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SANTRAUKA

Juodavaisés aronijos (Aronia melanocarpa) yra geras antioksidanty 3altinis. Sio augalo
uogy pagrindinis panaudojimas yra sul¢iy gamyba. Tai nulemia didelius kiekius uogy iSspaudy,
kurios dazniausiai yra pasalinamos kaip Salutinis produktas. Taciau mokslinés literatiiros teigimu,
iSspaudose lieka dalis biologiskai aktyviy medziagy. Kietafazé fermentacija yra puikus tokiy
Salutiniy produkty apdirbimo metodas. Remiantis moksline literatiira, Bacillus genties naudojimas
kietafazei fermentacijai gali praturtinti agro-industrinés kilmés Salutinius produktus bioaktyviais
junginiais.

Sio projekto tikslas buvo issiaiskinti kietafazés fermentacijos, naudojant Bacillus

megaterium bakterijas, jtaka juodavaisiy aronijy iSspaudy perdirbimui j aukStesnés vertés

biologiskai aktyvius produktus.

UZdaviniai ir metodai. Optimizuoti juodavaisiy aronijy iSspaudy kietafazés
fermentacijos, naudojant Bacillus megaterium, salygas, manipuliuojant pagrindiniais
fermentacijai svarbiais faktoriais, t.y. mitybinémis medziagomis, pH, rotacija bei substrato-
bakterinio inokulumo turiniu santykiu. Po fermentacijos jvykdyti etanoling bei vandening
ekstrakcijas bei apskaiciuoti ir palyginti fermentacijos jtaka ekstrakty iSeigoms. IStirti bei palyginti
bendra fenoliniy junginiy kiekj ekstraktuose Folin-Ciocalteu metodu. Taip pat istirti bei palyginti
tiriamy ekstrakty antioksidacinj aktyvumg DPPH ir ABTS™ radikalinio suri§imo metodais.
Nustatyti bei palyginti antocianiny bendra kiek; ekstraktuose, naudojant pH diferencinj

spektrofotometrijos metoda bei antocianiny sudéti, naudojant efektyvios skysciy
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chromatografijos-masiy spektrometrijos (ESCh-MS) metoda. Projekto pabaigoje, remiantis
gautais rezultatais, suprojektuoti rekomenduojamg principing technologing schema tyrimo metu
naudotui eksperimentiniui modeliui.

Rezultatai. Aronijy i$spaudy kietafazés fermentacijos, naudojant B.megaterium, salygy
optimizavimo metodai parodé¢, jog i$ tiriamyjy faktoriy naudojama mikroflora jautriausiai reaguoja
1 maistines medziagas ir pH. Tyrimai su rotacijos poveikiu bei substrato ir bakterinio inokulumo
santykiu reik§mingy poky¢iy neparodé. Taip pat, kietafazé fermentacija padidino vandeniniy, bet
ne etanoliniy aronijy iSspaudy ekstrakty iSeigas. Bendrojo fenoliniy junginiy kiekis po
fermentacijos reikSmingai padidéjo vandeniniuose ekstraktuose. Antioksidacinio aktyvumo
tyrimai parodé¢, jog etanoliniy ekstrakty antioksidaciné geba padidéja po fermentacijos ir turi
reik§mingai didesn] radikaly suriS§imo potencialg uz vandeninius ekstraktus. Nustatant bendrajj
antocianiny kiekj etanoliniuose ekstraktuose, paaiskéjo, jog kietafazé fermentacija sumazina
antocianiny kiekj aronijy iSspaudy ekstraktuose iki beveik neregistruojamo lygio. Tai patvirtino ir
ESCh-MS parodymai — po fermentacijos jokie antocianinai, aptinkami aronijy iSspaudose, nebuvo

aptikti.

ISvados. B.megaterium bakterijy rasis yra tinkama mikroflora aronijy i§spaudy kietafazei
fermentacijai atlikti. Kictafazés fermentacijos efektyvumas tiesiogiai priklauso nuo mitybiniy
medziagy ir pH jtakos. Kietafazé fermentacija padidina aronijy i$spaudy vandeninés, bet ne
etanolinés ekstrakcijos iSeigos dydj. Kietafazé fermentacija padidina bendrajj fenoliniy junginiy
kiekj vandeniniuose aronijy iSspaudy ekstraktuose trigubai. Etanoliniuose ekstraktuose bendrasis
fenoliniy junginiy kiekis yra apie 5 kartus didesnis nei vandeniniuose ekstraktuoste, taciau
kietafazé fermentacija reikSmingos jtakos tam neturi. Kietafazé¢ fermentacija padidina etanoliniy
aronijy iSspaudy ekstrakty antioksidacinj potencialg. Vandeniniy ekstrakty radikaly suriSimo geba
yra maza ir kietafazé fermentacija tam tiesioginés jtakos neturi. Kietafazé fermentacija, naudojant
B.megaterium, aronijy i$spaudose antocianiny kiekj sumazina iki beveik neaptinkamo lygio. Sis

efektas buvo identifikuotas ir pH diferenciniu, ir ESCh-MS metodais.
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SUMMARY

Chokeberries (Aronia melanocarpa) are a good source of antioxidants. The main use
for this plant is the production of juice from the berries. This results in large amounts of
pomace, which is usually treated as a by-product ant utilized. However, there are traceable

amounts of biologically active compounds in the pomace. According to scientific literature,
the use of genus Bacillus for solid state bioprocessing can enrich the by-products of

agricultural and industrial by-products.

The aim of this project was to evaluate the effects of solid state fermentation using
Bacillus megaterium on the processing of chokeberry pomace into higher value bioactive

products.

Objectives and methods. To optimize the conditions for solid state fermentation of
chokeberry pomace by using Bacillus megaterium, by manipulating key factors of the
fermentation, i.e. nutrients, pH, effects of rotation and the volume ration between the substrate
and bacterial inoculum. After fermentation, to perform ethanolic and aqueous extractions and

calculate and compare the effects of the fermentation on the yield of the extracts. Further, to

investigate and compare total phenolic compounds abundant in the extracts using Folin-
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Ciocalteu method. Also, the antioxidant activity of the investigated extracts was assessed and

compared with DPPH and ABTS"' radical binding assays. Furthermore, to determine and

compare the total amount of anthocyanins in the extracts using pH differential

spectrophotometric method and to assess the composition of anthocyanins using high-

performance liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC-MS) method. And at the end
of the project, based on the obtained results, to design the recommended principal

technological scheme for the experimental model used during the study.

Results. The methods for the optimization of the conditions for solid state fermentation
of chokeberry pomace using Bacillus megaterium have shown that the microflora is most
sensitive to nutrients and pH, compared to other investigated factors. Studies with the effects
of rotation and substrate-inoculum volume ratios did not show significant changes in bacterial

growth. In addition, solid state fermentation increased the yield of aqueous, but not ethanolic,
extracts of the fermented chokeberry pomace. The total phenolic compounds after fermentation

significantly increased in aqueous extracts. Antioxidant activity studies have shown that the
antioxidant capacity of ethanolic extracts increases after the fermentation and has a
significantly higher radical binding potential than the aqueous extracts. The determination of

total amount of anthocyanins in ethanolic extracts revealed that solid state fermentation
reduced the anthocyanin content in the extracts of chokeberry pomace to an almost

undetectable level. This was also confirmed by HPLC-MS that resulted in evidence, that no

anthocyanins were detected in the extracts after the fermentation of chokeberry pomace.

