu teigiamy poveikiy Zmogaus organizmui. Pirma,
L. reuteri i$skiria antimikrobinius junginius, tokius kaip organinés riigstys, etanolis ir reuterinas.
Gebéjimas gaminti reutering gamtoje yra gana nejprastas, o L. reuteri yra vienintelé PRB, galinti
gaminti ir iSskirti didelius kiekius reuterino. Reuterinas yra jdomus pramoniniu mastu, nes jis
pasizymi stipriu antimikrobiniu poveikiu daugeliui mikroorganizmy, jskaitant Gram teigiamas ir
Gram neigiamas bakterijas, mieles, pelésius ir pirmuonis. Maistiniy PRB gaminamas reuterinas yra
potencialus plataus spektro konservantas maisto pramongje [24]. Taigi, dél antimikrobinio aktyvumo,
Si bakterija gali slopinti patogeniSky bakterijy dauginimasi bei daryti jtakg Zmogaus mikrobiotos
kompozicijai.

Taip pat, L. reuteri gali pasizyméti teigiamu poveikiu zmogaus imuninei sistemai. Pavyzdziui, kai
kurios L. reuteri padermés gali sumazinti prieSuzdegiminiy citokiny gamybg, kartu skatindamos
reguliavimo T Igsteliy vystymasi ir funkcija. Mokslingje literatiiroje nurodoma, kad uzdegiminés
ligos, jskaitant tas, kurios yra zarnyne ir atokiuose audiniuose, gali biiti palengvintos padidinus L.
reuteri kolonizacija Seimininke [24].

L. reuteri gali fermentuoti daugybe angliavandeniy, jskaitant prebiotines maistines skaidulas, tokias
kaip dekstrinas ir inulinas. Idomi L. reuteri savybé yra jos gebéjimas gaminti vitaming B12 [24].
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1.7.2. Lactobacillus plantarum kultira

Lactobacillus plantarum yra homofermentiné PRB. Tai yra universali ir pla¢iai paplitusi bakterija,
randama daugelyje maisto produkty ir pasary, jskaitant pieno produktus, mésa, zuvj, fermentuotas
darzoves. Taip pat, L. plantarum natiiraliai randama zmogaus ir gyviiny gleivingje (burnos ertméje,
vir§kinimo trakte ir kt.).

L. plantarum yra mezofiliné PRB, galinti augti nuo 15 °C iki 45 °C temperatiroje. Geras augimas
uzfiksuotas esant 4 — 6 % NaCl ir pH vertéms tarp 4 ir 9. Dauguma organiniy rugs¢iy (pvz., obuoliy,
vyno ir acto riigstys) gali biiti metabolizuojamos L. plantarum, susidarant anglies dioksidui, pieno
rugsciai ir acto rugsciai.

L. plantarum yra placiai pritaikyta maisto pramongje fermentacijos procesuose. L. plantarum,
gaunama i§ aplinkos arba naudojama kontroliuojamoje fermentacijoje, paprastai siejama su
pageidaujamomis daugelio fermentuoty maisto produkty savybémis. Sios kultiiros yra dedamos j
jvairius maisto produktus, siekiant pagerinti jy iSsilaikymo kokybe arba padidinti naudg sveikatai
[25]. Taip pat, L. plantarum gamina jvairius ir stiprius bakteriocinus — antimikrobinius peptidus, kurie
gali biiti naudojami kaip maisto konservantai [26]. Yra zinoma, kad L. plantarum gamina tokias
antimikrobines medziagas kaip plantacing, kuris yra aktyvus pries tam tikrus patogenus [27].

Tyrimy, jrodanéiy probiotiky, tokiy kaip L. plantarum, naudg sveikatai, vis daugéja. Pastaruoju metu
L. plantarum buvo tiriama jvairiose medicinos srityse gydant létines Sirdies ir kraujagysliy ligas,
Alzheimerio ir Parkinsono ligas, diabetg, nutukima, vézj, hipertenzija, Slapimo ir lyties organy ligy
komplikacijas, kepeny sutrikimus ir kt. [28].

1.8. Mikroorganizmuy bendriju iStyrimas metagenominés analizés budu

Metagenomika yra mokslo Saka, tyrin¢janti nukleotidy seky, iSskirty i§ mikroorganizmy bendrijy,
struktiiras ir funkcijas. Naujos kartos sekoskaitos (NKS) (angl. Next-Generation Sequencing)
metodas ir metagenominiai tyrimai apima mikrobiomos jvairovés nustatyma, bendruomenés sudétj,
genetines ir evoliucines sgsajas, funkcines veiklas bei saveika su aplinka. [prastai, mikroorganizmy
charakterizavimas buvo atlieckamas kultivuojant monokulttiras in vitro, siekiant sukaupti didelj
biomasés kiekj, reikalingg tyrimams. Taciau, yra Zinoma, kad net 99 % mikrobiomy organizmy,
randamy ekosistemose, negali biiti kultivuojami laboratorinémis salygomis [29]. Siai problemai
spresti buvo sukurti bioinformatiniai metagenominés analizés jrankiai, leidZiantys iStirti visg
mikroorganizmy kulttiry bendrija, esan¢ig méginyje 18 jvairiy aplinky (pvz. dirvozemio, vandens ir
kt.), ju nekultivuojant [30]. Pries atliekant metagenomo sekoskaita, i§ tiriamo méginio yra iSskiriama
bendriné DNR.

Siuo metu metagenomams analizuoti yra taikomi du NKS metodai: amplikony sekoskaita bei
automatiné (angl. Shotgun). sekoskaita. Amplikono metagenomika yra paremta specifiniy geny seky
sekvenavimu, tokiy kaip 16S rRNR (prokariotuose) bei 18S rRNR ir ITS rRNR (eukariotuose). Siame
metode taikoma polimerazés grandininé reakcija (PGR), siekiant pagausinti specifinius geny
fragmentus. Amplikony metodu gautos zinios apie eukarioty ar prokarioty jvairove, dazniausiai biina
genties lygmenyje, skirtingai nuo automatinés sekoskaitos. Automatiné sekoskaita leidzia iSsamiai
analizuoti visus méginyje esanéius genomus, identifikuojant atskiras prokarioty, eukarioty, archéjy ir
virusy riisis bei jy funkcinius genus. Amplikony sekoskaita naudojama mikroorganizmy jvairoves ir
sudéties analizei. Visgi, §iuo metodu negalima nustatyti mikroorganizmy funkciniy savybiy [31]. Si
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metoda dabar keicia didesnio jautrumo automatiné sekoskaita, kurios metu atlieckamas atsitiktinis
meéginio bendrosios DNR skaidymas fragmentais su tolesniu bioinformaciniu genomo fragmenty
sujungimu ir analize pagal informacines duomeny bazes [32].

Automatinés sekoskaitos metagenomika taikoma siekiant istirti ne tik mikroorganizmy rasiy sudéti,
bet ir geny funkcijas, bei medziagy apykaitos kelius. PrieSingai nuo amplikono metagenomikos, ¢ia
néra taikomasi ] specifinius geny fragmentus, o yra vykdomas visy DNR fragmenty, esanciy
méginyje, sekvenavimas. Sis metodas ypa¢ naudingas tiriant sudétingas mikroorganizmy ekosistemas
ir nustatant jos nariy tarpusavio sgveikas [31].

Metagenominé analizé¢ susideda i§ keturiy pagrindiniy tyrimo etapy: méginio paémimo ir DNR
iSskyrimo (1); DNR bibliotekos sudarymo ir nukleotidy sekoskaitos (2); bioinformatinés analizés
taksonominéms, funkcinéms ir genominéms mikroorganizmo ypatybéms apibiidinti (3); rezultaty
interpretavimo (4) [32].

Pirmajame analizés etape, atlickamas DNR i$skyrimas i§ analizuojamo méginio. Méginio paémimas
ir saugojimas gali turéti jtakos tiek metagenomo tyrimo kokybei, tiek jo tikslumui. Rinkimo ir
saugojimo metodai, kurie yra nustatyti ir patvirtinti vienos riasies méginiui paruosti, negali buti
laikomas optimaliais visy tipy méginiy paruoSimui. Pagrindiniai méginio paruosimo tikslai yra
surinkti pakankamai mikrobinés biomasés, reikalingos sekos nustatymui, bei maksimaliai sumazinti
méginio uzter§imo rizika [32].

Antrajame analizés etape, atlieckamas genetinés medziagos fragmentavimas bei DNR bibliotekos
sudarymas. Po DNR fragmentacijos, atlickamas DNR fragmenty galy koregavimas, adenino
nukleotido prijungimas prie 3° DNR fragmenty galy, adapteriy (trumpy DNR grandziy) prijungimas
prie tiriamyjy DNR fragmenty galy. Toliau, i§ gautyjy DNR fragmenty, yra atrenkami tie, kurie yra
didesni arba lygiis 500 baziy pory (bp). Atlickamas DNR fragmenty iSgryninimas, pasalinami like
reagentai bei priemaisos [32].

Toliau, atlickama fragmenty sekoskaita NKS platformomis, pavyzdziui, ,Illumina“. Atlikus
sekoskaita, gaunami neapdoroty duomeny masyvai.

TreCiame analizés metode, gautieji duomenys yra apdorojami t.y. atliekama kokybés kontrol¢, kurios
metu dalis duomeny yra pasalinama. Apdoroti duomenys yra naudojami bioinformatinés analizés
etape — atlieckama taksonomin¢ klasifikacija, funkcijy nustatymas, statistiné ir palyginamoji analizg,
specifiniy geny (atsparumo antibiotikams, virulentiSkumo ir kt.) nustatymas ir kt. Po bioinformatinés
analizés (ketvirtajame tyrimo etape) gautieji rezultatai yra analizuojami bei lyginami su moksline
literatiira.

1.9. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

Augaliniy Zaliavy, o ypac¢ antriniy jy produkty, racionalus naudojimas yra viena aktualiausiy tvariy
augaliniy perdirbimo technologijy siekiamybiy. Kinta visuomenés vartojimo jprociai, vis daugiau
mitybos racionuose siekiama subalansuoti augalinio ir gyviininio maisto santykj, teikiant prioriteta
augaliniam maistui. Tokiu biidu, aktualu yra kurti augaliniy Zaliavy ir ypa¢ antriniy jy produkty
perdirbimo technologijas ir taip racionaliai panaudoti jvairias bioaktyvias ir fitochemines medziagas
funkcionaliems maisto produktams gaminti.
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Apzvelgus moksling literatiirg, galima teigti, kad uogy perdirbimo pramonés Salutiniame produkte —
avie¢iy iSspaudose — yra daug antioksidaciniu aktyvumu bei antimikrobinémis savybémis
pasizyminéiy junginiy. Sie biologiskai aktyvis junginiai gali biiti pritaikyti fermentuoty produkty
kiirime, kaip papildoma priemoné mikrobiologinio stabilumo uztikrinimui fermentacijos procesuose.
Taip pat, panaudojant biologiskai aktyvius junginius, padidinamas ir pats maisto produkto
funkcionalumas.

Ultragarsas, kaip tvari aplinkai ekstrahavimo technologija, yra tinkama priemoné biologiskai aktyviy
junginiy ekstrakcijai i§ augalinés zaliavos, i§saugant jy funkcionaluma bei galimybe pritaikyti maisto
produktuose. Siekiant s¢kmingai panaudoti antrinius produktus, svarbu optimizuoti ultragarsinio
apdorojimo parametrus, tokius kaip poveikio trukmé bei ultragarso intensyvumas.

Avie¢iy iSspaudos gali bati panaudotos fermentacijos procesuose su Medusomyces gisevii
mikroorganizmy kultiira. Si kultiira apima sudétinga bakterijy ir mieliy bendruomene, kuri dalyvauja
fermentacijos procesuose, pavyzdziui, Zaliosios arbatos fermentacijoje. Sios kultiiros sudétis biina
jvairi ir priklauso nuo daugelio faktoriy, todél ypac aktualu istirti tyrime naudojamg kulttrg ir
nustatyti mikroorganizmy bendrijas, siekiant detaliau suprasti fermentacijoje vykstanc¢ius procesus.
Taip pat, moksliniuose Saltiniuose trikksta duomeny apie M. gisevii metagenoming analize, ypac
naudojant tokius metodus, kaip automatiné metagenominé Sekoskaita, kuri suteikia iSsamig
informacija apie analizuojamg mikroorganizmy bendrijg ir jos funkcines savybes.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

2.1. Tyrimo objektai

Tyrimo objektai — avie¢iy iSspaudos bei Medusomyces gisevii simbiotiné mikroorganizmy kultira.
Tyrimams buvo naudotos avietés, gautos i§ Kédainiy raj. Rimky tkio 2023 m. liepos mén. SvieZios
avietés buvo panaudotos suléiy ekstrakcijai (sul¢iaspaudeé ,,Braun®, ,,4 290, Cekijos Respublika), po
kurios susidariusios avie¢iy iSspaudos (sudarytos i§ odeliy, sékly ir stiebeliy) buvo iskart uzsaldytos
ir laikytos saldiklyje -18 °C temperatiiroje. Simbiotiné mikroorganizmy kulttira Medusomyces gisevii
buvo isskirta i§ arbatos grybo, kuris jsigytas i§ MB ,,Arbatologija“. Simbiotiné mikroorganizmy

kulttra laikyta 4 °C temperatiroje.

2.2. Tyrimo medZiagos ir reagentai

Tyrimo metu naudoty reagenty ir medziagy sarasas pateiktas 2.1 lenteléje:

2.1 lentelé. Tyrimo metu naudoty reagenty ir medziagy sarasas

Medziagos pavadinimas

Gamintojas

2 N Folino-Kiokalto reagentas

Natrio acetatas

Natrio karbonatas (Na2COs)

Tanino riigstis

2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas (DPPH)

Kalio chloridas

Metanolis

Troloksas

Druskos rugstis (HCI)

Pieno riigsties bakterijos Lactobacillus plantarum F1
Pieno rugsties bakterijos Lactobacillus reuteri 182
Nerafinuotas cukranendriy cukrus

Zalioji arbata

DNR isskyrimo rinkinys (foodproof Sample Preparation
Kit IIT GMO*s, Allergens, Animal ID)

Agaro terpé bendrajam mikroorganizmy skaiciaus
nustatymui (angl. plate count agar)

MRS agaras
DRBC agaras
VRTL agaras
TBX agaras

»Sigma-Aldrich”, Vokietija
»Reachem®, Slovakija

»Sigma-Aldrich”, Vokietija
»Sigma-Aldrich”, Vokietija
»Sigma-Aldrich”, Vokietija
»Sigma-Aldrich”, Vokietija
»Sigma-Aldrich”, Vokietija
»Sigma-Aldrich”, Vokietija
»Sigma-Aldrich”, Vokietija

KTU Maisto instituto mikroorganizmy kolekcija

KTU Maisto instituto mikroorganizmy kolekcija

,,Klingai“, Lietuva

,,Japan Bancha®, Japonija

,,Biotecon Diagnostics®, Vokietija

»Merck KGaA“, Vokietija

»Merck KGaA“, Vokietija
»Merck KGaA“, Vokietija
»Merck KGaA*, Vokietija
»Merck KGaA*, Vokietija

Apibendrinta tyrimy schema pateikta 2.1 bei 2.2 paveiksluose.
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Avieciy i$spaudy chemingés sudéties

v

37 kHz ultragarsinis iSspaudy apdorojimas
(40, 70, 100, 120 ir 15,30, 45 min)
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Ultragarsinio apdorojimo sukelty pokyciy
vertinimas avie¢iy iSspaudose

C

v

v

v

Antioksidacinio f Blgn.erS|05. )
aktyvumo “koncentracijos
nustatymas J
nustatymas

Bendrosios
antocianiny
koncentracijos

nustatymas

pH vertés
nustatymas

v

Ultragarsu apdoroty méginiy parinkimas
pagal istirtus pokycius avieciy iSspaudose

A 4

Biogérimo modulinés
sistemos sudarymas

Medusomyces gisevii

metagenominis iStyrimas

C

A4

v

Mikroorganizmy
bendrijos

Angliavandeniy
aktyvumo
fermentali

Atsparumo
antibiotikams
genai

y

M.gisevii mikrobiologiniy

rodikliy nustatymas

A 4

M.gisevii suspensijos
paruo$imas darbui

Pieno rugsties bakterijy
paruoSimas darbui

L.reuteri | L.plantarum

A

Y

2.1 pav. Tyrimo schema — pirma dalis

Fermentacija su avie¢iy
iSspaudy méginiais
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Fermentacija su avieciy
i$spaudy méginiais

v

Mikrobiologiniy rodikliy
nustatymas pirmings ir
antrinés fermentacijos metu

v v v v v

ﬁﬁfifﬁl;ﬂ rE;?lZs Q?é?:;?é? Escherichia | | Koliforminés
[ ij ot i kterij
grybai bakterijos nizmai coli bakterijos

A4

Fermentuotas augalinis
gérimas

v

Biologiskai aktyviy
junginiy bei
antioksidacinio aktyvumo
nustatymas gérimuose

v v R

aiciicacnio | | [ St || B
aktyvumo 4 junginiy antocianny
koncentracijos koncentracijos
nustatymas
nustatymas nustatymas

L |

\ 4

Fermentuoto gérimo
mikrobiologinio stabilumo
tyrimai 20 pary laikotarpyje

2.2 pav. Tyrimo schema — antra dalis
2.3. Tyrimo jranga
Tyrimo metu naudota aparatiira:

— Autoklavas ,,CV — EL* (,,Certoclav*, Austrija);

— Centrifuga ,,Universal 320R* (,,Hettich®, Vokietija);

— Termostatas ,,BD 115 (,,Binder®, Vokietija);

— pH matuoklis ,,Orion 230A* (,,Thermo Scientific*, JAV);

— Spektrofotometras ,,UV-1280% (,,Shimadzu*, Japonija);

— Svarstyklés ,,Vibra AJ-220CE* (,,Shinko Denshi®, Japonija);

— Meégintuvéliy purtykle ,,Bio Vortex V1* (,,Biosan®, Latvija);

— Vandens vonelé ,,WNB 14“ (,, Memmert®, Vokietija);

— Ultragarsiné vonel¢ ,,Proclean 3.0DSP* (,,Ulsonix*, Vokietija);
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— Laminaras ,,Msc-Advantage* (,,Themo Electron LED*, Vokietija);
— Magnetiné maisyklé ,,Mr Hei — Tec* (,,Heidolph*, Vokietija);
—  Sulgiaspaudé ,,4 290 (,,Braun, Cekijos Republika).

2.4. Tyrimo metodai
2.4.1. Avieliy iSspaudy cheminé analizé

Avieciy iSspaudy cheminé analizé buvo atlikta pagal Komisijos reglamentg (EB) Nr. 152/2009,
nustatantj oficialiai pasary kontrolei taikytinus Bendrijos éminiy émimo ir analizés metodus [33].
Analizés metu nustatytas bendras baltymy, riebaly, mineraliniy medziagy ir drégmés kiekis avieciy
1Sspaudose. Avieciy iSspaudy tyrimai atlikti Lietuvos agrariniy ir miSky moksly centre, Zemdirbystés
institute, Agrocheminiy tyrimy laboratorijoje pagal uzsakyma.

2.4.2. Angliavandeniy Kiekio nustatymas
Angliavandeniy kiekis (A) tiriamojoje Zaliavoje (s.m.) apskai¢iuotas pagal formule:
A=100—(B+R+ M) 1)

¢ia: B, R, M — atitinkamai baltymy, riebaly ir mineraliniy medziagy kiekis avie¢iy iSspaudose, isreik$tas % sausoje
medziagoje (s.m.) [34].

2.4.3. Avie¢iy iSspaudy ultragarsinio apdorojimo efektyvumo vertinimas

Ultragarsinis avieciy iSspaudy apdorojimas atliktas naudojant 37 kHz (70 W) ultragarsa. Tyrimui
naudotos Sviezios avieciy i$spaudos, kurios buvo supiltos j plastikinius polietileno maiselius (8 x 14
cm) su fiksatoriais po 25 gramus. Ultragarsinis apdorojimas vykdytas 35 °C temperatiiroje taikant
jvairius ultragarso intensyvumus (40, 70, 100 ir 120 %) bei apdorojimo trukmes (15, 30 ir 45 min).

Avieciy i$spaudy apdorojimas 37 kHz ultragarsu vykdytas Ultrasonic Cleaner Proclean 3.0DSP
voneléje (2.3 pav.):

2.3 pav. Ultragarsiné jranga — Ulsonix Proclean 3.0DSP vonelé
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Avieéiy i8spaudy ultragarsinio apdorojimo parametrai bei zaliavos zyméjimas (kodas) pateikiami 2.2
lenteléje:

2.2 lentelé. Avieciy i$spaudy ultragarsinio apdorojimo parametrai ir méginiy Zyméjimas

Aviec€iy iSspaudy (Zaliavos) kodas Ultragarsinio apdorojimo Ultragarsinio apdorojimo trukmé,
intensyvumas, % min

Al-K - -
Al-40-15 40 15
Al-40-30 30
Al-40-45 45
Al-70-15 70 15
Al-70-30 30
Al-70-45 45
Al-100-15 100 15
Al-100-30 30
Al-100-45 45
Al-120-15 120 15
Al-120-30 30
Al-120-45 45

2.4.4. Avie€iy iSspaudy ekstrakto paruoSimas

Avieciy i8spaudy fenoliniy junginiy koncentracijos, antocianiny koncentracijos bei antioksidacinio
aktyvumo nustatymui, buvo paruosti avieciy iSspaudy vandeniniai ekstraktai. | 15 ml centrifugavimo
mégintuveélj patalpinta pasvertas 1 g avieciy iSspaudy (apdoroty ir neapdoroty ultragarsu) bei uzpilta
9 ml distiliuoto vandens. Mégintuvéliy turinys maiSytas magnetine maisykle 15 min ir centrifuguotas
9000 aps./min greic¢iu 10 min. Po centrifugavimo, supernatantas surinktas ir naudotas tyrimams.

2.4.5. pH vertés matavimas

Meéginiy pH vertéms nustatyti buvo naudotas pH matuoklis ,,Orion 230A*. Prie§ matavimus, buvo
atliktas pH matuoklio kalibravimas su gamintojo paruostais 4 ir 7 pH ver¢iy buferiniais tirpalais.

Matavimai atlikti avieciy iSspaudy méginiuose, pirminés ir antrinés gérimo méginiy fermentacijos
metu, §iy méginiy laikymo tyrimuose 20 pary laikotarpyje ir tiriant M. gisevii kultirg. Matavimai
atlikti tris kartus pakartojant. Matavimo metu méginiai buvo kambario temperatiiros (20 °C).

2.4.6. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Folino-Kiokalto metodu

Fenoliniai junginiai yra augaluose randami antriniai metabolitai, pasiZymintys antioksidaciniu
aktyvumu. Bendroji fenoliniy junginiy koncentracija augalinéje Zaliavoje yra nustatoma Folino-
Kiokalto metodu. Sis metodas paremtas fenoliniy junginiy gebéjimo redukuoti Folino-Kiokalto
reagenta, susidarant mélynos spalvos kompleksui.
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Kalibracinés kreivés paruo$imui naudotas standartinis tanino ragsties tirpalas (0,1 mg/ml).
Standartiniai skiedimai atlikti sumai$ius tanino ragsties tirpala su distiliuotu vandeniu (zr. 1 priedas)
iki 500 pl ribos. Gauti 1 mg/L; 2 mg/L; 3 mg/L; 4 mg/L; 5 mg/L; 6 mg/L; 7 mg/L; 8 mg/L; 9 mg/L;
10 mg/L koncentracijy tanino ragsties tirpalai. ] 500 ul gautyjy koncentracijy tirpalus pridéta 250 pl
1N Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo, sumaisyta ir inkubuota 40 min
tamsoje, kambario temperatiiroje. Po 40 min matuota Sviesos sugertis 725 nm bangos ilgyje.

Pagal gautus rezultatus nubrézta tanino rugsties kalibraciné kreivé, kuri pavaizduota 2.4 paveiksle:

o o
w ©
[]

o
iy

o y =0,0907x
- R?=0,9986

o
o

Sviesos sugertis 725 nm bangos ilgyje
o © © o o
= N w S o

o
e

0 2 4 6 8 10 12
Tanino ragsties koncentracija, mg/L

2.4 pav. Tanino rugsties kalibraciné kreivé

Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymui, 30 pl tiriamojo méginio (vandeninio
avieCiy i$spaudy ekstrakto arba fermentuoto gérimo méginio) praskiesta distiliuotu vandeniu iki 500
ul ribos, jpilta 250 pl Folino-Kiokalto reagento bei 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo.
Meégintuvélio turinys sumaisytas ir inkubuotas 40 min tamsoje. Tirpalo absorbcija iSmatuota, esant
725 nm bangos ilgiui [35]. Bendroji fenoliniy junginiy koncentracija, iSreikSta tanino ragsties
ekvivalentu (TRE) mg/100 g avieciy iSspaudy, apskai¢iuojama pagal formulg:
-V-PF-102

C(mg/100g) = ——— 2
Bendroji fenoliniy junginiy koncentracija C (TRE mg/L) fermentuotuose gérimuose apskai¢iuojama
pagal formule:

C(mg/L) =c-PF 3

¢ia: ¢ — tanino rugsties koncentracija i$ kalibracinés kreivés, mg/L; V — pradinis ekstrakto tiiris, L; m — augalinés zaliavos
masé, g; PF — praskiedimo faktorius.

2.4.7. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas DPPH metodu

Augaly antioksidacinis aktyvumas jvertinamas matuojant, kiek procenty stabilaus 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizuoja antioksidantai, esantys tiriamajame méginyje.
Reakcijos metu, violetinés spalvos DPPH radikalai, reaguodami su antioksidantais, praranda spalva,
o $is spalvos pokytis iSmatuojamas spektrofotometru.

Etaloninis DPPH tirpalas paruostas istirpinant 0,0024 g DPPH radikalo 100 ml metanolio.
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Palyginamasis tirpalas paruostas j mégintuvélj jpylus 0,077 ml distiliuoto vandens bei 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo. Mégintuvélio turinys sumaiSytas mégintuvéliu maisykle ir laikytas 15 minuciy
tamsoje. Pra¢jus 15 min, iSmatuota tirpalo Sviesos sugertis 515 nm bangos ilgyje.

Tiriamasis tirpalas paruostas | mégintuvélj jpylus 0,077 ml tiriamojo méginio bei 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo. Mégintuvélio turinys SumaiSytas mégintuvéliu maisykle ir laikytas 15 minuéiy
tamsoje. Pra¢jus 15 min, iSmatuota tirpalo Sviesos sugertis 515 nm bangos ilgyje.

Antioksidacinis aktyvumas AA(%) apskaiciuotas pagal formule:
AA(%) = [(Ap — Aa)]/Ap] - 100 (4)
¢ia: Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis; Aa — tiriamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.

Trolokso kalibracinés kreivés parengimui naudotas 1,2 mM trolokso tirpalas, kuris praskiestas su
metanoliu (zr. 2 priedas) iki 4 ml ribos. Gauti 0,30 mmol/L; 0,60 mmol/L; 0,75 mmol/L; 0,90
mmol/L; 1,05 mmol/L ir 1,20 mmol/L trolokso tirpalai. ] mégintuvélius jpilta 0,077 ml paruosty
koncentracijy trolokso tirpaly bei 3 ml DPPH etaloninio tirpalo. Mégintuvéliy turinys buvo
sumaisytas ir po 15 minuéiy laikymo tamsoje iSmatuota tirpaly Sviesos sugertis 515 nm bangos ilgyje.
Apskaiciuotas antioksidacinis aktyvumas AA (%).

Pagal gautuosius duomenis nubraizyta kalibraciné kreivé. Ant y aSies atidétas antioksidacinis
aktyvumas AA(%), o ant x aSies — trolokso koncentracija tirpale, iSreikSta mmol/L. Trolokso
kalibraciné kreivé pateikta 2.5 paveiksle.
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2.5 pav. Trolokso kalibraciné kreivé

Antioksidacinis aktyvumas avieCiy isspaudose, iSreikStas mg trolokso ekvivalentu (TE)/100 g
augalinés Zaliavos, apskaiciuotas pagal formule:

c-V-M-10°

C(mg/100g) = ®)

Antioksidacinis aktyvumas fermentuotuose gérimy méginiuose, iSreikstas trolokso ekvivalentu mg/L,
apskaiciuojamas pagal formule:

C(mg/L)=c-M-103 (6)
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¢ia: ¢ —trolokso koncentracija i$ kalibracinés kreivés, mol/L; V — pradinis ekstrakto tiiris, L; m — augalinés zaliavos masg,
g; M — trolokso molekuliné mas¢, 250,3 g/mol.

2.4.8. Bendrosios antocianiny koncentracijos nustatymas

Antocianinai yra vandenyje tirplis pigmentai, randami uogose, pavyzdziui avietése. Siy junginiy
nustatymui yra naudojamas pH diferencialinis metodas, kuris paremtas antocianiny spalvos pokyc¢iu,
esant skirtingoms pH vertéms. Esant rigstinéms sglygoms (pvz. pH = 1), Sie pigmentai biina raudonos
spalvos, o esant aukstesnei pH vertei (pvz. pH = 4,5), antocianinai isblunka.

Bendrosios antocianiny koncentracijos nustatymui buvo paruosti 0,025 M KCI (pH = 1) bei 0,4 M
NaOAc (pH = 4,5) buferiniai tirpalai. ] 1 ml tiriamojo méginio atskirai jpilta 980 ul KCI buferinio
tirpalo bei 980 pl NaOAc buferino tirpalo. Sviesos sugertis matuota esant 510 nm ir 700 nm bangos
ilgiams.

Bendroji antocianiny koncentracija (BAK), iSreik§ta miligramais cianidin-3-gliukozido ekvivalentu
(CGE) /100 g avieciy isspaudy, apskai¢iuota pagal formule:

A-M-PF-10% V-100

BAK(mg/100 g) = - - @)
Fermentuotuos gérimuose esanti BAK, iSreik§ta CGE mg/L, apskaiéiuota pagal formule:

A-M - PF-10°
BAK (mg/L) = “2LE10 (®)

¢ia: A — absorbcija; M — molekuliné masé (449,2 g/mol); PF — praskiedimo faktorius; & — cianidin-3-gliukozido molinis
adsorbcijos koeficientas (26900 I/mol cm); | — kiuvetés storis, cm; V — pradinis ekstrakto taris, L; m — augalinés zaliavos
mase, g.

Absorbcija A apskai¢iuota pagal formule:

A = (As10 - A700)PH1 — (As10 —A700)PHys 9)

¢ia: (Asio — Avoo)pn 1 — tiriamojo tirpalo absorbcijy skirtumas, esant 510 nm bei 700 nm bangos ilgiams, kuomet
naudojamas KCI buferinis tirpalas (pH = 1); (Asio— Azoo)pH 4,5 — tiriamojo tirpalo absorbcijy skirtumas, esant 510 nm bei
700 nm bangos ilgiams, kuomet naudojamas NaOAc buferinis tirpalas (pH = 4,5).

2.4.9. Pieno rugsties bakterijuy suspensijy paruoSimas darbui

Pieno riigsties bakterijos (PRB) parinktos pagal jy iSvystomg riig§tinguma ir antimikrobines savybes
pries technologiSkai zalingas ir patogenines bakterijas. Tyrimui naudotos L. plantarum F1 ir L. reuteri
182 kultiiros.