Conclusions. B.megaterium is a suitable microflora for solid state fermentation of
chokeberry pomace. The effectiveness of the fermentation directly depends on the used
nutrients and the pH value. Solid state fermentation increases the yield in aqueous, but not
ethanolic, extracts of chokeberry pomace. Solid state fermentation increases the total amount
of phenolic compounds in the aqueous extracts of chokeberries. In ethanolic extracts, the total
phenolic contents is about 5 times higher than that in the aqueous extracts, however, solid state

fermentation does not have a significant effect on it. Solid state fermentation increases the



antioxidant potential of the ethanolic extracts of chokeberry pomace. The radical binding
ability of aqueous extracts were low and solid state fermentation does not have a direct effect

on it. Solid state fermentation using B.megaterium reduces the total amount of anthocyanins
in chokeberry pomace to an almost undetectable levels. This effect was identified by both pH

differential and HPLC-MS assays.
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SANTRUMPOS

ABTS™" - 2,2¢-azino-bis(3-etilbenzotiazol-6-sulfo) riigstis;
CO;_anglies dioksidas;

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrihidrazil hidratas;

ESCh-MS — efektyvioji skyséiy chromatografija-masiy spektrometrija;
EtOH — etanolis;

GMO - genetiskai modifikuotas organizmas;

GRE — galo riigsties ekvivalentas;

KH2PO4 — kalio dihidrofosfatas;

KSV - kolonija sudarantis vienetas;

Na.COs — natrio karbonatas;

NaHPO4 — dinatrio fosfatas;

NaCl — natrio chloridas;

NaH2POs — natrio dihidrofosfatas;

SEM — skenuojamoji elektroniné mikroskopija

SM — sausa masé;

TE — trolokso ekvivalentas.
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IVADAS

Augaliniy maisto produkty nauda sveikatai yra siejama su jy sudétyje esanciais biologiskai

aktyviais komponentais. Juodavaisés aronijos yra Zinomos kaip geras antioksidanty, ypac
polifenoliy, 3altinis. Siy uogy suléiy gamybos metu gaunami dideli kiekiai i$spaudy, kuriy
sudétyje yra ne tik polifenoliniy junginiy, bet ir lipidy, baltymy bei sacharidy (1). Si kompozicija
lemia iSspaudy tinkamuma bakteriniam augimui. Ir nors aronijy sveikatingumga skatinantys efektai
yra placiai nagrinéjami, néra daug ziniy apie tai, kaip veiksmingai iSgauti biologiskai aktyvius

komponentus i§ uogy isspaudy (2,3).

Kietafazé fermentacija yra aplinkai nekenksmingas ir praktiskas bioatlieky apdorojimo

metodas, kurio tikslas — praturtinti substratus vertingomis biologiskai aktyviomis medziagomis
(4). Plataus masto bioaktyviy komponenty gamybai pleéiantis, tuo pat metu auga ir iSlaidy bei
energijos sanaudos. Kietafazés fermentacijos metodika yra sékmingai pritaikoma Siuolaikiniuose
tyrimuose bei industrijoje gaminant fermentus ir kitus bioaktyvius antrinius metabolitus (5,6). Sis
apdorojimo budas pasizymi mazesnémis energijos sgnaudomis, stabilesnio produkto i§gavimu bei

paprastesniu apdirbimu (7).

Aronijoms turint didelj sveikatai naudinga potencialg, kietafazé¢ fermentacija galéty buti
puikus Siy uogy iSspaudy apdorojimo biidas siekiant iSgauti vertingus biologiskai aktyvius
junginius. Taciau beveik néra mokslinés literatiiros apie Sio budo pritaikyma kaip substrata

naudojant juodavaisiy aronijy iSspaudas.
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Aronijy
iSspaudos

Biologiskai
aktyvios
medZiagos

1 pav. Supaprastinta principiné tyrimo schema

Darbo tikslas — issiaiskinti kietafazés fermentacijos, naudojant Bacillus megaterium bakterijas,

itaka juodavaisiy aronijy iSspaudy perdirbimui j aukStesnés vertés biologiskai aktyvius produktus.

Darbo uZdaviniai:

1. Optimizuoti juodavaisiy aronijy iSspaudy kietafazés fermentacijos, naudojant Bacillus
megaterium, salygas, manipuliuojant pagrindiniais fermentacijai svarbiais faktoriais;

2. Ivykdyti etanoling bei vandening ekstrakcijas bei apskaiciuoti ir palyginti fermentacijos
itakg ekstrakty iSeigoms;

3. [Istirti bei palyginti bendrg fenoliniy junginiy kiekj ekstraktuose Folin-Ciocalteu metodu;

4. Tstirti bei palyginti tiriamy ekstrakty antioksidacinj aktyvuma DPPH" ir ABTS™ metodais;

5. Nustatyti bei palyginti antocianiny bendrg kiekj ekstraktuose, naudojant pH diferencinj

spektrofotometrijos metodg bei antocianiny sudétj, naudojant efektyvios skysc¢iy

chromatografijos-masiy spektrometrijos (ESCh-MS) metoda.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Juodavaisés aronijos (Aronia melanocarpa) apibiidinimas

Gentis Aronia apima dvi Siaurés Amerikos lapuoéiy kriimy rasis: A. melanocarpa, zinoma
kaip juodavaisé¢ aronija, ir A. arbutifolia, kuri atpazjstama kaip raudonavaisé¢ aronija. A.
melanocarpa yra 90-180 centimetry auks¢io kriimas su juodos—violetinés spalvos, mazdaug 6

milimetry skersmens, uogomis (2 pav.). Uogos yra ankstyvo brendimo bei kritimo (8).

2 pav. Aronia melanocarpa (juodavaisé aronija)

A. melanocarpa susilauké populiarumo dvideSimtajame amziuje, augaly uogas Ryty
Europoje ir Soviety Sajungoje pradéjus naudoti kaip natiiraly maistiniy dazikliy Saltinj bei didelio
masto suléiy ir vyny produkcijai. Laikui bégant, Ryty Europos regionuose juodavaisés aronijos
pradétos naudoti kaip vaistazolés analogas, daznai augalg vartojant kaip antihipertenzinj ar

antiaterosklerozinj preparata.

Juodavaisiy aronijy uogos yra riigStaus skonio ir turin¢ios sutraukiamyjy savybiy, 0 tai

lemia jy didesn] tinkamumg perdirbti j antrinius produktus nei vartoti tiesiogiai (8,9).
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1.1.1. Biocheminis apibiidinimas bei antioksidacinio aktyvumo apibrézimas

A. melanocarpa pasizymi dideliu antioksidaciniu potencialu. Dél didelio polifenoliy
kiekio, Siy aronijy uogos gali biiti naudojamos kaip sudedamasis ingredientas antioksidantinése,
sveikatinguma skatinanciose, sultyse bei arbatose. Antocianinai, proantocianidinai, flavonoliy bei
flavan-3-oliy glikozidai ir fenolinés riigStys yra pagrindiniai polifenoliai, randami juodavaisése
aronijose. Svieziame juodavaisiy aronijy svoryje vyrauja nuo 357 iki 1790 mg. antocianiny per

100 g. vaisiy (10).

Juodavaisiy aronijy uogose esantis antocianiny profilis yra pakankamai paprastas, lyginant
su kitomis uogomis — jis susideda i$ keturiy cianidino glikozidy: cianidin-3-galaktozido, cianidin-
3-ksilozido, cianidin-3-arabinozido bei cianidin-3-gliukozido. Galaktozés ir arabinozés cukry
antocianinai yra pagrindiniai $iy junginiy atstovai, sudarantys daugiau nei 90% visy antocianiny
kiekio uogose. Taip pat uogose yra randami ir kvercetinas bei keletas kvercetino glikozidy
(kvercetino-3-gliukozidas, kvercetino-3-galaktozidas ir kvercetino-3-rutinozidas), taciau

palyginus mazomis koncentracijomis — apie 70 mg. per 100 g. Svieziy uogy masés (10-13).

1.1.2. Uogy farmakologinis poveikis

Aronijy vartojimas padeda palaikyti kraujosptidZio lygj normaliose ribose. Siy uogy sultys
yra labai rekomenduojamos Zmonéms, turintiems problemy dél auksto kraujosptudzio lygio.
Aronijos taip pat pasizymi kraujagysles tvirtinanc¢iomis bei Sirdies ir kraujagysliy ligy rizikg
mazinanéiomis savybémis (14). Sios uogos taip pat kovoja su bakterijomis bei virusais ir taip
stiprina imuning sistemg. Uogy sudétyje taip pat yra daug karotino, kuris ne tik apsaugo jvairias
lasteles nuo pazeidimy, bet ir pasizymi akis nuo kataraktos apsauganciu poveikiu (10,15-17). Taip
pat, pastaryjy mety tyrimas su Ziurkémis parodé, jog aronijy sul€iy vartojimas turi teigiama

poveikj siekiant sumazinti stresg ar depresijg (18).
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1.1.3. Aronijy iSspaudy panaudojimas Kietafazei fermentacijai

Kol kas galima rasti tik vieng publikacijg, kurioje aptariamas aronijy iSspaudy kaip
substrato pritaikymas kietafazei fermentacijai. Tai 2017 mety Dulf ir kt. (19) atliktas tyrimas,
kurio metu buvo taikoma kietafazé fermentacija naudojant Aspergillus niger ir Rhizopus
oligosporus padermes aronijy iSspaudoms fermentuoti. EKsperimento metu buvo pasirinkta tirti ne
tik pofermentacinj antioksidacinj aktyvuma bei lipidy ir fenoliniy antioksidanty sudétj, bet ir
stebéti antocianiny kiekybinius pokyCius fermentacijos metu. Atlikti tyrimai parodé, jog
antocianiny kiekis Zenkliai mazéjo fermentaciniu periodu, taciau po fermentacijos flavonoliy ir
lipidy kiekis i1Saugo. Mokslininkai padaré iSvada, jog kietafazé fermentacija praturtino aronijy

iSspaudas biologiskai aktyviomis medziagomis ir taip pagerino $io substrato maistines savybes.

1.2. Kietafazé fermentacija

Kietafaze fermentacija (angl. k. Solid State Fermentation; SSF) apibréziamas procesas,
kuriame mikroorganizmai auga ant kietyjy medziagy, terpéje nesant laisviems skys¢iams (20).
Kietafazéje fermentacijoje drégmé, reikalinga mikroorganizmams augti yra absorbuotos fazés arba

komplekse su kietaja matrica (21).

Priklausomai nuo kietosios fazés pobiidzio, yra iSskirti du kietafazés fermentacijos sistemy
tipai. Dazniausiai naudojama sistema paremta kultivavimu ant gamtinés medziagos. Reciau
naudojama sistema apima kultyvavima ant intertinés kietos medziagos, impregnuotos skysta terpe
(22). Kadangi gamtiniai, nattiralts, substratai dél savo heterogeniskumo sukuria nemazai sunkumy
fermentacijos kinetikos tyrimams, tokia studija gali bati atlikta naudojant sintetinius inertiSkus

kietuosius substratus (23).
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1.2.1. Fermentacijai naudojami mikroorganizmai

Pagrindinés kietafazéje fermentacijoje naudojamos mikroorganizmy grupés yra
mikroskopiniai grybai ir bakterijos. Filamentiniai grybai yra ideali mikroflora, nes jie yra
geriausiai prisitaike prie SSF salygy. Atsizvelgiant j kietyjy substraty kolonizavima bei naudingyjy
medziagy utilizavima, hifinis gryby augimas ir puiki mazo vandens aktyvumo (A) bei auksto
osmotinio slégio salygy tolerancija suteikia jiems privalumy lyginant su vienalgsciais organizmais

(24-27).

.\. :‘.-‘ .- z 5 ; — % .. L S . .. - \s:- ’ A_'\i
3 pav. Kvieciy Siaudy kietafazé fermentacija, kaip mikroflorq naudojant Trichoderma asperellum

Taciau specifinés mikroorganizmy padermés parinkimas yra sudétingas procesas, ypac
norint iSgauti komerciSkai kompetetingg produkta. Dar vienas esminis aspektas yra susijes su
kamieno atranka, norint salygoti jo efektyvuma gaminant norimg galutinj produkta. DaZniausiai

hidrolitiniai fermentai, tokie kaip celiulazés, ksilanazés ir pektinazés yra gaminami mikroskopiniy
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gryby (26). Taciau bakterijos taip pat dalyvauja daugelyje natiiraliy fermentacijos procesy,

pavyzdziui, kompostavimo, silosavimo bei maisto fermentacijos. Pastaryjy mety studijos rodo,
jog Bacillus gentis yra puiki mikroflora jvairiy fermenty produkcijai naudojant kietafaze

fermentacijg (28-31).

1.2.2. Kietafazei fermentacijai naudojami substratai

Visi kietieji substratai turi bendra bruozg — jy makromolekuliné struktiira susideda i§
krakmolo, celiuliozés, lignoceliuliozés, pektino ar kity polisacharidy. Tokia molekuliné strukttra
suteikia substratams kietojo kiino savybiy. Substratai kietafazei fermentacijai yra heterogeniski

zemés tkio produktai arba Salutiniai produktai i§ jvairiy agro-industrijos Saky (32).

Strukttrinés makromolekulés gali sudaryti inerting matrica, kurioje yra adsorbuojami
anglies bei energijos Saltiniai. ISankstinis apdorojimas bei preparacija yra biitini zZingsniai norint
konvertuoti zalig substrata ] tinkamg naudojimui formg. Tokios priemonés yra — dydzio
sumazinimas smulkinant, spaudziant ar pjaustant; fiziné¢, cheminé ar fermentiné polimery
hidroliz¢é substraty prieinamumui padidinti. Taip pat, maisto medziagy pridéjimas, tinkamo pH bei
drégmés lygio nustatymas, bei pagrindiniy kontaminanty paSalinimas, yra svarbiis preparacijos

elementai kietafazei fermentacijai atlikti.

Pagrindinis gamtiniy substraty trukumas yra tai, kad anglis yra sudedamoji jy strukttiros
dalis. Mikroorganizmams augant, kietoji terpé suyra bei sukelia geometrinius bei fizinius terpés

charakteristikos pokyc¢ius, kas galiausiai nulemia Silumos bei masés mainy nuostolius (21,24).

1.2.3. Daleliy dydZio poveikis fermentacijai

Daleliy dydis yra svarbus aspektas, nes yra susijes su substrato charakterizavimu bei
naudojamos sistemos pajégumu derinti mikrobinj augima ir Silumos bei masés mainus kietafazes

fermentacijos sistemoje. Taip pat, tai daro jtakg daleliy pavirSiaus ploto ir tario santykiui, kKuris

lemia substrato frakcija, kuri proceso pradzioje yra prieinama mikroorganizmui. Daleliy dydziui
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mazgéjant, pavirsiaus ploto ir tiirio santykis didéja. Substrato dydis taip pat lemia erdvés talpa, kuri
yra uzimama oro. Kadangi deguonies srauto perdavimas j Sia erdve¢ lemia mikroorganizmy

augima, siekiant padidinti masés perdavima, Substratas turi susidéti i$ tinkamo dydzio daleliy.

Dazniausiai mazo dydzio dalelés padidina pavirSiaus plotg mikrobiniams veiksmams, bet
per mazo dydzio dalelés gali sukelti substrato aglomeracija, kuri gali trikdyti mikrobinj kvépavima

bei aeracijg ir taip nulemti prastg kultivacijg (23).

1.2.4. Drégmés lygio taikymas kietafazei fermentacijai

Siekiant gero fermentacijos proceso, turi biiti iSlaikytas optimalus drégnumo lygis, nes
maza drégmé yra linkusi sumazinti maistiniy medziagy difuzijg, mikrobinj augima bei fermenty
stabilumg. Per didelis drégmés lygis lemia daleliy aglomeracija bei dujy perdavimo apribojimus.
Dazniausiai kietafazés fermentacijos procesuose drégnumo lygis varijuoja nuo 30 iki 85%.
Bakterijoms kietosios matricos drégmés lygis turi biiti didesnis nei 70%. Filamentiniams grybams

diapazonas yra 20-70% (21,24,26).

1.2.5. Kietafazés fermentacijos temperatiiriniai rodikliai

Turbiit pats svarbiausias 1§ visy fiziniy kintamyjy, lemianc¢iy kietafazés fermentacijos
efektyvuma, yra temperatiira. Taip yra todél, kad mikrobinis augimas ir fermenty ar metabolity
gamyba yra temperatiirai jautriis procesai. Silumos generacijos lygis yra tiesiogiai proporcingas

metabolinio aktyvumo lygiui SSF sistemoje.

DaZniausiai fermentacijos procesai kuriami su mezofilinémis mikroorganizmy

padermémis, tai yra, mikroflora, kuriy temperatiiriné tolerancija yra mazdaug iki 50 °C (23,28,30).

1.2.6. Maistiniy faktoriy jtaka kietafazei fermentacijai
Anglis reprezentuoja energijos Saltinj, kuris bus prieinamas mikroorganizmui augant. Tai

gali biiti grynas monosacharidas, pavyzdziui, gliukozé arba sudétingesnés molekulés, tokios kaip

21



celiuliozé ar krakmolas. Kiti anglies Saltiniai gali biiti sacharozé, laktoze, rafinozé, maltoze,
celobioze, salyklo ekstraktas, glicerolis, etanolis, kalio acetatas ir kt. Azoto $altiniai, reikalingi
mikroflorai, gali biti amonio tartratas, oksalatas, sulfatas, nitratas, chloridas; natrio nitratas,

karbamidas, peptonai bei aminortigstys (30,33).

Formuojant terpe, bitina atsizvelgti | biomasés kompozicija. Be pagrindiniy maistiniy
elementy, Kiti elementai, tokie kaip fosforas, siera bei metalai taip pat yra svarbus, taciau mazais
kiekiais.

Manoma, kad anglies ir azoto santykis (C:N) yra pats svarbiausias rodiklis siekiant
uztikrinti efektyvig uzsibrézto produkto gamyba. Anglies ir azoto santykiai biomaseéje ir terpéje
yra susij¢ su iSeiga bei biomasés kompozicija. Remiantis studijomis, geriausias C:N santykio

tinkamumas kietafazés fermentacijos procesams yra 16 (34).