PRB suspensijos paruosimui, PRB bakterijy atsildytos i§ KTU Maisto instituto mikroorganizmy
kolekcijos (-80°C) ir paruostos tokia seka: persétos ant “karoliuky”; persétos ant skystos MRS terpés;
persétos | sterily pieng; persétos ant nuozulnaus MRS agaro bei jvertintos kiekybiskai. Méginiai
fermentuoti 24 val., optimalioje PRB kultyvavimo temperatiroje. Nuplauta su 20 ml sterilaus
vandens, homogenizuota, atliktas kiekybinis mikroorganizmy jvertinimas. Gauta PRB suspensija,
kuri naudota antrinés fermentacijos tyrimams. Gautyjy suspensijy PRB koncentracijos - 108 KSV/g.
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2.4.10. Fermentacijos méginiy moduliniy sistemy paruosimo eiga

Pirminé fermentacija. Mikrobiologijos laboratorijoje aseptinémis sglygomis buvo paruostas A
tirpalas: ] cilindro formos stiklinj 2,5 L talpos indg verdanc¢iu vandeniu uzpilta 7,5 g (3 g/1 L) zaliosios
arbatos. Atvésinus iki 25-27 °C temperatiiros, arbata nukosta, jdéta 175 g (70 g/1 L) nerafinuoto
cukranendriy cukraus. Gautasis misinys homogenizuotas bei atvésintas iki 20 + 1 °C temperatiros.

Medusomyces gisevii biologiné struktiira talpinta j 2,5 L indg su atvésintu Zaliosios arbatos ir cukraus
miginiu. Sis nefermentuotas ruoginys vadinamas B tirpalu.

Fermentuojamas misinys (B tirpalas) fermentuotas 4 paras 20 + 1 °C temperatiiroje. MiSinio terpés
pH verté matuota nuo pirmos fermentavimo valandos 24 h intervalu. Po pirminés fermentacijos
gautasis tirpalas vadinamas C tirpalu.

Antriné fermentacija. Pirminés fermentacijos metu gautasis tirpalas C jpiltas j sterily 200 ml talpos
buteliuka. | Sig talpg jdéti atitinkami komponentai, nurodyti 2.3 lenteléje.

2.3 lentelé. Fermentuoty gérimy méginiy komponentai

Medziagos kiekis, g

Aviediy
Méginio iSspaudy ] Avietiy )
pavadinimas (Zaliavos) D tirpalas, g L. reuteri L. plantarum i¥spaudos Rudasis
Kkodas ’ suspensija, g  suspensija, g > cukrus, g
C - 163 - - - 7
CR - 161,5 15 - - 7
CP - 161,5 - 15 - 7
AC Al-K 148 - - 15 7
ACR Al-K 146,5 15 - 15 7
ACP Al-K 146,5 - 15 15 7
UALC Al-70-45 148 - - 15 7
UALCR Al-70-45 146,5 15 - 15 7
UALCP Al-70-45 146,5 - 15 15 7
UA2C Al-120-30 148 - - 15 7
UA2CR Al-120-30 146,5 15 - 15 7
UA2CP Al-120-30 146,5 - 15 15 7

Fermentuoty méginiy gamyboje buvo panaudotos ultragarsu apdorotos bei neapdorotos avieciy
iSspaudos, pazymétos zaliavos kodu (zr. 2.4.3 skyriy). Taip pat, jpilta 1,5 g PRB suspensijy
(L.plantarum ir L.reuteri). Antriné fermentacija vykdyta 3 paras, esant 20 °C + 1 °C temperatiirai.
Gautasis tirpalas vadinamas D tirpalu.

Po antrinés fermentacijos D tirpalas nufiltruotas ir supilstytas j 200 ml stiklinius buteliukus.
Buteliukai laikyti 3+ 1 °C temperatiiroje iki tolimesnés analizés.

2.4.11. Medusomyces gisevii kultiiros metagenominé analizé

DNR isskyrimas vykdytas pasitelkus Biotecon Diagnostics foodproof Sample Preparation Kit 11
GMO's, Allergens, Animal ID rinkinj. Rinkinys yra skirtas DNR i8skyrimui i§ jvairiy augalinés ir
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gyviuninés kilmés maisto méginiy. ISskirty nukleoriigs¢iy iSeiga, gauta i§ 200 mg méginio, gali
svyruoti nuo 0,1 iki 10 pg.

Meéginio paruoSimas metagenominei analizei atliktas tokia seka:

— Atsverta 200 mg homogenizuoto méginio ir patalpinta j 2 ml reakcijos mégintuvélj
(mégintuvelis A);

— ] mégintuvélj jpilta 1000 pl ekstrakcijos buferio;

— Meégintuvélis su turiniu maisytas ,,Vortex* mégintuvéliy maisykle 30 s.;

— I'mégintuvelj pridéta 80 pl proteinazés K (100 mg / 5 ml ddH20) ir sumaisyta;

— Meégintuvélis inkubuotas 30 min 72 °C. Inkubacijos metu mégintuvélis 2—3 kartus sumaisytas
paverciant mégintuvél] zemyn ir aukStyn. Jeigu méginio matrica absorbuoja ekstrakcijos
buferinj tirpala, papildomai jo pridedama;

— Meégintuvélis su turiniu centrifuguotas 10 min 12 000 x g greiéiu;

— I naujag mégintuvélj jpilta 400 pl surisimo buferinio tirpalo;

— I'mégintuvel;j jpilta 200 pl izopropanolio ir sumaisyta,;

— I8 mégintuvélio A j mégintuvélj B perkelta 600 pl supernatanto ir sumaisyta;

— Su pipete paimta 650 ul misinio ir jpilta } mégintuvélj su filtru. Mégintuvélis ccentrifuguotas
1 min 5,000 x g greiciu;

— Meégintuvélis su supernatantu iSmestas, o mégintuvélis su filtru jdétas | nauja surinkimo
mégintuvelj. Likes miSinys supiltas | tg patj filtravimo mégintuvélj ir centrifuguotas 1 min
5,000 x g greiciu;

— Supernatantas iSpiltas, o filtravimo mégintuvélis jdétas | nauja surinkimo mégintuvelj. Ipilta
450 ul plovimo buferinio tirpalo ir centrifuguota 1 min 5,000 x g greiciu;

— Supernatantas iSpiltas ir pakartotinai naudotas surinkimo mégintuvélis. Ipilta 450 ul plovimo
buferinio tirpalo ir centrifuguota 1 min 5,000 x g greiciu;

— Supernatantas iSpiltas ir pakartotinai naudotas surinkimo mégintuvélis. Likusiam buferiniam
tirpalui pasalinti, dar kartg centrifuguota 10 s 13 000 x g greiciu;

— Filtravimo mégintuvélis jdétas j nauja 1,5 ml reakcijos mégintuvélj. Ipilta 200 ul 70 °C
temperatiiros eliucijos buferinio tirpalo;

— Meégintuvélis su turiniu inkubuotas kambario temperatiiroje 5 min ir centrifuguotas 1 min
5000 x g greiciu.

Paruostas méginys yra buvo saugomas nuo -15 iki -25 °C temperatiiroje iki metagenominés analizés
atlikimo etapo.

M. gisevii automatiné sekoskaita ir duomeny analizé buvo atlikta pagal 2.6 paveiksle pateikta
schema:

O, ®

Meégnio kokybés Bibliotekos kokybés Duomeny kokybés
@ kontrolé @ kontrolé @ kontrolé @
Méginio paruo$imas Y Blbhnt:kOS Y > Sekoskaita 3 > B10mf011.11.atme
sudarymas analizé

2.6 pav. M. gisevii metagenomo automatinés sekoskaitos pagrindiniai etapai
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Metagenomo sekoskaitos etapai (3—-6) buvo atlikti jmonés ,,Novogene* pagal uzsakytg projekta.
ISvalyty seky bioinformaciné analiz¢é atlikta naudojant programines jrangas:

,Fastp“ — naudojama duomeny i§ Illlumina platformos apdorojimui. Gautieji apdoroti
duomenys naudojami tolimesnei analizei;

- ,,MEGAHIT* — naudojama apdoroty duomeny surinkimo analizei;

— ,,MetaGeneMark* — naudojama DNR fragmentuose (> 500 bp) esanciy baltymus koduojanciy
geny nustatymui;

— ,,DIAMOND* — naudojama DNR seky sulyginimui su MicroNR duomeny bazéje esanc¢iomis
DNR sekomis.

Gautieji nukleino ir amino riigéiy seky rezultatai buvo jvertinti pagal genetiniy informaciniy baziy
duomenis:

— Taksonominé analizé — gautosios metagenominés sekos buvo lyginamos su ,,MicroNR*
(versija: 2023.03) duomeny baze, kurioje talpinamos bakterijy, gryby, archéjy bei virusy DNR
sekos, gautos i§ ,,NCBI* esancios ,,NR* duomeny bazés;

— Funkcijy analizé - baltymus koduojanc¢iy seky funkcijos buvo nustatytos lyginant jas su
duomeny baze ,,CAZy* (versija: 2023.03);

— Atsparumo antibiotikams analizé — gautieji genai buvo sulyginti su ,,CARD*“ duomeny baze,
naudojant joje esancig atsparumo antibiotikams geny identifikavimo programing jrangg (angl.
Resistance Gene Identifier) [36, 37].

2.4.12. Mikrobiologiné analizé

Kiekybiniy mikroorganizmy pokyc¢iy vertinimui pirminés ir antrinés fermentacijos metu, fermentuoty
gérimy méginiy laikymo tyrimuose bei analizuojant M. gisevii, buvo pasirinkti Sie mikroorganizmai:
aerobiniai mikroorganizmai, mielés, pelésiai, mezofilinés PRB ir maisto sauga charakterizuojantys
mikrobiologiniai rodikliai — koliforminés bakterijos ir E. coli bakterijos.

— Aerobiniy mikroorganizmy skai¢iaus nustatymas atliktas pagal LST EN 1SO 4833-1:2013
[38].

— Mieliy ir pelésiniy gryby skai¢iaus nustatymas atliktas pagal LST 1SO 21527-1:2008 standarta
[39].

— Mezofiliniy PRB skai¢iaus nustatymas atliktas pagal LST ISO 15214:2009 standartg [40].

— Koliforminiy bakterijy skai¢iaus nustatymas atliktas pagal LST ISO 4832:2006 standartg [41].

— E. coli skaiciaus nustatymas atliktas pagal LST ISO 16649-2:2009 standartg [42].

M.gisevii mikrobiologinés analizés atlikimui, j mégintuvélj buvo pasvertas 1 g kultiiros ir praskiesta
9 ml distiliuoto vandens. Mégintuvélio turinys homogenizuotas, 0 kiekybinis mikroorganizmy
skaiius nustatytas atlikus deSimtkarcius skiedimus.

Mikrobiologiné analiz¢ atlikta dviejose gérimy fermentacijos stadijose. Pirminés fermentacijos metu
méginiai buvo tiriami nuo pradinio tasko (1 h nuo fermentacijos pradzios) kas 24 valandas per 4 dieny
laikotarpj. Antrinés fermentacijos metu méginiai buvo tiriami nuo pradinio tasko (1 h nuo
fermentacijos pradzios) kas 24 valandas per 3 dieny laikotarpj. Gérimy méginiams buvo atliekami
desimtkarciai skiedimai.
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Mikrobiologinio stabilumo analizé buvo atlikta siekiant jvertinti fermentuoty gérimy méginiy
mikrobiologinj stabilumg per 20 dieny laikotarpj. Méginiai buvo imami keturiais skirtingais taskais:
pradiniame (0 d.), po SeSiy dieny (6 d.), po trylikos dieny (13 d.) ir po dvideSimties dieny (20 d.).
Kiekviename taske nustatytas méginyje esantis mieliy, pelésiniy gryby, mezofiliniy PRB,
anaerobiniy mikroorganizmy, Koliforminiy ir E. coli bakterijy skai¢ius. Gérimy méginiams buvo
atlikti desimtkarciai skiedimai.

2.4.13. Jusliné analizé

Jusliniy savybiy jvertinimui taikytas jusliniy savybiy profilio testas pagal ISO 13299 [43]. Apmokyta
vertintojy grupé iSanalizavo i§ anksto atrinktus méginius bei parinko sgvokas jy juslinéms savybéms
apibuidinti. Naudojant atrinktas savybes buvo parinktos skalés ty savybiy intensyvumui jvertinti.
Fermentuoty gérimy méginiy kiekvienos savybés intensyvumas pazymeétas atskiroje skaléje. IS Siy
duomeny, taikant matematinés statistikos metodus, kiekvienam méginiui sudarytas jusliniy savybiy
profilis, parodantis kiekvienos savybés intensyvuma. Juo remiantis, galima palyginti méginius pagal
atskiras savybes bei jy intensyvuma, nustatyti rysj tarp méginiy juslinés kokybés bei atskiry savybiy.

Jusliniam jvertinimui atlikti buvo pasitelkta 6 apmokyty vertintojy grupé. Vertintojai atrinkti ir
apmokyti dirbti pagal tarptautinés metodikos ISO 8586 reikalavimus [44]. Jusliné analizé buvo atlikta
pra¢jus savaitei nuo fermentuoty gérimy meginiy paruosimo. Fermentuoti gérimai buvo pateikti +10
°C temperatiiros ir supilstyti j 50 ml tiirio taureles. Juslinéms savybéms vertinti buvo pasitelkta 5 baly
sistema. IS viso jvertinta 12 méginiy pagal tokius parametrus, kaip spalva, skonis, kvapas ir bendras
priimtinumas skaléje nuo 1 iki 5. Juslinio vertinimo anketa pateikta 3 priede.

2.4.14. Statistiné analizé

Tyrimo skai¢iavimai atlikti ,,MS Excel* (2016 m.) kompiuterine programa. Tyrimy rezultatai pateikti
apskaiciavus vidutines vertes bei vidutinius standartinius nuokrypius (taikant funkcijg ,,STDEV®).
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3. Tyrimuy rezultatai ir ju aptarimas

Siame skyriuje pateikiami baigiamojo magistro darbo tyrimy rezultatai, jy analizé bei palyginimas su
mokslinéje literaturoje pateikta informacija.

3.1. Avieiy iSspaudy cheminé sudétis

Siekiant istirti tyrimuose naudotos zaliavos cheming kompozicija, buvo atliktas riebaly, baltymy,
mineraliniy medziagy, angliavandeniy bei drégmés nustatymas avieciy iSspaudose.

Avie¢iy cheminés sudéties analizés rezultatai pateikti 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé. Avieciy iSspaudy cheminé sudétis, iSreiksta % sausoje medziagoje (s.m.)

Komponentas Kiekis, %
Drégmé 81,51 +£0,20
Riebalai 7,03+0,0,20
Baltymai 12,17 £ 0,20
Angliavandeniai 78,10 £ 0,00
Mineralinés medziagos 2,70+ 0,00

Tiriamosiose avieCiy i$§spaudose nustatytas 81,51 + 0,20 % drégmés kiekis. Mokslinéje literatiiroje
nurodoma, kad uogy i$spaudose drégmés kiekis vidutiniskai biina 60—-70 % [45]. V.P.Gouw ir kt.
(2017) tyrime nurodoma, kad drégmeés kiekis uogy ir vaisiy iSspaudose buna 36,12-81,50 % [46]. O.
Radocaj ir kt. (2014) tyrime nustatyta, kad drégmeés kiekis Svieziose avieciy iSspaudose yra 50,05 +
0,08 % [47]. PanaSius rezultatus nurodé ir S. Santos ir kt. (2021) atliktame tyrime, kuriame
pateikiama, kad aviec¢iy iS§spaudose esantis drégmés kiekis yra 53,91 % [48]. Taigi, drégmés kiekis
avieciy i8spaudose gali biiti jvairus ir priklausyti nuo avieciy perdirbimo technologijos.