1.3. Bacillus megaterium kaip mikroflora kietafazei fermentacijai atlikti

1.3.1. Bacillus genties bakterijuy apibtidinimas

MorfologiSkai Siy bakterijy vegetatyvinés lastelés yra tiesios, apvaliy arba kampuoty krasty
lazdelés. Bakterijos yra 0.5-1.2 uM plo¢io ir 2.5-10.0 uM ilgio (4 pav.). Dauguma jy judros, juda
peritrichiniais ZiuZeliais. Si gentis yra formuojanti endosporas. Sporos forma gali varijuoti
priklausomai nuo rasies ir gali biiti ovalo, ritinio ar sferos tipo. Sporos formuojamos esant

blogomos salygoms, t.y. kultiirai senstant, esant dideliam kar$¢iui ar maisto medziagy trakumui.

Metaboliniu pozymiu buty galima jvardinti deguonies poreikj augimui. Taciau keletas
risiy gali buti fakultatyviniai anaerobai. Bakterijos respiratoriS$kai arba fakultatyvisSkai
fermentacinio pobiidzio. Daugelis riSiy yra chemoorganoheterotrofinés. Didzioji dalis genties
rasiy gali augti ant maistinio agaro. Kai kurios rasys, pavyzdziui Bacillus polymyxa gali fiksuoti

azota.
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Rekomenduojama terpé bakterijoms:

e Kultivavimui — 5% kraujo agaras, tripsinizuotas sojos agaras (TSA), smegeny Sirdies
infuzinis (BHI) agaras arba maistinis agaras;

o Selektyviam izoliavimui — selektyvios terpés, apart Bacillus anthracis, néra;
e Priezitirai — 5% kraujo agaras, tripsinizuotas sojos agaras (TSA), smegeny Sirdies infuzinis

(BHI) agaras arba maistinis agaras.

Industrijoje daugelis Bacillus rasiy geba isskirti didelius kiekius fermenty. Bacillus
amyloliquefaciens yra natiiralaus antibiotinio baltymo barnazés (ribonukleazés) Saltinis.
Dalis Bacillus thuringiensis genomo buvo inkorporuota j kukuriizy bei medvilnés augalus.

Gautieji GMO dél to yra atsparis kai kuriems kenkéjams vabzdziams (28,35,36).

4 pav. Bacillus megaterium bakterijy SEM nuotrauka
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1.3.2. Bacillus spp. panaudojimas kietafazei fermentacijai

Pastaryjy mety tyrimai rodo, jog Bacillus genties mikroorganizmai yra tinkama mikroflora
kietafazés fermentacijos procesams apdorojant agro-industrines atliekas. Bacillus thuringiensis
rusis eksperimente buvo naudojama sojos atlieckoms fermentuoti ir gaminti d-endotoksing, siekiant
iSgauti biopesticidais turtingg dirvozemj (28). B. licheniformis mikroflora buvo naudojama
fermentuoti jvairias zemés ukio atliekas, tokias kaip banany bei apelsiny zievés, bulviy lupenos ar
formag (31). Eksperimentai su B. cereus ir kietafaze fermentacija nulémé lipopeptidinés kilmés

biosurfaktanto gamyba, kaip substratg naudojant rieSutinés kilmés bio-atliektas (37). B. subtilis
kulttra 2017 mety tyrime buvo panaudota pektinolitiniy fermenty ir pektino liazés gamyboje

naudojant kietafaze fermentacija bei siekiant atrasti didziausig iSeigg nulemiantj, zemés ukio

atlicky pobtudzio, substratg (29).

1.3.3. Kietafazé fermentacija naudojant B. megaterium
Kol kas yra tik keletas publikacijy, kuriose aptariamas Bacillus megaterium panaudojimas
kietafazei fermentacijai atlikti. Vienas jy yra Ramesh ir kt. (38) 1987 metais atliktas tyrimas, kurio

metu 18 kvieCiy séleny substrato buvo siekiama iSgauti o-amilaz¢. Darbas buvo paremtas
fermentacijos faktoriy optimizavimu bandant gauti geriausia fermento iSeigg bei siekiant iSvengti

kity fermenty, tokiy kaip celiulazés ar proteazés, bendros produkcijos.

Kitame, 2006 mety, tyrime Sindhu ir kt. (39) taip pat atliko optimizacinio pobudZzio
eksperimenta, sickiant iSgauti aktyviausig fermento ksilanazés forma naudojant Bacillus
megaterium bakterijas. Buvo pasirinkta keletas kintamyjy, tokiy kaip substrato kompozicija,
daleliy dydis, maistiniy tirpaly tipai bei inkubacijos periodas. Taip pat, kietafazés fermentacijos
metu iSgautas fermento aktyvumas buvo lyginamas su jprastos, skystos, fermentacijos metu

iSgauto fermento aktyvumu. Rezultatai parodé, jog, optimizavus kictafazés fermentacijos sglygas,
gauta fermento ksilanazés forma yra daug karty aktyvesné lyginant su skystos fermentacijos metu

iSgautu fermentu.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

2.1. Naudoti reagentai

Mikrobiologiniams tyrimams naudoti natrio hidrofosfatas ir kalio fosfatas gauti i§ Sigma-

Aldrich, peptono ir triptono maistiné druska gauta i§ LAB M, triptono fosfatiné maistiné druska i$

Biolife Italiana, maistinis agaras i$ Sigma-Aldrich.

Antioksidaciniuose tyrimuose naudoti metanolis ir etanolis gauti i§ Chempur, 99% galo

rugstis i§ Omnilab, Folin-Ciocalteu reagentas i§ Sigma-Aldrich, bevandenis natrio karbonatas
gautas 18 Chempur, DPPH" [2,2-difenil-1-pikrihidrazil hidratas], ABTS™™ [2,2¢-azino-bis(3-
etilbenzotiazol-6-sulfo ragstis)] laisvieji radikalai ir troloksas [(£)-6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilchromano-2-karboksiliné raigstis] gauti i§ Sigma-Aldrich. Antocianiny tyrimuose

metanolis ir 98% skruzdziy riigstis gauti i§ Sigma-Aldrich.

2.2. Eksperimentinis modelis

Kiekvieno tyrimo metu kaip substratas buvo naudojama 10 g. juodavaisiy aronijy iSspaudy
po CO:2 ekstrakcijos. Eksperimentinj laikotarpj sudaré 96 val. fermentacijos, stebint bakterinj
augima kiekvieng 24 val. perioda. Nustacius pageidautinas tiriamojo faktoriaus sglygas, meéginys
buvo dedamas autoklavuoti 30 min., 121 °C temperatiiroje. Visos faktoriy manipuliacijos buvo
atliekamos kiekvieno atskiro eksperimento pradzioje ir nebuvo kei¢iamos viso fermentacijos
periodo metu, siekiant i§laikyti sterilias salygas. Pirminis B.megaterium séjimo kiekis pasirinktas
spektrofotometriskai ir pagal gauta sugert] buvo siekiama iSlaikyti vienoda s¢jamos kultliros
skaiciy kiekvieno eksperimento metu. Kontrolei vietoje baakterinio inokulumo buvo naudojamas
toks pat tiris fiziologinio tirpalo. Kietafazé fermentacija buvo atlickama 50 ml. talpos

buteliukuose. Tiriamieji méginiai buvo laikomi laboratoriniame termostate, 37 °C temperattiroje.

B. megaterium kultiira buvo kultivuojama mégintuvéliuose ant nuozulnaus mitybinio
agaro. Kultiira buvo laikoma termostate, o ilgesnj laikg nenaudojant ir siekiant iSvengti peraugimo,
patalpinama j Saldytuva.
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2.3. Bakteriju skaiiaus nustatymas méginiuose

Aseptinémis sglygomis j sterily maiselj pasveriama 1 g. méginio, daromi 10°~10° laipsniy
skiedimai fiziologiniu (0,85 % koncentracijos NaCl) tirpalu ir s¢jami j Petri 1éksteles uzpilant Siltu
mitybiniu agaru. Kiekvienam skiediniui buvo skiriamos 2 Petri 1ékstelés. Skiedimai ir sé¢jimai
buvo atliekami laminare, laikantis visy privalomy sterilumo taisykliy. Po 24 val. skai¢iuojamos
uzaugusios bakterijy kolonijos 1ékstele pasidedant ant tamsaus pavirSiaus ir apvedant kolonijas
zymekliu. Bakterijy skai¢ius buvo iSreiskiamas kolonijas sudaranciais vienetais (KSV) 1 grame
méginio. Kolonijas sudarantys vienetai apskaiGiuojami pagal formule (A.Sarkinas, 2011m.