Nustatyta, kad avieciy iSspaudose riebaly kiekis sieké 7,03 = 0,20 %, baltymy —12,17 + 0,20 %,
mineraliniy medziagy — 2,70 + 0,00 %, 0 angliavandeniy — 78,10 £+ 0,00 % (iSreikSty s.m.). Tyrimo
metu angliavandeniy jvertinimui avie€iy iSspaudose, buvo pasitelkta skaic¢iavimy formulé, o ne
tiesioginis angliavandeniy nustatymo metodas. | bendrg apskaiCiuotg angliavandeniy kiekj taip pat
jeina ir maistinés skaidulos, kurios sudaro didziausig kiekj visy komponenty avie¢iy i§spaudose [49].

Gautieji rezultatai yra panaSiis | kity autoriy moksliniuose $altiniuose nurodytus rezultatus. B.
Fotschki ir kt. (2019) tyrime nurodoma, kad avieCiy i§spaudose yra 11,44 + 0,10 % riebaly, 11,20 +
0,31 % baltymy, 1,68 = 0,00 % mineraliniy medziagy bei 65,90 % angliavandeniy,  kuriuos jeina ir
maistinés skaidulos [49]. J. Bauza-Kaszewska ir kt. (2021) tyrime nustatyta, kad avieciy iSspaudose
yra 11,4 £ 0 % baltymy, 0 mineraliniy medziagy — 2,68 + 0,25 % [50]. Taigi, tyrimo metu analizuota
avieCiy i§spaudy cheminé sudétis yra panasi j kity autoriy nurodytus duomenis.

3.2.  Avie¢iy iSspaudy ultragarsinio apdorojimo efektyvumas
3.2.1. pH vertés pokytis

Mokslin¢je literatiiroje nurodoma, kad ultragarsas gali turéti jtakos augalinés zaliavos
fizikocheminéms savybéms [51]. Vienas i§ fizikocheminiy zaliavos rodikliy yra pH verté, dél to
tyrimo metu buvo iStirta ultragarso jtaka avieciy iSspaudy pH vertei. Rezultatai pateikti 3.2 lenteléje:
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3.2 lentelé. Avieciy iSspaudy pH verté po ultragarsinio apdorojimo

Aviediy iSspaudy (Zaliavos) kodas Aviediy iSspaudy pH verté
Al-K 3,17 +0,03
Al-40-15 3,18 +0,02
Al-40-30 3,17+0,02
Al-40-45 3,17+0,02
Al-70-15 3,17+0,02
Al-70-30 3,16 0,01
Al-70-45 3,15+ 0,02
Al-100-15 3,14 +0,03
Al-100-30 3,14+0,02
Al-100-45 3,15+0,01
Al-120-15 3,14+0,03
Al-120-30 3,13+0,02
Al-120-45 3,15+ 0,02

Tyrimo metu nustatyta, kad ultragarsas neturéjo reikSmingos jtakos avieéiy iSspaudy pH vertei,
lyginant su kontroliniu méginiu Al-K (ultragarsu neapdorotomis avieciy iSspaudomis). Taigi, tyrimo
metu nebuvo nustatytas sarysis tarp ultragarsinio apdorojimo poveikio trukmés, ultragarso
intensyvumo bei pH vertés pokyc¢iy.

Tyrimo rezultatai atitinka mokslingje literatiiroje pateikiama informacija, kurioje nurodoma, kad
ultragarsinis apdorojimas neturi jtakos augaliniy produkty pH vertei. K. Aguilar (2022) tyrime
nurodoma, jog veikiant ananasy perdirbimo pramonés $alutinius produktus 25 kHz ultragarsu (400
W, 20 ir 100 % amplitudziy, 5 ir 10 min), pH vertés poky¢iai nebuvo statistiskai reikSmingi, lyginant
su kontroliniu méginiu [52].

Taip pat, ne vienas tyrimas nustaté darzoviy bei vaisiy sul¢iy fizikocheminiy rodikliy poky¢ius po
apdorojimo ultragarsu. S. Guanwen ir kt. (2021) tyrime nurodoma, kad molitigy sultis apdorojus 5
min 25 kHz (100, 200 ir 300 W) ultragarsu, pH verté reikSmingai nepakito [53].

Y. Zou ir kt. (2017) tyrime, kuriame atliktas mélyniy sul¢iy apdorojimas 40 kHz ultragarsu (0,5
W/cm?) 20, 40 ir 60 min, pH verté taip pat reik§mingai nepakito, nepriklausomai nuo apdorojimo
trukmeés [54].

3.2.2. Bendroji fenoliniy junginiy koncentracija

Tyrimo metu buvo nustatyta ultragarsinio apdorojimo parametry jtaka fenoliniy junginiy ekstrakcijos
efektyvumui. AvieCiy iSspaudy méginiy fenoliniy junginiy koncentracijos, iSreik§tos mg tanino
rugsties ekvivalentu (TRE)/100 g, pateiktos 3.1 paveiksle.
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3.1 pav. Fenoliniy junginiy koncentracija, iSreik§ta mg tanino ragsties ekvivalentu (TRE)/100 g avie¢iy
iSspaudose

Nustatyta, kad Svieziose avieCiy iSspaudose (kontroliniame méginyje) fenoliniy junginiy
koncentracija buvo 114,54 + 0,42 mg TRE/100 g. Didziausias skirtumas pastebétas méginiuose,
apdorotuose 120 % intensyvumo ultragarsu 15, 30 ir 45 min. Siuose méginiuose nustatytos fenoliniy
junginiy koncentracijos atitinkamai buvo 149,58 + 0,97, 154,48 + 0,56 ir 153,13 = 1,12 mg TRE/100
g. Lyginant su kontroliniu méginiu, fenoliniy junginiy koncentracija Siuose méginiuose vidutiniskai
padidéjo 23,42 %, 25,85 % ir 25,20 %, atitinkamai.

Taip pat, zymus skirtumas pastebétas ir méginiuose, apdorotuose 100 % intensyvumo ultragarsu 45
min bei 70 % intensyvumo ultragarsu 45 min. Fenoliniy junginiy koncentracija Siuose méginiuose
nustatyta 154,85 + 0,42 bei 147,49 + 0,77 mg TRE/100 g, atitinkamai. Lyginant su kontroliniu
méginiu, fenoliniy junginiy koncentracija Siuose méginiuose padidéjo 26,03 % bei 22,34 %,
atitinkamai. Méginiai, apdoroti 70 % intensyvumo (15, 30 min) ir 100 % intensyvumo (15, 30 min)
ultragarsu, vidutiniskai pasizyméjo 14,46 % ir 19,91 % didesne fenoliniy junginiy koncentracija,
atitinkamai, lyginant su kontrole.

Maziausias skirtumas pastebétas méginiuose, paveiktuose 40 % intensyvumo ultragarsu (15, 30 ir 45
min). Nustatyta, kad Sie méginiai pasizyméjo vidutiniskai 7,67 % didesne fenoliniy junginiy
koncentracija, lyginant su kontrole.

Tyrimo rezultatai rodo, kad didéjant ultragarsinio apdorojimo trukmei, didéja ir fenoliniy junginiy
koncentracija méginiuose. Si tendencija pastebéta visuose méginiuose, isskyrus 120 % ir 45 min
apdorotame méginyje, kuriame nustatyta mazesné fenoliniy junginiy koncentracija nei 120 % ir 30
min paveiktame méginyje. Mokslingje literatiiroje nurodoma, kad ultragarsas gali ne tik pagerinti
fenoliniy junginiy ekstrakcija, bet ir sukelti jy degradacijg [55]. Taigi, svarbu parinkti tokius
ultragrasinio apdorojimo parametrus, kurie lemty didziausias fenoliniy junginiy koncentracijas
meéginiuose.
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S. Santos ir kt. (2021) tyrime nurodoma, jog avie¢iy i$spaudy suspensijg veikiant 40 kHz ultragarsu
15 min (60 °C), fenoliniy junginiy konecntracija padidéjo 20,6 %, lyginant su kontrole. Tuo tarpu
méginj veikiant 45 min, fenoliniy junginiy koncentracija padidéjo 15,02 %, lyginant su kontroliniu
méginiu [48]. Tyrime pastebéta, kad mazesné ultragarso poveikio trukmé lemia didesnes fenoliniy
junginiy koncentracijas, prieSingai NUO Siame tyrime gautyjy rezultaty. Svarbu pabrézti, kad tokie
parametrai kaip temperatiira bei ultragarso intensyvumas taip pat turi reikSmingos jtakos biologiskai
aktyviy junginiy ekstrakcijai ir netgi jy degradacijai.

S. Golmohamadi ir kt. (2013) atliktame tyrime nustatyta, kad apdorojant avie¢iy tyr¢ auksto
intensyvumo 20 kHz daznio ultragarsu, po 10 min fenoliniy junginiy koncentracija padidéjo 5,16 %,
po 20 min — 9,63 %, po 30 min — 11,97 %, lyginant su kontrole. Taigi, Siame tyrime nustatyta, kad
ultragarsinio apdorojimo trukmé turéjo teigiamos jtakos fenoliniy junginiy ekstrakcijos efektyvumui
[56].

3.2.3. Antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu

Tyrimo metu buvo istirta ultragarsinio apdorojimo jtaka avieCiy i$spaudy antioksidaciniam
aktyvumui, esant skirtingiems ultragarso intensyvumams bei poveikio trukméms. Ultragarsu veikiant
augaline zaliava, 1§ augalinés matricos iSsilaisvina antioksidaciniu aktyvumu pasiZymintys junginiai.

Avieciy i$spaudy méginiy antioksidacinis aktyvumas, isreikstas mg trolokso ekvivalento (TE)/100 g,
pateiktas 3.3 lenteléje.

3.3 lentelé. Avieciy iSspaudy méginiy antioksidacinis aktyvumas, iSreik§tas mg trolokso ekvivalento
(TE)/100 ¢

Avieciy iSspaudy Ultragarso Ultragarsinio apdorojimo Antioksidacinis
(zaliavos) kodas intensyvumas, % trukmé, min aktyvumas, mg TE/100 g
Al-K - - 195,95 + 0,94
Al-40-15 40 15 197,01+ 0,26
Al-40-30 30 201,69 = 0,45
Al-40-45 45 202,15 +1,20
Al-70-15 70 15 201,25 + 0,45
Al-70-30 30 206,05 +1,31
Al-70-45 45 211,32 +1,59
Al-100-15 100 15 202,28 +1,59
Al-100-30 30 206,35 + 1,38
Al-100-45 45 212,23 +0,69
Al-120-15 120 15 210,89 +1,38
Al-120-30 30 219,03 2,04
Al-120-45 45 221,59 +1,20

Nustatyta, kad kontrolinis méginys pasizyméjo maziausiu antioksidaciniu aktyvumu, lyginant su
kitais méginiais ir jo verté sieké 195,95 + 0,94 mg TE/100 g. Didziausiu antioksidaciniu aktyvmu
pasizyméjo méginiai, paveikti 120 % intensyvumo ultragarsu 30 min ir 45 min. Atitinkamai, Siy
méginiy vertés buvo 219,03 + 2,04 mg TE/100 g ir 221,59 + 1,20 mg TE/100 g. Vidutiniskai, Sie
méginiai pasizymejo 9,77 % didesniu antioksidaciniu aktyvumu, lyginant su kontrole.
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Didesniu antioksidaciniu aktyvumu taip pat pasizyméjo ir méginiai, apdoroti 70 % intensyvumo
ultragarsu 45 min bei 100 % intensyvumo ir 45 min. Siuose méginiuose nustatytas antioksidacinis
aktyvumas sieké 211,32 + 1,59 mg TE/100 g ir 212,23 + 0,69 mg TE/100 g, atitinkamai.

Maziausias antioksidacinio aktyvumo skirtumas pastebétas méginiuose, paveiktuose 40 %
intensyvumo ultragarsu (15, 30 ir 45 min). Nustatyta, kad Sie méginiai pasizyméjo vidutiniskai 2,16
% didesniu antioksidaciniu aktyvumu, lyginant su kontroliniu méginiu. Méginiai, apdoroti 70 %
intensyvumo (15, 30 min) ir 100 % intensyvumo (15, 30 min) ultragarsu, vidutiniS§kai pasizyméjo
3,78 % ir 4,10 % didesniu antioksidaciniu aktyvumu, atitinkamai, lyginant su kontrole. Nustatyta,
kad didé¢jant ultragarsinio apdorojimo trukmei, didé¢jo ir antioksidacinis aktyvumas avieciy iSspaudy
méginiuose.

Mokslin¢je literatiiroje taip pat nurodoma, jog ultragarsu paveikus uogy iSspaudas, padidéja jy
antioksidacinis aktyvumas. Pavyzdziui, S. Santos ir kt. (2021) tyrime nurodoma, kad avieéiy iSspaudy
apdorojimas 40 kHz daznio ultragarsu 15 min padidina antioksidacinj aktyvuma 22,64 %, 0 veikiant
45 min — 10,11 % [48]. Autoriai pastebéjo neigiama koreliacijg tarp ultragarso poveikio trukmés ir
antioksidacinio aktyvumo vertés, prieSingai nuo Siame tyrime pateikty rezultaty.

3.2.4. Bendroji antocianiny koncentracija

Avieciy i$spaudy ultragarsinio apdorojimo jtakai biologiskai aktyviy junginiy ekstrakcijai nustatyti,
buvo iStirta antocianiny koncentracija avie€iy iSspaudy meéginiuose. Antocianiny koncentracija
nustatyta pH diferenciavimo biidu ir iSreikSta mg cianidin-3-gliukozido ekvivalentu (CGE)/100 g
avieCiy iSspaudy. Tyrimo rezultatai pateikti 3.2 paveiksle.
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3.2 pav. Antocianiny koncentracija avie¢iy i§spaudy méginiuose, iSreiksta mg cianidin-3-gliukozido
ekvivalentu (CGE)/100 g

Nustatyta, kad $vieziose avieciy iSspaudose (kontroliniame méginyje) antocianiny koncetracija buvo
57,83 + 1,02 mg CGE/100 g. Didziausias skirtumas pastebétas méginiuose, apdorotuose 120 %
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intensyvumo ultragarsu 15, 30 ir 45 min. Siuose méginiuose atitinkamai nustatytos antocianiny
koncentracijos yra 72,81 + 1,02, 75,87 + 1,34 ir 74,09 + 0,82 mg CGE/100 g, atitinkamai. Lyginant
su kontroliniu méginiu, antocianiny koncentracija Siuose méginiuose vidutiniskai padidéjo 20,57 %,
23,77 % ir 21,94 %, atitinkamai.

Taip pat, reikSmingas antocianiny koncentracijos padidéjimas pastebétas ir méginiuose, apdorotuose
100 % intensyvumo ir 45 min bei 70 % intensyvumo ir 45 min ultragarsu. Antocianiny koncentracija
Siuose méginiuose nustatyta 71,14 + 1,02 ir 69,63 + 0,60 mg CGE/100 g, atitinkamai. Lyginant su
kontroliniu méginiu, antocianiny koncentracija $iuose méginiuose padidéjo 18,70 % bei 16,95 %,
atitinkamai.

Meéginiai, paveikti 70 % intensyvumo (15, 30 min) ir 100 % intensyvumo (15,30 min) ultragarsu,
vidutiniskai pasizyméjo 12,71 % ir 15,77 % didesniu antioksidaciniu aktyvumu, atitinkamai (lyginant
su kontrole).

Meéginiuose, paveiktuose 40 % intensyvumo ultragarsu (15, 30 ir 45 min), nustatyta vidutiniskai 9,76
% didesné antocianiny koncentracija. Lyginant su kitais apdorojimo rezimais, 40 % intensyvumo
ultragarsas turéjo maziausios jtakos antocianiny ekstrakcijai.

S. Santos ir kt. (2021) tyrime nurodoma, jog veikiant avie¢iy iSspaudas 40 kHz ultragarsu 15 min,
antocianiny koncentracija padidéjo 16,67 %, lyginant su kontroliniu méginiu. Ultragarsu méginj
veikiant 45 min, antocianiny koncentracija padidéjo 25,00 %, lyginant su kontrole. Taigi, tyrimo
rezultatai sutampa su kity autoriy tyrimais ir nurodo, kad ilgesnis ultragarso poveikio laikas lemia
didesnes antocianiny koncentracijas [48].

Pagal gautuosius tyrimo rezultatus, lémusius reikSmingas fenoliniy junginiy ir antocianiny
koncentracijy pokycius, taip pat ir antioksidacinj aktyvuma avieCiy iSspaudose, buvo parinkti
optimallis avie€iy iSspaudy ultragarsinio apdorojimo parametrai. Parinkti parametrai - 70 %
intensyvumo ir 45 min trukmés ultragarsas, 120 % ir 30 min trukmés ultragarsas. Tolimesni tyrimai
testi SU parinkty parametry ultragarsu apdorotomis avie¢iy i§spaudomis.

3.3. Simbiotinés mikroorganizmy kultiiros metagenominis iStyrimas

Simbiotiné mikroorganizmy kultira Medusomyces gisevii buvo iStirta atlickant automating
metagenomine analiz¢. Po DNR fragmenty sekoskaitos, buvo atliktas Siy fragmenty surinkimas
MEGAHIT programine jranga. Gautieji fragmentai, kurie buvo mazesni nei 500 baziy pory (bp),
buvo pasalinti. Likusieji DNR fragmentai buvo naudojami tolimesnei analizei.

Tiriamyjy DNR fragmenty rezultatai pateikiami 3.4 lentel¢je.

3.4 lentelé. Medusomyces gisevii kultiros DNR fragmenty informacija

Tiriamoji Bendras bp DNR Vidutinis N50 ilgis (bp) NO90 ilgis (bp) Maksimalus

Kultiira ilgis fragmenty ilgis (bp) ilgis (bp)
skaicius

Medusomyces 68 171 402 27 478 2 480,94 11 443 727 366 646

gisevii
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3.3.1. Mikroorganizmy bendrijos

Tyrimo metu buvo identifikuota 370 skirtingy mikroorganizmy, sudaran¢iy M. gisevii simbiotine
mikroorganizmy kultirg. Nustatyta, jog M. gisevii kultirg sudaro 88,30 % bakterijy, 8,40 %
eukarioty, 0,02 % virusy, 0,003 % archéjy. Likusius 3,29 % — neidentifikuotos genetinés sekos.
Tyrimo rezultatai pateikiami 3.3 paveiksle.

0029 0:00%
! 0
8,40% [ 32%%

B Bakterijos (258)
/  Eukariotai (105)

% m Virusai (5)
Archéjos (2)

oOKiti

/\— 88,29%

3.3 pav. M. gisevii kultiirg sudaran¢ios mikroorganizmy bendrijos

Tyrimo metu nustatyta, kad pagrindinés bakterijy gentys, sudaran¢ios M. gisevii kultiirg, yra
Komagataeibacter, Gluconobacter, Oenococcus ir Acetobacter. Taip pat nustatytos ir pagrindinés
eukarioty gentys, kurios yra Brettanomyces, Lachancea, Saccharomyces, Pichia ir Ogataea. Esminés
bakterijy bei mieliy rasys, nustatytos M. gisevii kultiiroje, pavaizduotos 3.4 paveiksle.

Kiti eukariotai @ 1,73
Brettanomyces nanus I 0,55
Candida arabinofermentans © 0,85
Pichia kudriavzevii D 0,94
Brettanomyces naardenensis D 0,95
Candida inconspicua D 1,11
Candida californica @ 1,95
Pichia membranifaciens
Saccharomyces cerevisiae
Lachancea fermentati
Brettanomyces bruxellensis

Eukarioty riisys

Kitos bakterijos
Komagataeibacter xylinus
Komagataeibacter oboediens
Acetobacter malorum
Gluconacetobacter sp. SXCC-1
Gluconobacter potus
Komagataeibacter intermedius
Komagataeibacter rhaeticus
Oenococcus oeni

Bakterijy riiys

Gluconobacter oxydans
Komagataeibacter saccharivorans

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Kiekis, %

3.4 pav. Esminés bakterijy ir gryby (mieliy) rasys, sudaranc¢ios Medusomyces gisevii kulttra
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Tyrimo metu nustatyta, kad didzioji dalis bakterijy, randamy simbiotingje M. gisevii kultdroje, yra
Komagataeibacter saccharivorans, kurios sudaro 65,30 % visy bakterijy. Sios bakterijos yra
atsakingos uz bakterinés celiuliozés sinteze, kuri sudaro M. gisevii biologinio darinio matrica [57].
Taip pat, Komagataeibacter saccharivorans konvertuoja jvairius cukrus j organines rigstis. Si
bakterijy raiSis yra jprasta M. gisevii sudedamoji dalis [58].

Nustatyta, kad didziausia dalis eukarioty, sudaran¢iy simbioting kultirg, yra Brettanomyces
bruxellensis. Sios mielés sudaro 72,16 % visy eukarioty, randamy M. gisevii kultiiroje. Brettanomyces
bruxellensis mielés yra siejamos su fermentacijos procesais t.y. fermentuoty gérimy gamyba [59].
Mokslingje literatiroje nurodoma, jog anaerobinémis sglygomis Sios mielés gamina etanolj, acto
rugstj bei acto riigsties esterius [60].

Moksliniuose $altiniuose nurodoma, kad M. gisevii kultiira gali biti labai jvairi. Sig kultiira sudaro
bakterijy gentys Gluconacetobacterim ir Acetobacter, taip pat bakterijy rasys Lactococcus,
Lactobacillus ir Clostridium. Simbioting mikroorganizmy kultiirg sudaro mieliy gentys
Saccharomyces, Brettanomyces, Torulopsis, Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces, Candida ir
kt. [17]. Tyrimo objekte buvo nustatyti minétieji mikroorganizmai, ta¢iau nebuvo aptikta Torulopsis
genties eukarioty.

H. Amarasinghe ir kt. tyrime (2017) nurodoma, kad simbioting kultiirg sudaro bakterijy gentys
Acetobacter, Acanthodica, Gluconacetobacter bei mieliy gentys Saccharomyces, Hanseniaspora,
Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces, Pichia [61]. Tyrimo metu, atlikus M. gisevii analizg, i$
minétyjy mikroorganizmy nebuvo aptikta Acanthodica genties bakterijy bei Hanseniaspora genties
eukarioty.

M. gisevii metagenome identifikuoti penki virusai, i§ kuriy nustatyti du bakterijoms buidingi fagai -
Komagataeibacter fagas phiKX1 ir Sozzivirus S11. Bakteriofagai yra virusai, kurie uzkre€ia ir
dauginasi tik bakterijy lgstelése. Kaip ir visi virusai, bakteriofagai yra specifiniai tam tikrai rasiai ir
paprastai uzkrecia tik vieng bakterijy rai§j ar Sios rusies padermes. Uzkréte Seimininko Iastele,
bakteriofagai replikuojasi bakterinéje lastel¢je, sutrikdydami normalig jos veikla bei/arba sukeldami
lastelés mirtj [62].

Mokslingje literatiroje nurodoma, kad Komagataeibacter fagas phiKX1 yra biudingas
Komagataeibacter xylinus bakterijoms [63], tuo tarpu Sozzivirus S11 virusas uzkre¢ia Oenococcus
oeni bakterijas [64]. Abi Sios bakterijy raSys identifikuotos iStirtoje M.gisevii kulttiroje (zr. 3.4 pav.).
Komagataeibacter xylinus sudaré 0,97 % visy M. gisevii mikroorganizmy, o Oenococcus oeni — 4,35
%.

Taip pat, identifikuoti trys augaly virusai (fitovirusai) — Persimono ziedinés DNR virusas (angl.
Persimmon circular DNA virus), citrusiniy vaisiy chlorozés virusas (angl. Citrus chlorotic dwarf
associated virus) ir kamelijy chlorozés virusas (angl. Camellia chlorotic dwarf-associated), kurie
galéjo buti jnesti j M. gisevii biologing struktiirag fermentacijos metu i§ augaliniy zaliavy.

Taigi, Medusomyces gisevii simbiotinés mikroorganizmy kultiros kompozicija, naudota Siame
tyrime, yra unikali ir skiriasi nuo kity tyrimo objekty. Taip pat, moksliniuose Saltiniuose triiksta M.
gisevii metagenominés analizés duomeny, ypa¢ atlikty automatinés sekoskaitos metodu.
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3.3.2. Angliavandeniy aktyvumo fermentai

Angliavandeniy aktyvumo fermentai (angl. carbohydrate-active enzymes) yra fermentali,
dalyvaujantys sudétingy angliavandeniliy, tokiy kaip celiuliozés, hemiceliuliozes, chitino ir pektino,
biosintezéje, degradacijoje ir modifikacijoje. Sie fermentai atlieka svarbias funkcijas jvairiuose
biologiniuose procesuose, iskaitant mikroorganizmy metabolizma, Seimininko—patogeno sgveikas,
augaly lasteliy sieneliy degradacija [65].

Angliavandeniy aktyvumo fermenty klasifikacijai, taip pat genominei, strukttirinei ir biocheminei
informacijai talpinti, yra sukurta ,,CAZy* duomeny bazé. Duomeny bazéje yra $esios pirmojo lygio
funkcinés klasés: glikozido hidrolazés, glikoziltransferazés, polisacharidy liazés, angliavandeniy
esterazés, pagalbinés veiklos fermentai ir angliavandenius surisantys moduliai.

Tyrimo metu buvo identifikuoti genai, atsakingi uz angliavandeniy aktyvumo fermenty sinteze.
Tyrimo rezultatai pavaizduoti 3.5 paveiksle.

100,00
O Polisacharidy liazés
90,00 . . .
O Pagalbinés veiklos fermentai
80,00 B Angliavandeniy esterazés
70,00 B Angliavandenius suriSantys moduliai
io. 60,00 B8 Glikozidy hidrolazés
= O Glikoziltransferazés
2 50,00
N4
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00

Medusomyces gisevii

3.5 pav. Geny, atsakingy uz angliavandeniy aktyvumo fermenty sinteze, pasiskirstymas

Nustatyta, kad geny, atsakingy wuz jvairiy angliavandeniy aktyvo fermenty sinteze,
glikosiltransferazés sudaro 53,11 %, glikosidy hidrolazés — 33,67 %, angliavandenius suriSantys
moduliai — 5,59 %, angliavandeniy esterazés — 4,59 %, pagalbinés veiklos fermentai — 2,03 %,
polisacharidy liazés — 1,10 %. Mokslingje literatiiroje tritksta duomeny apie M. gisevii angliavandeniy
aktyvumo fermenty genus ir jy pasiskirstyma.

Glikoziltransferazés (EC 2.4.-) — tai fermentai, dalyvaujantys glikozidiniy rysiy susidaryme t.y.
disacharidy, oligosacharidy ir polisacharidy biosintezéje. Glikoziltransferazés itin svarbios lastelés
sienelés sintezéje, baltymy glikozilinimo reakcijose bei ekstralasteliniy polisacharidy gamyboje [66].
Tyrimo metu nustatyta, kad Siuos fermentus koduojantys genai sudaro daugiau nei puse (53,11 %)
visy nustatyty angliavandeniy aktyvumo fermentus koduojanciy geny. Pagrindiniai
glikoziltransferaziy fermentai, nustatyti M. gisevii kultaroje, yra GT4 (15,84 %), GT2 (14,77 %), GT1
(3,56 %), GT51 (1,84 %) ir GT9 (1,30 %). Sios fermenty Seimos yra svarbios bakterinés celiuliozés,
sudaranc¢ios M. gisevii struktiirg, sintezéje (GT2), bakterijy sienelés komponenty (pvz.
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peptidoglikano) sintezéje (GT4), augaliniy lastelés sienelés komponenty modifikavime (GT1),
glikoproteiny ir glikolipidy sintezéje (GT51, GT9) [67].

Glikosidy hidrolazés (EC 3.2.1.-) — tai fermentai, kurie katalizuoja glikozidiniy jungéiy skilimg
angliavandeniuose bei jy glikokonjugatuose. Glikozidy hidrolazés geny yra beveik visuose gyvuose
organizmuose. Mikroorganizmai naudoja glikosidy hidrolazés fermentus augaliniy, eukariotiniy
(grybeliy) lastelés sieneliy ardymui bei kity anglies Saltiniy skaidymui energijos tikslams.
Pagrindiniai glikoziltransferaziy fermentai, nustatyti M. gisevii kultiiroje pagal juos koduojancius
genus, yra GH23 (6,45 %), GH13 (2,96 %), GH28 (2,71 %), GH34 (1,82 %) ir GH5 (1,44 %).
Fermenty Seima GH23 dalyvauja bakteriniy lasteliy sieneliy degradacijoje [68]. Sios Seimos
pavyzdziai yra fermentai lizocimas bei chitinazé. Fermenty Seima GH13 veikia alfa-glikozidines
jungtis, dél to yra itin svarbtus fermentacijos metu, katalizuojant sacharozés skilimo reakcijas j
gliukoze bei fruktoze. Fermenty Seima GH28 dalyvauja glikozidiniy jung¢iy pektinuose skaidymo
reakcijose. Pektinas yra augalinés Zaliavos lasteliy sieneliy komponentas, dél to fermentacijos
procese naudojant tokias zaliavas kaip avieciy iSspaudas, pektinazés padeda suskaldyti pekting iki
fermentuojamy cukry. Fermenty Seima GH34 galaktoze turinciy sudétingy angliavandeniy skilimo
reakcijas, o fermenty Seimai GH5 priklauso tokie fermentai kaip celiuliazés, kurie padeda ardyti
celiulioze bei hemiceliulioze [67].

Angliavandenius suriSantys moduliai — tai proteinai, randami angliavandeniy aktyvumo
fermentuose, taciau patys nekatalizuoja cheminiy reakcijy. Angliavandenius suriSan¢iy moduliy
paskirtis yra prisijungti substratg t.y. jvairius angliavandenius. Angliavandenius SuriSantys moduliai
daznai randami tokiuose fermentuose, kaip amilazés ir celiuliazés [69].

Polisacharidy liazés (EC 4.2.2.-) — fermenty Seima, dalyvaujanti polisachardy, turinéiy urono ragstj,
depolimerizacijos procesuose. Buidinga jvairiems mikroorganizmams — eukariotams, bakterijoms ir
bakteriofagams. Dalyvauja sudétingy polisachardy skaidymo procesuose, pavyzdziui, augaliniy
lasteliy ardymo procesuose, susidarant nesotiesiems junginiams [70].

Angliavandeniy esterazés (EC 3.1.1.-) — fermenty Seima, kuri dalyvauja esteriniy jung¢iy, esanciy
angliavandeniuose ir jy junginiuose, hidrolizés reakcijose. Si fermenty $eima prisideda prie sudétingy
angliavandeniy degradacijos reakcijy bei didina paprastyjy cukry prieinamuma mikroorganizmams
fermentacijos metu [71].

Pagalbinés veiklos fermentai (EC 1.14.99.-) — tai neseniai atrasti bei pastaruoju metu itin tyrin¢jami
fermentai, savo aktyvumo centre turintys vario jony. Sie fermentai identifikuoti keletoje natiiraliy ir
rekombinantiniy gryby. Pagalbinés veiklos fermentai dalyvauja biopolimery, tokiy kaip krakmolas,
celiuliozé, hemiceliuliozé ir chitinas, depolimerizacijos procesuose [72].

3.3.3. Atsparumo antibiotikams genai

Daugelis bakterijy turi geb&jima toleruoti antibiotikus kaip atsakg i besikeiciancias aplinkos salygas.
Sis atsparumas gali kilti dél natiiraliy genetiniy poky¢iy bakterijy genomuose arba dél svetimos DNR
jterpimo [73]. Tiriant M. gisevii kultiirg buvo nustatyti du genai, lemiantys bakterijy atsparuma pries
tam tikrus antibiotikus — gacG genas bei vanY genas, esantis vanB klasteryje.