,,Maisto mikrobiologijos laboratoriniai darbai‘ Mokomoji knyga; 31 psl.):

2 C

N = ;

>C — suma kolonijy, suskai¢iuoty visose neatmestose 1ékstelése i$ dviejy vienas po kito einanciy

skiediniy, kai bent vienoje l¢kstel¢je yra 15-300 kolonijy;

V — uzsétos medziagos ar skiedinio turis 1éksteléje mililitrais (Siuo atveju — 1 ml.);
ny — pirmojo skiedinio vertinamy 1éksteliy skaicius ($iuo atveju — 2);

n, — antrojo skiedinio vertinamy léksteliy skaicius (Siuo atveju — 2);

d — pirmojo vertinamo skiedinio skiedimo koeficientas (d=1, kai tiriamasis skystas produktas

(tiriamasis méginys) yra neskiestas).

2.4. Svarbiausiu fermentacijos faktoriy tyrimas salygu optimizavimui
Remiantis literatiira, buvo pasirinkta tirti keletos esminiy kietafazés fermentacijos faktoriy
jtaka: skirtingy maistiniy drusky tirpaly, substrato ir bakterinio inokulumo santykio, rotacijos ir

pH.
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Eksperimentams buvo pasirinkti 3 riiSiy maistiniy drusky tirpalai: Tirpalas 1 (g/l: 3,56
KH2PO4, 5,76 Na,HPO4, 4,3 NaCl, 1 Triptono); Tirpalas 2 (g/l: 5 Peptono, 5 Triptono, 5 NaCl);
Tirpalas 3 (g/l: 5 Peptono, 5 Triptono, 5 NaCl, 9 KH2PO4, 1,5 NaH2PO4). Kontrolei registruoti
buvo naudojamas distiliuotas vanduo. | 10 g. juodavaisiy aronijy i§spaudy substrato buvo pilama

30 ml. maistiniy drusky tirpalo.

Tiriant pH jtaka, buvo pastebéta, jog pradiné fermentacinés terpés pH verté yra 3. Buvo
nuspresta istirti bakterinio augimo priklausomybe pasirenkant tokias vertes: pH 3, pH 5, pH 7,
pH 8. Pradinei terpés pH esant riigstinei, gauti aukStesnéms vertéms buvo naudojamas 0,1 mM
koncentracijos NaOH tirpalas. pH vertés buvo matuojamos pH-metru, specialiai skirtu pusiau

kietoms medziagoms. Rezultatai buvo skai¢iuojami po viso 96 val. fermentacijos periodo.

Substrato ir séjamos kultiiros tirinio santykio tyrimui buvo pasirinkta stebéti 1:10, 1:5, 1:2
ir 1:1 santykius. Tai reiské, jog santykiui mazéjant, didéjo fermentacijai séjamos B. megaterium
kultiiros kiekis. Todél siekiant islaikyti objektyvig tyrimo stebéseng, skaiciuojant bakterinis

augimas buvo konvertuojamas j kitimg kartais.

Rotacijos jtakos eksperimentas buvo atlieckamas jprastine tvarka, tik inkorporuojant
rotacing purtykle. Remiantis literatiira, rotacijos parametrai buvo nustatyti ties 200 aps./min.,
palaikant 37 °C temperatiirg. Bakterijy skai¢ius buvo registruojamas kiekvieng parg, 96 val.
periode. Rezultatai iSreiskiami kaip bakterinis augimas ,jprastinémis salygomis“ ir ,,po

rotacijos®.

2.5. Méginiy ekstrahavimas etanoliu ir vandeniu

Po fermentacinio laikotarpio buvo vykdoma etanoliné ekstrakcija. Méginiai sumaiSomi su
etanoliu santykiu 1:5, tai yra, j turimus 10 g. méginio pilama 50 ml. EtOH (96 %). SumaisSius su
etanoliu, méginiai 2 val. kambario temperatiiroje purtomi ant purtyklés (200 aps./min.). Praéjus 2

valandoms, meéginiai filtruojami vakuumine filtracija. Filtratas atidedamas, o ant liekanos
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uzpilama 40 ml. EtOH ir miSinys dedamas ant purtyklés dar 2 valandoms. AnalogiSkai praeitam
etapui, méginiai filtruojami vakuumine filtracija. Turimi filtratai apjungiami. Liekana atidedama

dziovinimui. Filtrato etanolis nugarinamas rotaciniu garintuvu, o likes vanduo liofilizuojamas.
Turimas sausas ekstraktas pasveriamas ir skaiCiuojama ekstrakto iSeiga lyginant su pradiniu

meéginio kiekiu. Ekstraktai laikomi Saldiklyje iki tolimesniy eksperimenty.

Fermentacijai buvo naudojami vandeniniai mitybiniai tirpalai, todél vandeniné ekstrakcija
buvo atlickama panasiu ] etanolinés ekstrakcijos principu. Méginiai buvo keletg karty filtruojami
vakuumine filtracija, filtratai apjungiami ir neSami liofilizuoti. Gautas sausas ekstraktas

pasveriamas ir apskai¢iuojama ekstrakto iSeiga lyginant su pradiniu méginio kiekiu.

2.6. Antioksidacinio aktyvumo tyrimai

2.6.1. Bendrojo fenoliniy junginiy kiekio nustatymas
I$ turimy méginiy gaminami 1% Kkoncentracijos tirpalai. Bandiniai buvo tirpinami

metanolyje. Tirpumo savybéms pagerinti méginiai buvo patalpinami j ultragarso kamerg.

Nustatant fenoliniy junginiy kiekj ekstraktuose sudaroma kalibracine kreive galo rugsciai.
ParuoSiami standartiniai 0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 mg/ml koncentracijos galo rugsties

tirpalai.

Bendrojo fenoliniy junginiy kiekio nustatymui buvo daromi 3 matavimy pakartojimai.
Tiriamasis méginys gaminamas 0,1% koncentracijos (pagamintas motininis 1% koncentracijos
tirpalas skiedziamas 10 karty). Nustatant absorbcijos reikSmes imta po 0,25 ml. Méginio
(kalibracinés kreivés sudarymui — kiekvienos koncentracijos galo riigsties tirpalo), sumaiSoma su
1,25 ml. paruostu Folin — Ciocalteu reagentu ir 1 ml. 7,5% koncentracijos Na>COz tirpalu. Po 30
min. iSmatuojama tirpaly absorbcija spektrofotometru esant 765 nm. bangos ilgiui. Absorbcijos

nulinis taSkas iSmatuojamas naudojant metanolj. Pagal gautas galo riigSties absorbcijos reikSmes
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yra nubraizoma kalibraciné kreivé (5 pav.). Bendras fenoliniy junginiy Kiekis rezultatuose
pateikiamas miligramais galo riigsties ekvivalenty (GRE), tenkanciy vienam gramui Sausos

ekstrakto masés (SM).

y =9,9651x + 0,2202
R? =0,9987

Absorbcijos dydis
[y
w

O T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Koncentracija mg/ml

5 pav. Galo rigsties kalibraciné kreivé bendram fenoliniy junginiy kiekiui nustatyti

2.6.2. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas pagal DPPH® radikaly suris§imo metoda
Violetinés spalvos DPPH" (2,2-difenil-1-pikrihidrazil hidrato) radikalai yra redukuojami

antiradikaliniu aktyvumu pasiZymin€iy junginiy j blankiai geltong hidrazing. DPPH radikaly

suriSimo galia organinéje terpéje vertinama matuojant absorbcijos sumaz¢jimg esant fiksuotam

bangos ilgiui — 515 nm.

Nustatin¢jant antioksidacinj aktyvumg sudaroma kalibraciné kreivé troloksui ((£)-6-

hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchromano-2-karboksiliné riigstis). ParuoSiami standartiniai 0,03125;

0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 mg/ml koncentracijos trolokso tirpalai.

I$ turimy méginiy gaminami 1% koncentracijos tirpalai. Antioksidacinio aktyvumo
nustatymui kiekvienam méginiui atliekami 3 matavimo pakartojimai. Nustatant absorbcijos

reik§mes imama po 0,05 ml. méginio (kalibracinés kreivés sudarymui — Kiekvienos koncentracijos
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trolokso tirpalo) ir sumaiSoma su 2 ml. DPPH" tirpalo. Po 45 min. iSmatuojama méginiy absorbcija
spektrofotometru esant 515 nm bangos ilgiui. Spektrofotometras nusikalibruojamas naudojant
DPPH" tirpalg, o absorbcijos nulinis taskas iSmatuojamas naudojant metanolj. Pagal gautas
trolokso reikSmes paskaic¢iuojamas DPPH" radikaly suri§imo procentinis aktyvumas ir nubraizoma
kalibraciné kreivé (6 pav.). Pagal gautg kalibracinés kreivés lygtj ir turimas ekstrakty iSeigas,
apskaiCiuojamas antioksidacinis aktyvumas. Rezultatai iSreiSkiami kaip trolokso ekvivalentai

tenkantys vienam gramui sausos ekstrakto mases.
DPPH procentingé inhibicija apskai¢iuojama pagal lygtj:

% = [(As-Aa)/Ag] x 100, kai
Ag — tuscio méginio absorbcija (pradinio DPPH" tirpalo);

An — tirlamojo méginio absorbcija.