Bakterijos, turin¢ios qacG gena, yra atsparios ketvirtiniams amonio junginiams, kurie naudojami kaip
dezinfekavimo priemonés bei antiseptikai jvairiose pramonés srityse. Atsparumas antiseptikams ir
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dezinfekavimo priemonéms, kurios yra sudarytos i§ ketvirtiniy amonio junginiy, yra placiai paplitusi
tarp stafilokoky, randamy klinikose bei tam tikrose maisto pramonés srityse, pavyzdziui —
Staphylococcus aureus. [74]. Bakterijos, esancios M. gisevii kultiiroje, kuriose aptikti atsparumo
antibiotikams genai, pateikiami 3.5 lenteléje.

3.5 lentelé. Medusomyces gisevii kultiiroje nustatyty bakterijy atsparumas antibiotikams

Genas, atsakingas uz Antibiotiko pavadinimas Biuidingos bakterijy riiSys Paplitimas M.gisevii
atsparuma antibiotikams kultiiroje, %
gacG Ketvirtiniai amonio Staphylococcus aureus 0,0046
junginiai
vanY (vanB klasteryje) Vankomicinas Bacillus subtilis 0,0004

Streptococcus pneumoniae  0,0010
Enterococcus faecalis 0,0019

Staphylococcus aureus 0,0046

Vankomicinas yra glikopeptidinis antibiotikas, slopinantis peptidoglikany sintez¢ bakterijose ir
naudojamas sunkioms infekcijoms gydyti, kurias sukelia gram teigiamos bakterijos — Enterococcus
rasys, Staphylococcus aureus ir Clostridium difficile. Atsparumas vankomicinui pagrinde yra paplites
tarp enetrokoky rusiy, tokiy kaip Enterococcus faecalis ir Enterococcus faecium [75].

Tyrimo metu nustatytos $ios bakterijy rasys, pasizymincios atsparumu vankomicinui — Bacillus
subtilis, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis ir Staphylococcus aureus [76, 77].

Nustatyty bakterijy, atspariy antibiotikams, kiekiai iStirtame metagenome néra esminiai (zr. 3.5
lentele) ir galimai atsirade dél tarSos augalingje zaliavoje, fermentacijos metu ar ruosiant DNR méginj
tyrimams. Tyrimo metu identifikuoti M. gisevii budingieji (pagrindiniai) mikroorganizmai (zr. 3.3.1
skyrel}) netur¢jo atsparumo antibiotikams geny.

3.4. Gérimy méginiy pirminés ir antrinés fermentacijos tyrimai

Gérimy méginiy pirminés ir antrinés fermentacijos tyrimai buvo atlikti naudojant simbiotine
mikroorganizmy kulttirg M. gisevii kartu su avieé¢iy iSspaudomis bei PRB — L. plantarum ir L. reuteri.

3.4.1. Medusomyces gisevii mikrobiologiniai rodikliai

Prie§ fermentacijos tyrimus, buvo atlikta M. gisevii mikrobiologiné analizé, nustatant aerobiniy
mikroorganizmy, mieliy, mezofiliniy PRB, pelésiniy gryby, koliforminiy bakterijy ir E. coli bakterijy
skai¢iy. Mikroorganizmy skaiéiai, iSreiksti log KSV/g, pateikti 3.6 lenteléje.

3.6 lentelé. Medusomyces gisevii mikrobiologiniai rodikliai

Méginio Mikrobiologiniai rodikliai, log KSV/g pH verté
pavadinimas

Aerobiniai  Mielés Mezofilinés  Pelésiai Koliforminés  E.

mikroorga- PRB grybai bakterijos coli

nizmai
M. gisevii 6,38+0,11  6,77+0,09 6,61+0,13 <1 <1 <1 2,53+ 0,06
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Nustatyta, kad M. gisevii kultiiroje acrobiniy mikroorganizmy skaicius sieké 6,38 + 0,11 log KSV/g,
mieliy — 6,77 £ 0,09 log KSV/g, mezofiliniy PRB — 6,61 + 0,13 log KSV/g. Simbiotinés
mikroorganizmy kulttiros pH verté buvo vidutinio rigstingumo ir sieké 2,53 + 0,06. Mikroorganizmy,
nusakan¢iy meginiy mikrobiologing saugg ir gamybos aplinkos sanitarija (pelésiniai grybai,
koliforminés bakterijos ir E. coli bakterijos) kiekiai nustatyti mazesni nei 1 KSV/g, dél to M. gisevii
kulttra buvo tinkama naudoti fermentacijos tyrimams.

3.4.2. Pirminés fermentacijos tyrimai

Pirminé fermentacija su M. gisevii vykdyta trimis pakartojimais, kol buvo pasiektas biologinés
struktiiros veikimo mechanizmo stabilumas.

Pirmojo tyrimo metu (3.6 pav.) nustatytas didelis aerobiniy mikroorganizmy skaicius, Kuris
fermentacijos metu mazéjo — nuo 6,81 + 0,05 iki 6,34 + 0,08 log KSV/g. Taip pat, nustatyti didelis
mieliy skaicius, kurie fermentacijos eigoje maz¢jo — nuo 6,20 + 0,07 iki 6,08 + 0,04 log KSV/g.
Mezofiliniy PRB skaicius tolygiai didéjo keturiy pary fermentacijos laikotarpyje, nuo 5,74 + 0,05 iki
5,86 £ 0,07 log KSV/g. Terpés pH verteé kito ragstéjimo kryptimi nuo 4,42 (0 pary) iki 3,46 (4 paros).
Pelésiy, koliforminiy bakterijy ir E.coli bakterijy skai¢ius nustatytas mazesnis nei 1 KSV/g.
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3.6 pav. Pirmings fermentacijos tyrimas Nr. 1

Antrojo tyrimo metu (3.7 pav.) nustatyta, kad aerobiniy mikroorganizmy, mieliy ir PRB skaicius
tolygiai didéjo keturiy fermentacijos pary laikotarpyje. Aerobiniy mikroorganizmy skaicius kito
ribose nuo 5,62 + 0,02 iki 6,11 = 0,04 log KSV/g, mieliy — nuo 5,49 + 0,05 iki 5,62 + 0,07 log KSV/g,
mezofiliniy PRB — nuo 5,84 + 0,07 iki 6,15 = 0,05 log KSV/g. Terpés pH verté kito nuo 4,22 + 0,03
(0 pary) iki 3,49 £+ 0,04 (4 paros). Pelésiy, koliforminiy bakterijy ir E. coli bakterijy skaicius nustatytas
mazesnis nei 1 KSV/g.
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3.7 pav. Pirminés fermentacijos tyrimas Nr. 2

Treciojo tyrimo metu (3.8 pav.) nustatyta, kad aerobiniy mikroorganizmy, mieliy ir mezofiliniy PRB
skaiCius tolygiai didéjo visas keturias fermentavimo paras. Aerobiniy mikroorganizmy skai¢ius
fermentacijos metu kito nuo 5,59 + 0,05 iki 6,04 + 0,04 log KSV/g, mieliy — nuo 5,49 + 0,03 iki
6,08 + 0,02 log KSV/g, o mezofiliniy PRB —nuo 5,61 + 0,06 iki 6,15 + 0,04 log KSV/g. Terpés pH
verté kito nuo 4,15 + 0,04 iki 3,47 + 0,03 rugstéjimo kryptimi. Nustatytas pelésiy, koliforminiy
bakterijy ir E. coli bakterijy skai¢ius buvo mazesnis nei 1 KSV/g.
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3.8 pav. Pirminés fermentacijos tyrimas Nr. 3
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Pagal tyrimo rezultatus daryta iSvada, kad treciojo fermentacijos tyrimo metu M. gisevii jgavo
fermentacinés veiklos stabiluma t.y. tolygy veikliyjy mikroorganizmy skaiciaus didéjimag visa 4 pary
fermentacijos laikotarpj. Kitame tyrimo etape, buvo atliekami antrinés fermentacijos tyrimai.

3.4.3. Antrinés fermentacijos tyrimai

Fermentuoty gérimy méginiy paruo$imui buvo panaudotos ultragarsu neapdorotos ir apdorotos
avieCiy i$spaudos. Kontroliniai méginiai (C, CR, CP) buvo ruosti be avie¢iy i$spaudy priedo. AC,
ACR ir ACP ruosti su ultragarsu neapdorotomis avieciy i$spaudomis. Méginiai UA1C, UA1CR ir
UAICP ruosti su ultragarsu apdorotomis avieciy iSspaudomis (70%, 45 min). Méginiai UA2C,
UA2CR ir UA2CP ruosti su ultragrasu apdorotomis avie¢iy iSspaudomis (120%, 30 min).

Meéginiai CR, ACR, UA1CR ir UA2CR ruosti su PRB priedu — L. reuteri, 0 méginiai CP, ACP,
UAI1CP ir UA2CP ruosti su L. plantarum priedu (zr. 2.4.10 skyriy).

Po pirminés fermentacijos, gautasis C tirpalas (zr. 2.4.10 skyriy) naudotas antrinés fermentacijos
tyrimams su avieciy iSspaudomis ir biologiniu PRB priedu. Antriné fermentacija vykdyta 3 paras, kas
12 val. nustatant terpés pH verte. Tyrimo rezultatai pateikti 3.9 paveiksle.

Tyrimo rezultatai rodo, kad antrinés fermentacijos metu méginiy pH vertés maz¢jo, laikotarpyje nuo
0 iki 72 val (zr. 3.9 pav.). Didziausiu pH pasizyméjo kontroliniai méginiai C, CR ir CP, o maziausiu
pH pasizyméjo méginiai su avie¢iy iSspaudomis, kuriy gamyboje buvo panaudotos PRB (ACR, ACP,
UAICR, UACP, UA2CR ir UA2CP). Fermentacijos su PRB metu, Sios bakterijos i$skiria organines
rugstis, kurios lemia terpés pH vertés maz¢jima. Tai matyti pagal tyrimo rezultatus — méginiai su
pridétinémis PRB, pasizyméjo Zemesne pH verte uz meéginius, kuriy gamyboje nebuvo panaudotos
pridétinés PRB (AC, UA1C, UA2C).

36 ——C
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—e—CP
-e®-AC
- ® —=ACR
ACP
—8— UALC
—=— UAICR
UALCP
—a— UA2C
—a— UA2CR

UA2CP

31

0 12 24 36 48 60 72

Trukmé, h
3.9 pav. Antrinés fermentacijos pH vertés pokytis nuo 0 iki 72 val.

Vykdant antring méginiy fermentacija, buvo jvertintas veikliyjy mikroorganizmy (aerobiniy
mikroorganizmy, mieliy ir mezofiliniy PRB) ir Zalingy mikroorganizmy (koliforminiy bakterijy,
E.coli bakterijy) skai¢ius. Tyrimo rezultatai pateikti 3.7 lenteléje.
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3.7 lentelé. Fermentuoty gérimy méginiy mikrobiologiniai rodikliai antrinés fermentacijos metu

Méginio  Trukmé, Mikrobiologiniai rodikliai, log(KSV/g)

Nr. paromis

Aerobiniai Mielés Mezofilinés Pelésiai  Koliforminés  E. coli

mikroorga- PRB grybai bakterijos

nizmai
C 0 6,08 + 0,02 6,11+ 0,05 6,16 = 0,03 <1 <1 <1
CR 6,11+ 0,05 6,08 + 0,05 6,50 + 0,04 <1 <1 <1
CpP 6,10 + 0,02 6,09+ 0,03 6,52 + 0,05 <1 <1 <1
AC 6,10 + 0,05 6,10 + 0,04 6,15+ 0,03 <1 <1 <1
ACR 6,09 + 0,05 6,08 + 0,02 6,49 = 0,05 <1 <1 <1
ACP 6,08 + 0,06 6,08 + 0,05 6,53+ 0,03 <1 <1 <1
UA1C 6,10 + 0,04 6,12 + 0,06 6,16 = 0,05 <1 <1 <1
UAILICR 6,11 + 0,05 6,10+ 0,05 6,50 + 0,05 <1 <1 <1
UAILCP 6,11+ 0,06 6,09 + 0,02 6,51+ 0,02 <1 <1 <1
UA2C 6,12 + 0,05 6,11+ 0,05 6,17 + 0,02 <1 <1 <1
UA2CR 6,09 + 0,04 6,12 + 0,05 6,53+ 0,06 <1 <1 <1
UA2CP 6,09 + 0,05 6,10 + 0,02 6,52 + 0,03 <1 <1 <1
C 3 6,38 £ 0,03 6,16 = 0,05 6,27 + 0,05 <1 <1 <1
CR 6,61+ 0,03 6,46 + 0,03 7,63+ 0,04 <1 <1 <1
CP 6,48 + 0,05 6,44 + 0,02 8,35+ 0,05 <1 <1 <1
AC 5,91+ 0,04 7,06 + 0,05 8,03 £ 0,02 <1 <1 <1
ACR 6,11 + 0,02 7,10+0,05 8,21+ 0,05 <1 <1 <1
ACP 6,30 + 0,05 7,09+ 0,05 8,29 + 0,06 <1 <1 <1
UA1C 6,32+ 0,05 7,23+0,04 8,26 +0,07 <1 <1 <1
UAILCR 5,89+ 0,05 7,27+0,03 8,24 + 0,05 <1 <1 <1
UA1CP 6,26 + 0,06 7,38+0,05 8,48 + 0,02 <1 <1 <1
UA2C 6,15+ 0,05 7,11+0,04 8,20+ 0,04 <1 <1 <1
UA2CR 6,28 + 0,02 7,23+0,02 8,26 + 0,04 <1 <1 <1
UA2CP 6,34 + 0,04 7,23+0,05 8,41+ 0,03 <1 <1 <1

Méginiai, kuriy ruoSime panaudotos avieCiy iSspaudos, po trijy pary antrinés fermentacijos
pasizyméjo mazesnémis aerobiniy mikroorganizmy koncentracijomis, lyginant su kontroliniais
méginiais C, CR ir CP. Taip pat, méginiuose su avieciy iSspaudomis, nustatytos didesnés mieliy ir
mezofiliniy PRB koncentracijos.

Tyrimo metu nustatyta, kad méginiai, kuriy ruo§ime buvo panaudotos avieciy i§spaudos, vidutiniSkai
pasizyméjo didesne PRB koncentracija nei kontroliniai méginiai. Méginiuose AC, ACR ir ACP,
nustatytos atitinkamai 8,03 = 0,02, 8,21 + 0,05 ir 8,29 £+ 0,06 log KSV/g PRB koncentracijos.
Meéginiuose UA1C, UAICR ir UAICR, atitinkamai nustatytos 8,26 + 0,07, 8,24 = 0,05 ir 8,48 + 0,02
log KSV/g PRB koncentracijos. Méginiuose UA2C, UA2CR ir UA2CR, atitinkamai nustatytos 8,20
+ 0,04, 8,26 + 0,04 ir 8,41 + 0,03 log KSV/g PRB koncentracijos.
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G. Juodeikien¢ ir kt. (2021) tyrime nurodoma, kad fermentuojant ultragarsu paveikta augaling zaliava,
susidaro didesnis PRB biomasés kiekis nei fermentuojant ultragarsu neapdorota zaliava. Tai galima
paaiskinti tuo, kad augalinéje zaliavoje esancios skaidulinés medziagos, priklausomai nuo ultragarso
galios ir intensyvumo, tampa tirpios vandenyje. Manoma, kad ultragarso apdorojimo parametry
parinkimas gali pakeisti zaliavos funkcines savybes, o tai gali turéti jtakos PRB fermentacijos proceso
intensyvumui [78]. Tyrimo metu pastebéti PRB skirtumai tarp tiriamyjy méginiy nebuvo reikSmingi,
dél to nebuvo nustatytas sarysis tarp ultragarsinio avie¢iy iSspaudy apdorojimo ir PRB koncentracijy.

3.5. Fermentuoty gérimy méginiy mikrobiologinio stabilumo tyrimai

Siekiant jvertinti avieciy i$spaudy (apdoroty ir neapdoroty ultragarsu) bei PRB priedo jtaka
fermentuoty gérimy méginiy mikrobiologiniam stabilumui 20 pary laikotarpyje, buvo atliekama
meéginiy mikrobiologiné analizé keturiuose taskuose — po 0, 6, 13 ir 20 d. po méginio paruosimo.
Mieliy bei mezofiliniy PRB skaic¢iaus kitimas méginiuose per 20 pary laikotarpj pateiktas 3.10
paveiksle.
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3.10 pav. Mieliy skaiciaus (A dalis) ir mezofiliniy pieno riigsties bakterijy (PRB) skai¢iaus
(B dalis) kitimas laike nuo 0 iki 20 pary
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Aerobiniy mikroorganizmy skaiciaus bei pH vertés kitimas méginiuose per 20 pary laikotarpj

pateiktas 3.11 paveiksle.
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3.11 pav. Aerobiniy mikroorganizmy skai¢iaus (A dalis) ir pH vertés (B dalis) kitimas

laike nuo 0 iki 20 pary

Po 6 laikymo pary pastebéta, kad kontroliniuose méginiuose (C, CR, CP), kuriuose nebuvo avieciy
18spaudy, mieliy skaiCius tolygiai augo. Nustatyta, kad avieciy iSspaudos slopin0 mieliy vystymasi
(3.10 pav. A) bei skatino PRB augimg (3.10 pav. B). Taip pat, mazino aerobiniy mikroorganizmy
skaiciy (3.11 pav. A).

Po 13 laikymo pary pastebéta, kad mieliy skaicius kontroliniuose (C, CR, CP) méginiuose toliau
tolygiai augo (3.10 pav. A), o PRB gyvybingumas nezymiai mazéjo (3.10 pav. B). Méginiuose su
avieCiy iSspaudomis, bendras PRB skai¢ius taip pat mazéjo. Méginiuose su avieciy iSspaudomis,
bendras aerobiniy mikroorganizmy skaicius augo (3.11 pav. A), 0 PRB — mazéjo (3.10 pav. B).

Po 20 laikymo pary avieciy i$spaudos stabilizavo gedimo intensyvuma, mieliy skaicius isliko didelis
(3.10 pav. A), taciau PRB isliko panaSiame lygyje kaip ir po 13 dieny. Tokiu biuidu susidaré

52



atitinkamas santykis tarp mikroorganizmy skai¢iaus ir tai lemia matricos su avie¢iy i$spaudomis
kokybe t.y. tinkamuma naudoti.

3.6. Fermentuoto gérimo biologiskai aktyviu junginiy sudétis

Paruosti fermentuoti gérimy méginiai buvo iSanalizuoti siekiant nustatyti fenoliniy junginiy
koncentracijos, antocianiny koncentracijos ir antioksidacinio aktyvumo vertes po antrinés méginiy
fermentacijos etapo. Siame tyrimo etape buvo jvertinta aviediy i§spaudy ultragarsinio apdorojimo
itaka fermentuoty méginiy funkcionalumui.

3.6.1. Biogérimy bendroji fenoliniy junginiy koncentracija

Siekiant jvertinti avieciy iSspaudy ultragarsinio apdorojimo jtaka fenoliniy junginiy koncentracijoms
fermentuotuose gérimuose, buvo atliktas fenoliniy junginiy nustatytas Folino-Kiokalto metodu.
Tyrimo rezultatai pateikti 3.12 paveiksle.
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3.12 pav. Fenoliniy junginiy koncentracijos fermentuoty gérimy méginiuose, iSreiksta mg tanino rtgsties
ekvivalentu (TRE)/L

Maziausios fenoliniy junginiy koncentracijos buvo nustatytos kontroliniuose méginiuose (C, CR,
CP), kuriy gamyboje nebuvo panaudotos avieiy iSspaudos. Kontroliniuose méginiuose C, CR ir CP,
atitinkamai nustatytos 96,47 + 2,59, 100,27 + 2,94 ir 102,41 + 5,49 mg TRE/L fenoliniy junginiy
koncentracijos.

Rezultatai rodo, kad ultragarsu paveiktos avie€iy iSspaudos lemia didesnes fenoliniy junginiy
koncentracijas fermentuotuose gérimuose, lyginant su ultragarsu neapdorotomis avieciy iSspaudomis.
Nustatyta, kad didziausios fenoliniy junginiy koncentracijos buvo meéginiuose, kuriy ruoSime
panaudotos 70 % intensyvumo ir 45 min ultragarsu paveiktos avieciy iSspaudos — UALC, UALICR ir
UALCP. Siuose méginiuose, atitinkamai, nustatyta 196,44 + 4,30, 170,46 + 4,60 bei 199,07 + 3,58
mg TRE/L. Vidutiniskai, §ie méginiai pasizyméjo 32,34 % didesne fenoliniy junginiy koncentracija,
lyginant su méginiais, kuriy gamyboje buvo naudotos ultragarsu neapdorotos avie¢iy iSspaudos (AC,
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ACR, ACP). Méginiuose AC, ACR bei ACP, nustatytos atitinkamai 151,23 £4,93, 127,28 + 4,76 bei
149,15 + 2,02 mg TRE/L fenoliniy junginiy koncentracijos.

Méginiuose UA2C, UA2CR ir UA2CP, kuriy gamybai naudoti 120 % intensyvumo ir 30 min trukmeés
ultragarsu apdorotos avieciy iSspaudos, nustatytos atitinkamai 165,20 + 4,24, 166,30 = 4,03 bei
158,70 + 3,71 mg RE/L fenoliniy junginiy koncentracijos. Vidutiniskai, Sie méginiai pasizyméjo
14,62 % didesne fenoliniy junginiy koncentracija, lyginant su UG neapdorotomis avieciy
iSspaudomis (AC, ACR, ACP).

D. Morales ir kt. (2023) tyrime nurodoma, kad fermentuoti zaliosios arbatos gérimai su M.gisevii,
pasizymi fenoliniy junginiy koncentracija nuo 44,2 + 0,3 mg/L iki 164,7 + 4,1 mg/L, priklausomai
nuo gamyboje naudoty vaisiy ar uogy [79]. Kitame tyrime, atliktame K. Jakubczyk ir kt. (2020)
nurodoma, kad Zaliosios arbatos fermentuoty gérimy fenoliniy junginiy kiekis siekia 299,6 + 3,1
mg/L [80]. Taigi, fenoliniy junginiy koncentracija fermentuotuose gérimuose priklauso nuo to, kokios
zaliavos buvo naudotos jy gamyboje. Siuo atveju, naudojant tg pacia Zaliava (avieéiy i$spaudas),
taciau jas apdorojus ultragarsu, galima pasiekti didesnes fenoliniy junginiy koncentracijas
méginiuose.

3.6.2. Antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu

Tyrimo metu buvo iStirta ultragarsinio avieciy iSspaudy apdorojimo jtaka fermentuoty gérimy
méginiy antioksidaciniam aktyvumui. Tyrimo rezultatai pateikiami 3.8 lenteléje.

3.8 lentelé. Fermentuoty gérimy méginiy antioksidacinis aktyvumas, isreikstas trolokso ekvivalentu (TE)
mg/L

Méginio pavadinimas Antioksidacinis Ultragarsinio Ultragarsinio
aktyvumas, mg TE/L apdorojimo apdorojimo laikas, min
intensyvumas, %

C 0,22 + 0,01 - -
CR 0,22 +0,00

CP 0,22 + 0,00

AC 0,22 + 0,01

ACR 0,22 + 0,01

ACP 0,22 + 0,00

UA1C 0,23+ 0,00 70 45
UA1CR 0,23+0,01

UA1CP 0,23+0,01

UA2C 0,24+0,01 120 30
UA2CR 0,24 + 0,01

UA2CP 0,23+0,01

Gautieji rezultatai rodo, jog didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo méginiai, kuriy
fermentacijos procesuose buvo panaudotos ultragarsu apdorotos avie¢iy iSspaudos. Vidutiniskai,
ultragarsu apdoroty avieciy i§spaudy méginiai 1émé 4,91 % didesnj antioksidacinj aktyvuma, lyginant
su neapdorotomis avieciy iSspaudomis.
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Maziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizymeéjo kontroliniai méginiai C, CR ir CP, kuriy gamybos
procese nebuvo panaudotos aviediy i§spaudos. Sie méginiai vidutiniskai pasizymeéjo 4,19 % maZesniu
antioksidaciniu aktyvumu, lyginant su méginiais, kuriy gamyboje buvo panaudotos avieCiy
iSspaudos. Taigi, tokiy zaliavy panaudojimas, kaip uogy iSspaudos, gali pagerinti fermentuoty gérimy
funkcionaluma.

D. Morales ir kt. (2023) tyrimo duomenimis, fermentuoti zaliosios arbatos gérimai su M.gisevii,
pasizymi antioksidaciniu aktyvumu nuo 0,023 + 0,1 iki 0,90 + 0,07 mg/L, priklausomai nuo gamybos

procese naudoty augaliniy zaliavy [79]. Taigi, tyrimo rezultatai atitinka mokslinéje literatiiroje
nurodytus duomenis.

A. L. Herrera-Ponce ir kt. (2022) tyrime nurodoma, kad auksto intensyvumo 40 kHz daznio (11
W/cm?) ultragarsu (3 bei 10 min) paveikus avizy salykla ir iSriigas, prie§ fermentacija su PRB,
pasizyméjo didesniu antioksidaciniu aktyvumu, lyginant su kontroliniais méginiais [81].

3.6.3. Biogérimy bendroji antocianiny koncentracija

Tyrimo metu atliktas antocianiny koncentracijos nustatymas fermentuotuose gérimuose, kuriy
gamyboje buvo panaudotos avie€iy iSspaudos. Avie€iy iSspaudoms raudong spalva suteikia jose
esantys antocianinai, dél to kontroliniai méginiai (C, CR ir CP), kuriy gamyboje nebuvo panaudotos
avie€iy i$spaudos, nebuvo tiriami. Tyrimo rezultatai pateikti 3.13 paveiksle.

Antocianiny koncentracija, mg CGE/L

AC ACR ACP UALC UAICR UAI1CP UA2C UA2CR UA2CP

Avieciy i§spaudos Avieciy i§spaudos Avieciy iSspaudos
(70 %, 45 min) (120 %, 30 min)

3.13 pav. Antocianiny koncentracija fermentuoty gérimy méginiuose, isreiksta mg cianidin-3-gliukozido
ekvivalentu (CGE)/L

Tyrimo metu nustatyta, kad fermentuotuose gérimuose antocianiny koncentracija svyruoja nuo 5,48
+ 0,43 iki 7,79 mg CGE/L. Méginiai, kurie ruosti su neapdorotomis avie¢iy iSspaudomis, pasizyméjo
maziausia antocianiny koncentracija — AC, ACR ir ACP méginiuose, atitinkamai nustatyta 5,79 +
0,46, 5,48 + 0,43 bei 6,12 £ 0,33 mg CGE/L antocianiny koncentracija.
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Didziausia $iy junginiy koncentracija nustatyta méginiuose, kurie ruosti su ultragarsu (70%
intensyvumo ir 45 min trukmeés) apdorotomis avieciy iSspaudomis. Vidutiniskai, UA1C, UAICR ir
UAICP pasizyméjo 17,96 % didesne antocianiny koncentracija, lyginant su neapdorotomis avieciy
iSspaudomis (AC, ACR ir ACP). Méginiuose UALC, UALICR ir UALCP esancios antocianiny
koncentracijos, nustatytos atitinkamai 7,79 + 0,62, 6,67 + 0,60 ir 6,74 = 0,38 mg CGE/L.

Meéginiai UA2C, UA2CR ir UA2CP, kuriy gamyboje panaudotos ultragarsu apdorotos avieciy
iSspaudos (120% intensyvumo ir 30 min trukmés), vidutiniskai pasizyméjo 13,29 % didesne
antocianiny koncentracija, lyginant su AC, ACR ir ACP. Méginiuose UA2C, UA2CR ir UA2CP
esancios antocianiny koncentracijos, nustatytos atitinkamai 7,43 + 0,22, 6,37 = 0,29 ir 6,26 + 0,36
mg CGE/L.

Literattroje nurodoma, kad fermentuotuose Zaliosios arbatos gérimuose jprastai néra antocianiny.
Siekiant praturtinti fermentuotus gérimus antocianinais, gamybos procese turi buti panaudoti vaisiai
bei uogos [82]. Tyrimo rezultatai rodo, kad ultragarsu apdorotos Zaliavos panaudojimas fermentacijos
procesuose, gali lemti didesnes antocianiny koncentracijas fermentuotuose gérimuose nei ultragarsu
neapdorotos zaliavos.

3.7. Fermentuoty gérimuy méginiy jusliné analizé

Literatiiroje nurodoma, kad probiotikai gali pakeisti gérimy cheming¢ sudétj, rigStinguma, spalva ir
bendrg priimtinumg vartotojams [83]. Augaliniy gérimy gamyboje, fermentacijos procesai padidina
kvapiyjy junginiy, tokiy kaip organinés rugstys ir lakieji metabolitai, koncentracijas [84]. Visgi,
aukstesnis probiotiniy produkty riigStumas gali turéti jtakos probiotiky gyvybingumui (iSlikimui)
Siuose produktuose bei/arba pabloginti juslinj Siy produkty priimtinumg. D¢l to, yra svarbu jvertinti
skirtingy PRB poveikj produkto rigstingumui.

Jusliné analizé buvo atlikta su 12 fermentuoty gérimy méginiais (zr. 2.4.10 skyriy). Ivairios $iy
méginiy savybés buvo vertinamos 5 baly sistemoje, 0 juslinio vertinimo anketa pateikta 1 priede.

Tyrimo juslinio vertinimo rezultatai pateikti 3.14, 3.15 ir 3.16 paveiksluose.
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Kvapas
5,00

Avie¢iy skonio intensyvumas 4,50 Skaidrumas
4,00
oz

Avieciy kvapo intensyvumas Dujy susidarymo intensyvumas

Spalvos intensyvumas Bendras priimtinumas

Pienartig§¢io skonio intensyvumas Saldumo intensyvumas

Saldziartgscio kvapo

] Rigstumo intensyvumas
intensyvumas

Pagaliniai kvapai nebudingi
produktui

-4-C --4—-AC -m-UAIC —e—UA2C

3.14 pav. Fermentuoty gérimy méginiy juslinés analizés rezultatai: C — méginys be avieciy iSspaudy; AC —
méginys SuU avie¢iy iSspaudomis; UALC — méginys su ultragarsu (70%, 45 min) apdorotomis avieciy
i$spaudomis; UA2C — méginys su ultragarsu (120%, 30 min) apdorotomis avie¢iy iSspaudomis.

Kvapas
5,00
Avieéiy skonio intensyvumas 4,50 Skaidrumas

Avieciy kvapo intensyvumas Dujy susidarymo intensyvumas

Spalvos intensyvumas

Bendras priimtinumas

Pienartigs¢io skonio intensyvumas Saldumo intensyvumas

Saldziartigs¢io kvapo

. Ragstumo intensyvumas
intensyvumas & YV

Pasaliniai kvapai nebtidingi
produktui

-¢-CR --a--ACR -m-UAICR —e—UA2CR

3.15 pav. Fermentuoty gérimy méginiy juslinés analizés rezultatai: CR — méginys su L. reuteri kultiira be
avieCiy iSspaudy; AC — méginys su avie¢iy iSspaudomis; UALCR — méginys su L. reuteri kultdra ir
ultragarsu (70%, 45 min) apdorotomis aviec¢iy i§spaudomis; UA2CR — méginys su L. reuteri kulttira ir
ultragarsu (120%, 30 min) apdorotomis avie¢iy iSspaudomis.
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Kvapas
5,00

Avieéiy skonio intensyvumas 4,50 Skaidrumas
4,00

Avieciy kvapo intensyvumas Dujy susidarymo intensyvumas

Spalvos intensyvumas

Bendras priimtinumas

Pienartig¢io skonio intensyvumas Saldumo intensyvumas

Saldziartigs¢io kvapo

! Riigstumo intensyvumas
intensyvumas

Pasaliniai kvapai nebudingi
produktui

-¢-CP -4--ACP -®-UAICP —e—UA2CP

3.16 pav. Fermentuoty gérimy méginiy juslinés analizés rezultatai: CP — méginys su L. plantarum kultiira be
avieCiy iSspaudy; ACP — méginys L. plantarum kultiira ir avieciy iSspaudomis; UALCP — méginys su L.
plantarum kultara ir ultragarsu (70%, 45 min) apdorotomis avieciy iSspaudomis; UA2CP — méginys Su L.
plantarum kultara ir ultragarsu (120%, 30 min) apdorotomis aviec¢iy iSspaudomis.