100 -
xX
s 90 -
©
g 80 -+
2 y =383,76x - 2,5223
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[]
E 60 -
b
2 50 -
=
S 40 -
3
- 30 -
T
&
& 20 -
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O - T T T T T 1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Koncentracija mg/ml

6 pav. Trolokso kalibraciné kreivé antioksidaciniam aktyvumui nustatyti DPPH" metodu
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2.6.3. Antioksidacinio aktyvumo nustatymas pagal ABTS™ radikaly-katijony suri§imo
metoda

Tyrimas atlickamas analogiskai pagal DPPH" metodika, tik nustatant absorbcijos reikSmes
imama po 0,03 ml. méginio ir pilama 3 ml. ABTS™" (2,2‘-azino-bis(3-etilbenzotiazol-6-sulfo
rugstis)) reagento. Po 45 min. iSmatuojama méginiy absorbcija esant 734 nm bangos ilgiui.
Spektrofotometras nusikalibruojamas naudojant ABTS™ tirpala, o absorbcijos nulinis taskas

iSmatuojamas naudojant reagento tirpiklj PBS (fosfatinj buferj).

ABTS" inhibicija skai¢iuojama analogiSkai DPPH":

% = [(As-Aa)/Ag] x 100, kai
Ag — tus¢io méginio absorbcija (pradinio ABTS™ tirpalo);

An — tirlamojo méginio absorbcija.

40

35

y=135,11x + 1,8725
R?=0,9991
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ABTS** radikaly surisimo aktyvumas, %
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Koncentracija, mg/ml

7 pav. Trolokso kalibraciné kreivé antioksidaciniam aktyvumui nustatyti ABTS™ metodu
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2.7. Bendrojo antocianiny kiekio nustatymas pH diferenciniu metodu

Tyrimas atliktas remiantis Lee ir kt. (40). Metodas yra paremtas dviejy monomeriniy
antocianiny pigmenty griztamu spalvos pokyc¢iu varijuojant pH vertei. Spalvota pigmento oksonio
forma dominuoja pH vertei esant 1.0, o nespalvota hemiketalio forma egzistuoja pH vertei esant
4.5. Pigmenty absorbcijy ties 520 nm. bangos ilgiu skirtumai yra proporcingi pigmento
koncentracijai. Rezultatai yra iSreiskiami kaip standarta naudojant cianidino-3-gliukozido

pagrindg.

Yra pasigaminami dviejy pH veréiy buferiai: pH=1.0 buferis — kalio chlorido 0,025 M

koncentracijos tirpalas ir pH=4.5 buferis — natrio acetato 0,4 M koncentracijos tirpalas. Buferiy

pH vertés matuojamos pH-metru ir privedamos iki norimos vertés naudojant druskos riigsties

tirpala.

Naudojant pagamintus buferius, yra ruoSiami tiriamyjy méginiy tirpalai — vienas su pH=1.0
buferiu ir vienas su pH=4.5 buferiu. ParuoSus tirpalg su pH=1.0 buferiu yra nustatomas
praskiedimo faktorius: jeigu reikia, atliekami atitinkami skiedimai kol spektrofotometro
parodymai bangos ilgiui esant 520 nm. yra tarp 0,2 ir 1,4. Taip tiriamieji méginiai buvo pagaminti
1,25 mg/ml koncentracijos. Po to yra matuojama tiriamyjy méginiy absorbcija bangos ilgius

nustatant 520 nm. ir 700 nm.

Antocianiny pigmenty koncentracija iSreiSkiama cianidino-3-gliukozido ekvivalentais

mg/L, veliau konvertuojant j mg/1g ekstrakto ir yra apskai¢iuojama pagal formule:

A+-MW - DF - 103

)

-1l
A = (Aszonm — A700nm)PH=1.0 — (As20nm — A700nm)PH=4.5;
MW (angl. k. molecular weight) — cianidino-3-gliukozido molekuliné masé = 449,2 g/mol,
DF (angl. k. dillution factor) — praskiedimo faktorius (1);
| — spindulio skriejimo ilgis centimetrais (kiuvetes plotis) (1 cm.);
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& —molinis ekstinkcijos koeficientas cianidino-3-gliukozidui (26 900);
10% — gramy konversijai j miligramus.

2.8. Antocianiny sudéties nustatymas efektyvios skys¢iy chromatografijos —
masiy spektrometrijos (ESCh-MS) metodu

Antocianiny ekstrakcija buvo atlickama tokia eiga: buvo pasveriama 2 g iSspaudy, kurios
supilamos j ploks¢iadugne kolba. Ant iSspaudy uzpilama 20 ml, 0,1M koncentracijos druskos
ragstimi partagstinto, metanolio/vandens (santykiu 1:1) tirpalo. Vykdoma misinio ektrakcija kolbg
5 min. jdéjus | ultragarso vonel¢ ir po to 30 min. intensyviai mai$ant magnetine maiSykle (90
aps/min). Gauta iStrauka filtruojama per popierinj filtrg ir 5 min. dedama centrifuguoti 2200
aps/min grei¢iu. Liekanos ekstrakcija kartojama taip pat dar 2 kartus. Gautas supernatantas
apjungiamas ir dedamas sukoncentruoti rotaciniame garintuve (25 °C temp.). Gavus koncentruotg
misinj, supilama j 25 ml matavimo kolbutg ir miSinys praskiedziamas pariigStintu metanoliu iki
zymes. MiSinys nufiltruojamas svirk$tu ir supilamas j gintarinés spalvos buteliukus saugojimui.
Iki naudojimo gauti ekstraktai patalpinami j Saldiklj. Prie§ atliekant chromatografing analize,
paimamas 1 ml ekstrakto ir supilamas } kitg buteliuka, kuris neSamas garinimui azoto dujomis,
siekiant 18gryninti turimg ekstrakta. Atlikus iSgarinimg, ekstraktas praskiedZiamas

chromatografinio grynumo metanoliu ir filtruojamas j chromatografinius buteliukus.

ESCh-MS chromatografiné analizé buvo atlickama remiantis Waters Acquity sistema,
sujungus ja su hibridiniu kvadrupoliniu — skriejimo laiko masiy spektrometru. Buvo naudojama
atvirksc¢iy faziy analitiné kolonélé, kurioje palaikoma 40 °C temperatiira. Sorbento daleliy dydis —
1,7 pum. Eliuenty sistema buvo sudaryta i§ (A) — 1% koncentracijos skruzdziy riigsties ir (B) — 100
% acetonitrilo. Eliucijos trukmé — 17 min, jleidziamo méginio taris — 2 pl. Kvadrupolinis skriejimo

laiko masiy detektorius veikeé neigiamos elektrinés jonizacijos rezZimu.

Chromatografiniy smaily identifikavimas atliktas pagal standartiniy junginiy masiy

spektrus, tokias pat eliucijos trukmes bei remiantis literatiiros duomenimis.
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Kiekybiné analizé buvo atlikta naudojant turimg komercinj cianidino-3-gliukozido
standartg. Buvo gaminami standartiniai 5000, 5600, 6700, 8300, 10000 ir 20000 ng/ml
koncentracijy tirpalai ir pagal gautus chromatografinius plotus braizoma kalibraciné kreivé pagal
ciandinido-3-gliukozida (8 pav.). Identifikuoty junginiy koncentracija apskai¢iuojama naudojant

kalibracinés kreivés lygt] bei remiantis tiriamojo méginio naudota mase bei iSeiga.