Ivertinus fermentuotus gérimus nustatyta, kad nei vienas méginys nepasizymeéjo pasaliniais kvapais,
nebiidingais fermentuotos Zaliosios arbatos gérimams, dél to Sis rodiklis buvo jvertintas Zemiausiu
balu — 1. Kvapas visuose méginiuose (kontroliniuose bei su avieCiy iSspaudomis) jvertintas
vidutiniskai 3,58 £ 0,15 balu. Vidutiniskai, skaidrumas méginiuose su avie¢iy iSspaudomis buvo
ivertintas 2,18 + 0,13 baly, o spalvos intensyvumas — 3,15 + 0,04 baly. Kontroliniuose méginiuose
skaidrumas buvo jvertintas auks$tesniu balu — vidutiniskai 2,83 + 0,22 baly, 0 spalvos intensyvumas
mazesniu balu — 2,36 + 0,05.

Dujy susidarymo intensyvumas meéginiuose su avieciy i$spaudomis vidutiniSkai jvertintas 3,89 +
0,09, o kontroliniuose meéginiuose — 1,86 + 0,11. Taigi, avieciy i§spaudy priedas léme reikSmingai
didesnj dujy susidarymo intensyvuma.

Bendras priimtinumas geriausiai buvo jvertintas méginiuose, ruoStuose su avie¢iy isspaudomis ir
vidutiniSkai jvertintas 4,28 + 0,07 balo. Kontroliniai méginiai (C, CR, CP) vidutiniskai jvertinti 3,64
0,05 balo. Tai rodo, kad avie¢iy i$spaudy priedas lemia didesnj fermentuoty gérimy méginiy
priimtinuma vartotojui.

Didziausias saldumo intensyvumas nustatytas kontroliniuose méginiuose ir vidutiniskai sieké 3,64 +
0,21 balo. Méginiai, su avie¢iy iSspaudomis, bet be PRB priedo (AC, UA1C, UA2C) vidutiniskai
buvo jvertinti 2,44 + 0,17 balu. Mazesniu saldumo intensyvumu pasizyméjo méginiai, ruosti su
pridétine PRB (CR, CP, ACR, ACP, UALCR, UAICP, UA2CR ir UA2CP), kadangi PRB
fermentacijos metu cukrus naudoja kaip maisto Saltinj. Taip pat, Sie méginiai pasizyméjo rigsStesniu
skoniu, taip pat didesniu pienartigs¢io bei saldziartigs¢io skonio intensyvumu, taciau tai neturé¢jo
neigiamos jtakos fermentuoty gérimy méginiy bendram priimtinumui.
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S. Plessas (2022) mokslinéje literatiiros apzvalgoje nurodé, kad PRB pagerina fermentuoty produkty
kvapa bei skonj, o su tuo padidéja ir produkto priimtinumas vartotojams. PRB kultiiry panaudojimas
jvairiy vaisiy sul¢iy fermentacijoje pagerina ne tik jy juslines savybés, bet ir maisting verte [85].
Visgi, T. C. Pimentel ir kt. tyrime (2020) pastebéta, kad produkty su didesniu probiotiky kiekiu (L.
plantarum) 8 log KSV/mL buvo jvertinti maziau baly pagal visus jutimo pozymius nei produktai su
4 arba 6 log KSV/mL. Anot autoriy, tai galé¢jo lemti rugStesnis skonis, jau¢iamas vertintuose
méginiuose [86]. Siame tyrime nepastebéta neigiamos PRB jtakos fermentuoty gérimy méginiy
juslinéms savybéms, taciau taip pat nustatytas riigStesnis skonis uz méginius, ruostus be pridétinés
PRB (C, AC, UA1LC, UA2C).

Nustatyta, kad méginiai, kurie ruosti su ultragarsu apdorotomis avieciy iSspaudomis, pasizymeéjo
intensyvesniu avieciy kvapu bei skoniu. Tai galima paaiskinti tuo, jog ultragarsinio apdorojimo metu
1§ avieCiy iSspaudy augalinés strukttiros iSsiskiria jvairts lakiis organiniai junginiai, kurie vaidina
svarby vaidmenj formuojant avieciy skonj. Biitent tai ir paaiskinty intensyvesnj avie¢iy kvapa
méginiuose UALC, UALCR, UA1CP, UA2C, UA2CR ir UA2CP.
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4. Rekomendaciju dalis

Fermentuoty gérimy gamybai rekomenduojama naudoti 37 kHz (70 %, 45 min) intensyvumo
ultragarsu apdorotas aviec¢iy iSspaudas, kurios lemia didziausias fenoliniy junginiy ir antocianiny
koncentracijas, bei antioksidacinj aktyvumg fermentuoty gérimy méginiuose. Sitloma tokia (Zr. 4.1
pav) fermentuoty gérimy su M. gisevii, pridétine PRB (L. plantarum arba L. reuteri) ir ultragarsu

apdorotomis avieciy isspaudomis aparatiiriné schema.

Avietés

!

Vanduo
Zalioji arbata
Rudasis cukrus

A

I ISspaudos

YVYY
N

S )
3 S2 o1 H1

Kietoji frakcija

e
s1

M. gisevii L. reuteri / L. plantarum

Rudasis cukrus

Kietoji frakcija

A

7 H2 S5 va

4.1 pav. Fermentuoto gérimo su avieciy iSspaudomis aparatiiriné¢ schema

4.1 lentelé. Gamybos technologiné jranga

Irenginio Nr.

Irenginys

0o N oo o b~ W N

F1-F2
S1-S5
H1-H2
V1-V4

Sulciy ekstraktorius
Ultragarso vonia

Maisyklé

Fermentatorius
Fermentatorius su maisykle
Produkto laikymo talpa
Pakavimo jrenginys
Autotransportas

Metalinio tinklelio filtrai (100 pm)
IScentriniai siurbliai
Silumokaiéiai

Dviejy keliy voztuvai




I sul¢iy ekstraktoriy (1) tiekiamos avietés bei atlickama avieCiy sul¢iy ekstrakcija. Susidariusios
avieCiy iSspaudos patenka j ultragarso vonig (2), kurioje vykdomas avieciy iSspaudy apdorojimas 37
kHz, 70 % intensyvumo ultragarsu, palaikant 35 °C temperattrg. Ultragarinio apdorojimo poveikio
trukmé — 45 min. Apdorotos avieciy iSspaudos nukreipiamos j fermentatoriy (7), kuriame vykdoma
antriné fermentacija.

I maisykle (3) dozuojamas 100 °C temperatiiros vanduo, zalioji arbata ir rudasis cukrus. MiSinys
maisomas 20 min, po kuriy maisyklé i§jungiama ir miSinys paliekamas nusistovéti. Kietoji frakcija
nuséda ant dugno, o skystoji frakcija tiekiama pro 100 um metalinio tinklelio filtrg (F1) iScentrinio
siurblio (S2) pagalba. Silumokai¢io (H1) pagalba miSinys atvésinamas iki 20 °C ir tiekiamas j
fermentatoriy (4). | fermentatoriy (4) patalpinama M. gisevii biologiné struktiira ir vykdoma pirminé
fermentacija. Pirminé fermentacija vykdoma keturias paras, palaikant 20 °C temperatiirg.

Po keturiy pary, gautasis fermentuotas tirpalas i§ fermentatoriaus (4) tiekiamas j fermentatoriy su
maisykle (5), kuriame vykdoma antriné fermentacija. | fermentatoriy tiekiamos ultragarsu apdorotos
aviecCiy i$spaudos, rudasis cukrus bei L. reuteri arba L. plantarum suspensija. Antriné fermentacija
vykdoma tris paras, palaikant 20 °C temperatiirag bei maisant terpés misinj. Po antrinés fermentacijos,
gautasis miSinys paliekamas nusistovéti, o skystoji frakcija tiekiama pro metalinio tinklelio filtra (F2)
i produkto laikymo talpa (6). Silumokai¢io (H2) pagalba fermentuotas gérimas atvésinamas iki 3 + 1
°C temperatiros ir tiekiamas j pakavimo jrenginj (7), kuriame supakuojamas j targ. Fermentuoti
gérimai i§vezami autotransportu bei laikomi 3 + 1 °C temperatiiroje.

Atsizvelgiant j atlikto tyrimo rezultatus ir i§vadas, rekomenduojame plétoti tyrima Siomis kryptimis:

1. Atlikti fermentuoty gérimy méginiy cheming analize, siekiant nustatyti jvairius mikroorganizmy
metabolizmo produktus — organines riigstis, vitaminus ir kt.

2. Atlikti avie¢iy i§spaudy antimikrobinio aktyvumo prie§ tam tikrus patogenus nustatyma. Jvertinti
ultragarsinio apdorojimo jtaka avieCiy iSspaudy antimikrobiniam aktyvumui prie§ patogeninius
mikroorganizmus.
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ISvados

1. AvieCiy iSspaudy apdorojimas ultragarsu padidino fenoliniy junginiy ir antocianiny
koncentracijas, taip pat antioksidacinj aktyvumg avieéiy iSspaudose, ta¢iau neturéjo jtakos jy pH
vertei. Parinkti du optimaltis apdorojimo ultragarsu rezimai — 70 % intensyvumo ir 45 min
trukmés ultragarsas bei 120 % intensyvumo ir 30 min trukmés. Nustatyta, kad apdorojimas
ultragarsu lémé 31,82 % didesnes fenoliniy junginiy koncentracijas, 9,81 % didesnj antioksidacinj
aktyvumag bei 25,80 % didesnes antocianiny koncentracijas avieciy isspaudose, lyginant su
kontroliniais ultragarsu neapdorotomis aviec¢iy isspaudomy méginiais.

2. Atlikus Medusomyces gisevii metagenoming analizg:

2.1 Identifikuota 370 skirtingy mikroorganizmy, sudaranc¢iy Medusomyces gisevii kultiirg, i$ kuriy
88,30 % sudaro bakterijos, 8,40 % — eukariotai, 0,02 % — virusai, 0,003 % — archéjos, 3,29 % —
neidentifikuotos genetinés sekos.

2.2 Pagrindinés bakterijy gentys, sudaranc¢ios Medusomyces gisevii kultora, yra Komagataeibacter,
Gluconobacter, Oenococcus ir Acetobacter, o pagrindinés eukarioty gentys - Brettanomyces,
Lachancea, Saccharomyces, Pichia ir Ogataea.

2.3 Identifikuoti du genai, lemiantys bakterijy atsparuma prie$ antibiotikus — gacG genas, lemiantis
atsparumg ketvirtiniams amonio junginiams. Taip pat nustatytas vanY genas, esantis vanB
klasteryje, kuris lemia atsparumg vankomicinui.

2.4 Identifikuoti genai, atsakingi uZz jvairiy angliavandeniy aktyvumo fermenty sintezg¢. Genai,
koduojantys  glikosiltransferazés, sudaro 53,11 %, glikosidy hidrolazes — 33,67 %,
angliavandenius suriSanc¢ius modulius — 5,59 %, angliavandeniy esterazes — 4,59 %, pagalbinés
veiklos fermentus — 2,03 %, polisacharidy liazes — 1,10 %

3. Fermentacijos tyrimy metu nustatyta, kad:

3.1 Vykdant pirming fermentacijag su Medusomyces gisevii biologine struktiira, po trijy pakartojimy
nusistovejo mikrobiologiné pusiausvyra ir biologiné struktiira buvo tinkama naudoti fermentuoty
gérimy méginiy gamyboje. Tyrimo metu pH verté kito ragstéjimo kryptimi.

3.2 Nustatyta, kad antrinés fermentacijos tyrimo metu avie€iy iS§spaudos 1émé vidutiniskai didesnes
pieno rigsties bakterijy koncentracijas fermentuotuose gérimuose, lyginant su kontroliniais
meéginiais: meéginiuose, su 70 % 45 min ultragarsu apdorotomis avieciy iSspaudomis, vidutingé
PRB koncentracija buvo 8,33 log KSV/g, méginiuose su 120 % 30 min ultragarsu apdorotomis
avieciy i1Sspaudomis vidutiné PRB koncentracija buvo 8,29 log KSV/g. Neapdoroty avieciy
i$spaudy méginiuose vidutiné PRB koncentracija buvo 8,18 log KSV/g, o kontroliniuose
méginiuose — 7,42 log KSV/g.

4. Nustatyta, kad pirminis avieciy i§spaudy apdorojimas ultragarsu lémeé didesnes fenoliniy junginiy,
antocianiny koncentracijas bei antioksidacinj aktyvuma fermentuotuose gérimuose:

4.1 Nustatyta, kad fermentuotuose gérimuose su 70 % intensyvumo ir 45 min apdorotomis avieciy
iSspaudomis fenoliniy junginiy koncentracija vidutiniskai padidéjo 32,34 %, antocianiny — 17,96
%, antioksidacinis aktyvumas — 4,02 %, lyginant su ultragarsu neapdorotomis avieéiy
1Sspaudomis.

4.2 Nustatyta, kad fermentuotuose gérimuose su 120 % intensyvumo ir 30 min apdorotomis avieciy
iSspaudomis fenoliniy junginiy koncentracija vidutiniskai padidéjo 14,62 %, antocianiny — 13,29
%, antioksidacinis aktyvumas — 1,10 %, lyginant su ultragarsu neapdorotomis avieciy
i§spaudomis.

5. Fermentuoty gérimy méginiy mikrobiologiniuose stabilumo tyrimy metu nustatyta, kad:
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5.1 Po 6 pary fermentuoty gérimy méginiy laikymo, avieciy iSspaudos slopino mieliy vystymasi,
aerobiniy mikroorganizmy skai¢iy bei skatino pieno riigSties bakterijy augima, lyginant su
méginiais, kuriy gamyboje nebuvo panaudotos iSspaudos.

5.2 Po 20 laikymo pary avieciy iSspaudos stabilizavo fermentuoty gérimy gedimo intensyvuma,
mieliy skaic¢ius buvo didelis, taciau pieno riigsties bakterijy skaicius isliko panasiame lygyje kaip
ir po 13 dieny. Tokiu budu susidar¢ atitinkamas santykis tarp mikroorganizmy skaiciaus ir tai
lémé avieciy iSspaudy tinkamumg fermentuoty gérimy gamybai.
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1 priedas. Standartiniai skiedimai skirti tanino riigsties kalibracinei kreivei paruosti

Priedai

Tanino ragsties tirpalo turis, pl

Distiliuoto vandens tiris, pl

Galutiné tanino rigsties
koncentracija, mg/L

0 500 0
10 490 1
20 480 2
30 470 3
40 460 4
50 450 5
60 440 6
70 430 7
80 420 8
90 410 9
100 400 10
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2 priedas. Standartiniai skiedimai skirti trolokso kalibracinei kreivei paruosti

Mégintuvélio Nr.

1,2 mmol/L trolokso
tirpalo tiiris, ml

Metanolio tiiris, ml

Galutiné trolokso
koncentracija, mmol/L

1 0 4,0 0

2 1,0 3,0 0,30
3 2,0 2,0 0,60
4 2,5 15 0,75
5 3,0 1,0 0,90
6 3,5 0,5 1,05
7 4,0 0 1,20
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