25000
y = 0.00688x + 518.602
E R?=0.9957
= 20000
[ =
.S,
‘Q
o
§ 15000
c
o
=
[}
S
S 10000
ey
3
o
b
2 5000
£
'c
©
8
O T T T T T 1
0 500000 1000000 1500000 2000000 2500000 3000000
Plotas

8 pav. Cianidino-3-gliukozido kalibraciné kreive

2.9. Statistiné analizé

Kiekvienam eksperimentui buvo skiriami 3 pakartojimai, diagramose pateikiant vidurkius
ir vidutines standartines paklaidas, apskaic¢iuotus Microsoft Excel 2013 kompiuterine programa.
Patikimumai skai¢iuoti SigmaPlot 11.0 kompiuterine programa, taikant Stjudento t-testa
nepriklausomoms imtims. Statistiskai patikimas skirtumas tarp lyginamy vidurkiy buvo laikomas,

kai p<0,05.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Kietafazés fermentacijos salygu optimizavimo rezultatai
3.1.1. B.megaterium augimo priklausomybé nuo mitybiniy faktoriy
40
35
30

25

20 :
II I
' I I I
0 B ile ik i ke

24 val 48 val 72 val 96 val

=
[¥y]

KSV x 10%/g
[y
L}

L

W Tirpalas 1 (KH2PO4, Na2HPO4, Madl, Triptonas)
Tirpalas 2 (Peptonas, Triptonas, NaCl)
M Tirpalas 3 (Peptonas, Triptonas, NaCl, KH2P0O4, NaH2PO04)

m Kontrolé (Distiliuotas H20)

9 pav. Bakterinio augimo priklausomybé nuo mitybiniy faktoriy

Eksperimentas parodé¢, jog B.megaterium kultiira augo tik su Tirpalu 3 (g/l: 5 Peptono, 5
Triptono, 5 NaCl, 9 KH2PO4, 1,5 NaH2PO4). Naudojant $ig mitybing terpe buvo stebimas
eksponentinis bakterinis augimas visa fermentacijos perioda. Buvo stebimas statistiskai
reik§mingas skirtumas po 48, 72 ir 96 val., lyginant su kitomis terpémis ir kontrole. Remiantis
gautais rezultatais, buvo nutarta eksperimentus testi naudojant biitent Sig terpe. Fermentacinio
periodo pabaigoje bakterinis skaicius iSaugo iki 35,82 x 10* KSV, tagiau tokia reikimé dar buvo
per maza, jog tai bty galima vadinti sékminga fermentacija, tod¢l pasirinkta toliau tirti kitus
faktorius. (8 pav. * - statistiSkai patikimas skirtumas, lyginant su Kitais tirpalais ir kontrole, kai

p<0,05)
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3.1.2. B.megaterium augimo priklausomybé nuo pH vertés terpéje
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10 pav. Bakterinio augimo priklausomybé nuo pH vertés terpéje

Priklausomybés nuo pH tyrimas (9 pav.) parodé¢, jog aronijy iSspaudose B.megaterium
bakteriné kulttira geriausiai augo terpés pH vertei esant neutraliai arba lengvai Sarminei. Terpéje
su pH=7.0 bakterijy skai¢ius isaugo iki 942,22 x 10* KSV po fermentacinio periodo, o terpéje su
pH=8.0 — iki 1088 x 10* KSV. Buvo stebimas statistiikai reik§mingas bakterinio augimo
skirtumas pH vertéms esant 7.0 ir 8.0, lyginant su rigstinémis pH vertémis. Taip pat, B.
megaterium KSV skai¢ius pH=8.0 terpéje statistiskai reikSmingai skirési sulyginus su pH=7.0
terpés skai¢iumi. Dar labiau padidinus pH vertg, tai yra, Sarminant terpe, lémé bakterinio skaiciaus
nukritimg iki 0. Rezultatai sutampa su literatiiroje esan¢iais duomenimis, teigianciais, jog Bacillus
gentis geriausiai auga pH vertei esant 7.0-8.0. Tolimesnei tyrimy eigai buvo pasirinkta pH
privedinéti iki 8.0 vertés. (9 pav. * - statistiSkai patikimas skirtumas, lyginant su pH=3.0 ir
pH=5.0, kai p<0,05; # - statistiskai patikimas skirtumas, lyginant su pH=7.0, kai p<0,05)
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Bakterinio skaiciaus iSaugimas kartais

3.1.3. Priklausomybé nuo substrato ir bakterinio inokulumo tiirinio santykio bei rotacijos
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11 pav. Bakterinio augimo priklausomybé nuo turinio substrato ir bakterinio inokulumo santykio (A) ir
rotacijos (B)

Rezultatai tiriant B. megaterium augimo priklausomybe nuo substrato ir inokulumo tiirinio
santykio (10 pav. A) parodé, jog santykinis skirtumas neturi jtakos bakteriniam augimui. Po
fermentacinio periodo (96 val.) visy tiriamyjy méginiuose bakterinis skaicius iSaugo vidutiniskai

37 kartus, statistiskai reik§mingo skirtumo tarp méginiy nebuvo.

Rotacijos tyrimo rezultatai (10 pav. B) taip pat neparodé¢ statistiskai reikSmingo skirtumo
tarp meginiy, buvusiy ant rotacinés purtykles, bei jprastomis saglygomis, t.y. termostate inkubuoty,
fermentuoty méginiy. Remiantis nauja literatira (20), rotacija turéty padidinti substrato
homogeniskuma ir geresnj deguonies perdavimg mikroorganizmui, taciau Siuo atveju Sie efektai

rezultatuose neatsispind¢jo.

37

96 val



3.2. Kietafazés fermentacijos jtaka ekstrakty iSeigoms

Fermentuotas Fermentuotas

» Ekstraktas = Liekana » Ekstraktas = Liekana

Kontrole Kontrolée

Etanoliniai ekstraktai

Vandeniniai ekstraktai

» Ekstraktas = Liekana = Ekstraktas = Liekana

12 pav. Kietafazés fermentacijos jtaka etanoliniy (A) ir vandeniniy (B) ekstrakty iseigoms

IvykdZzius aronijy iSspaudy kietafaze fermentacija buvo atliekamos etanoliné ir vandeniné
ekstrakcijos bei apskai¢iuojamos ekstrakty iseigos. Etanolinés ekstrakcijos rezultatai (11 pav. A)
parodé, jog kietafazé fermentacija jtakos ekstrakto iSeigai neturéjo — fermentuoto ir kontrolinio
méginio ekstrakty iSeigos buvo apie 45%, lyginant su pradine substrato mase. Atlikus vandening
ekstrakcija, fermentuoto méginio ekstrakto iSeiga buvo beveik dvigubai didesné nei kontrolinio
(11 pav. B). Tokj rezultatg buty galima sieti su literatiroje aptariamu Bacillus genties potencialu
kietafazéje fermentacijoje (29,31,39), kai eksperimentiniai modeliai taip pat yra paremti

vandenine ekstrakcija ir galutinio produkto praturtinimu fermentais.
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3.3. Bendras fenoliniy junginiy kiekis ekstraktuose
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13 pav. Bendras fenoliniy junginiy kiekis ekstraktuose po fermentacijos, isreikStas mg. galo rugsties
ekvivalentais (GRE) vienam gramui ekstrakto sausos masés (SM)

3.1. lentelé. Bendrojo fenoliniy junginiy kiekio parodymai mg GRE/g SM; RSD — vidutiné standartiné

paklaida

mg GRE/g SM = RSD

EtOH

H20

Atlikus bendrojo fenoliniy junginiy kiekio tyrima paaiskéjo, jog etanoliniuose ekstraktuose

junginiy kiekis buvo nuo 3 iki 6 karty didesnis nei vandeniniuose ekstraktuose. Kietafazé

fermentacija fenoliniy junginiy kiekiui etanoliniuose ekstraktuose jtakos neturéjo — ir
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fermentuotame, ir kontroliniame méginiuose buvo apie 3,5 mg. GRE/g. ekstrakto sausos masés.
Tuo tarpu vandeniniuose ekstraktuose, fermentuotame méginyje buvo beveik 3 kartus daugiau
fenoliniy junginiy. (12 pav. * - statistiSkai reikSmingas skirtumas, lyginant su vandeniniais
ekstraktais, kai p<0,05; # - statistiskai reikSmingas skirtumas, lyginant su kontroliniu méginiu, kai

p<0,05).

3.4. Antioksidacinio aktyvumo rezultatai

DPPH’ ABTS'™*

*
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EtOH H,0 EtOH H,0
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14 pav. Tiriamyjy méginiy antioksidacinio aktyvumo parodymai, naudojant DPPH" ir ABTS™

radikaly surisimo metodus. Rezultatai isreiksti mg. trolokso ekvivalentais (TE) vienam gramui ekstrakto
sausos mases (SM)
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3.2. lentelé. Antioksidacinio aktyvumo parodymai mg TE/g SM; RSD-vidutiné standartiné paklaida

mg TE/g SM£RSD

DPPH ABTS™

EtOH H20 EtOH H20
Fermentuotas Fermentuotas Fermentuotas Fermentuotas
46.08+0.68 8.06+0.88 15.36+0.23 3.78+0.2

Abiejy metody rezultatai parodé¢, jog etanoliniy ekstrakty antioksidacinis potencialas
yra keleta karty didesnis. Visuose fermentuotuose méginiuose antioksidacinis aktyvumas buvo

didesnis uz kontroliniy méginiy. Ekstraktai DPPH" radikalg suri$inéjo geriau, 0 etanolinis
ekstraktas po kietafazés fermentacijos DPPH modelinéje sistemoje tur¢jo didziausig radikalo

suri§imo geba (46,08+0,68 mg. TE/g. ekstrakto SM). Sis rezultatas statistiskai reik§mingai
skirési nuo kontrolinio méginio etanolinio ekstrakto, todél galima teigti, jog aronijy iSspaudy
kietafazé fermentacija naudojant B.megaterium padidina substrato radikaly suriSimo gebg ir
antioksidacinj aktyvumg visumoje. (13 pav. * - statistiSkai patikimas skirtumas, lyginant su
kontroliniu etanoliniu ekstraktu, kai p<0,05). Rezultatai i§ dalies sutampa su Dulf ir kt. (19)
atlikto tyrimo rezultatais, kai kietafazé fermentacija, naudojant Aspergillus niger ir Rhizopus
oligosporus padermes, padidino aronijy iSspaudy antioksidacinj aktyvumag bei praturtino

substrato biologiskai aktyviy medZziagy kompozicijq.
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3.5. Bendrasis antocianiny kiekis
Remiantis antioksidacinio aktyvumo parodymais bei literatiiros duomenims ir atlikty
eksperimenty rekomenduojama metodika, nuspresta tolimesniems antocianiny tyrimo

eksperimentams naudoti tik etanolinius ekstraktus.

3.3. lentelé. Bendrojo antocianiny kiekio tyrimo parodymai

Spektrofotometriniai parodymai

pH=1.0 pH=4.5

Rezultatai (mg cianidino-3-

520nm 700 nm 520nm 700 nm A gliukozido ekvivalentais/g
ekstrakto)

Fermentuotas 0.357 0.175 0.408 0.232 0.006 0.284 mg/g

Apskai¢iavus bendraji antocianiny kiekj kontroléje buvo gauta 7,849 mg., o
fermentuotame méginyje — 0,284 mg. cianindo-3-gliukozido ekvivalenty vienam gramui
ekstrakto. Tyrimo rezultatai atspindi tai, jog kietafazé aronijy iSspaudy fermentacija lemia
bendro antocianiny kiekio sumazéjima beveik iki neaptinkamo lygio (3.1. lentel¢). Dulf ir
kt. (19) aptaria tokj patj kietafazés fermentacijos efekta aronijy iSspaudoms naudojant

filamentiniy mikroskopiniy gryby kulturas.
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3.6. Antocianiny identifikavimas
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15 pav. ESCh-MS gautos chromatogramos, reprezentuojancios antocianiny aptikimq aronijy iSspaudose

Cianidin-3-gliukozidas
Cianidin-2-arabinozidas
Cianidin-3-ksilozidas

pries ir po kietafazés fermentacijos.

Atlikus antocianiny identifikacijos ESCh-MS tyrima, aronijy iSspaudose prie§ kietafaze
fermentacijg identifikuoti 4 antocianinai (3.4. lentelé) — cianidin-3-galaktozidas (27.676+3.87 mg/g
SM), cianidin-3-gliukozidas (2.391 mg/g SM), cianidin-3-arabinozidas (13.017+2.74 mg/g SM) ir
cianidin-3-ksilozidas (2.595+0.61 mg/g SM). Junginiy charakterizavimas buvo atlickamas remiantis
moksline literatira bei katedroje jau atliktais moksliniais tyrimais (12). Praleidus ekstrakta po kietafazés
fermentacijos paaiskéjo, jog kietafazé fermentacija antocianiny kiekj aronijy iSspaudose sumazina
iki nedetektuojamo lygio. Sie rezultatai taip pat sutampa su Dulf ir kt. (19) atlikta aronijy i§spaudy

kietafaze fermentacija ir gauty produkty charakteristikomis.
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3.4. lentelé. Identifikuoty junginiy aronijy iSspaudose pries fermentacijg charakteristikos;, RSD —
vidutiné standartiné paklaida

Kiekis mg/100g
. Formulé |Sulaikymo trukmé, min| Molekuliné masé, m/z SM+RSD
Junginys
Cianidin-3-galaktozidas | CyH2101n 5.2 449.1083 69.191+9.682
Cianidin-3-gliukozidas CzH21011 5.4 449.1076 5.979+1.162
Cianidin-3-arabinozidas | CaH19010 5.8 419.0974 32.545+6.856
Cianidin-3-ksilozidas C20H15010 6.5 419.0971 6.489+1.513
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4. REKOMENDACIJU DALIS

16 pav. Rekomenduojama principiné aronijy isspaudy apdirbimo kietafaze fermentacija technologiné
schema

Juodavaisiy aronijy uogos 1§ rezervuaro [1] patenka j plovimo bei atrinkimo sistemag
[2]. I§ ten, uogos keliauja | smulkinimo aparatg [3], i§ kurio susmulkintos patenka j suléiy
spaudimo sistema [4]. IS smulkinty uogy iSspaudus sultis, lieka didelis kiekis i§spaudy, kurios
talpinamos j smulkinimo ir dziovinimo sistemg [5], 1§ kurios patenka tiesiai j bioreaktoriy [9].
Pries patenkant j bioreaktoriy, valdymo blokas [6] reguliuoja iSspaudy pH ir temperatiirg. |
bioreaktoriy tiekiamas B.megaterium bakterinis inokulumas [7] ir i§ rezervuaro [8] yra

paduodamos mitybinés medziagos. Bioreaktoriuje atlikus kieatafazé fermentacija, medziagos
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yra tiekiamos | ekstrakcijos sistemg [11], 1 kurig i§ rezervuaro [10] yra paduodamas pastovus
kiekis etanolio, reikalingo ekstrakcijai atlikti. Gautas ekstraktas paduodamas j etanolio bei
vandens i§garinimo rotacine¢ sistemg [12]. Gauto sauso ekstrakto savybés toliau yra tiriamos

sukurtose modelinése sistemose [13].

Tai yra rekomenduojama principiné technologiné schema, kuri nubraizyta remiantis
projekto eksperimentine eiga bei gautais rezultatais ir padarytomis iSvadomis. Industriniame
lygmenyje, pasiekus didelj aronijy iSspaudy praturtinimg bioaktyviomis medziagomis
naudojant kietafaze fermentacija, technologiné schema galéty biti praple¢iama iki papildy ar

kito vartojamo produkto gamybos lygmens.
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ISVADOS

1. Kietafazés fermentacijos sglygy optimizavimo tyrimas parodé, jog B.megaterium bakterinis
augimas aronijy iSspaudose tiesiogiai priklauso nuo naudojamy mitybiniy medziagy ir pH vertés
terpéje.

2. Kietafaz¢ fermentacija padidina aronijy iSspaudy vandeninés, bet ne etanolinés ekstrakcijos
iSeigos dydj.

3. Kietafazé fermentacija tris kartus padidina bendrajj fenoliniy junginiy kiekj vandeniniuose
aronijy iSspaudy ekstraktuose. Etanoliniuose ekstraktuose bendrasis fenoliniy junginiy kiekis yra
apie 5 kartus didesnis nei vandeniniuose ekstraktuoste, ta¢iau kietafazé fermentacija reikSmingos

jtakos tam neturi.

4. Kietafazé¢ fermentacija padidina etanoliniy aronijy iSspaudy ekstrakty antioksidacinj
potencialg. Vandeniniy ekstrakty radikaly suriSimo geba yra maza ir kietafazé fermentacija tam

tiesiogines jtakos neturi.

5. Kietafazé fermentacija, naudojant B.megaterium, aronijy iSspaudose antocianiny kiekj
sumazina iki beveik neaptinkamo lygio. Sis efektas buvo identifikuotas ir pH diferenciniu, ir

ESCh-MS metodais.

3, 4 ir 5 i8vados i§ dalies sutampa su jau esama literatiira, kurioje analizuojamas kietafazés

fermentacijos jtaka aronijy isspaudoms (19).

Apibendrinant galima teigti, jog, optimizavus augimo salygas, B.megaterium bakterijos
yra tinkama mikroflora juodavaisiy aronijy i$spaudy kietafazei fermentacijai atlikti. Projekto metu
gauti rezultatai parodé nezymius skirtumus, todél negalima drasiai teigti, jog kietafazé
fermentacija reikSmingai praturtina aronijy iSspaudas bioaktyviais junginiais. Taciau tai jrodo
kietafazés fermentacijos, kaip modelinés sistemos, potencialg ir rySkesni pokyciai galimai galéty

biiti stebimi pritaikius §j metoda industriniame lygmenyje.
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