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Patvirtinu, kad mano, Riitos Vaicekauskaités, baigiamasis projektas tema ,,Aronijy (Aronia
melanocarpa) vogy iSspaudy ekstrakty pritaikymas mésos gaminiy kokybei pagerinti* yra parasytas
visiSkai savarankiSkai ir visi pateikti duomenys ar tyrimy rezultatai yra teisingi ir gauti sgziningai.
Siame darbe nei viena dalis néra plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar internetiniy $altiniy, visos
kity Saltiniy tiesioginés ir netiesioginés citatos nurodytos literatiiros nuorodose. Istatymy
nenumatyty piniginiy sumy uz $j darba niekam nesu mokéjes.

AS suprantu, kad iSaiSkéjus nesgziningumo faktui, man bus taikomos nuobaudos, remiantis

Kauno technologijos universitete galiojancia tvarka.
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SANTRAUKA

2015 metais Pasaulinei Sveikatos organizacijai (World Health Organization) perdirbtus
mésos gaminius priskyrus prie kancerogeniSsky zmogui medziagy grupés ir augant vartotojy
nerimui dél nenatliraliy maistiniy priedy sukeliamos Zalos neurologiniams procesams, ypac
augantiems vaikams, mokslininkai ir technologai pramonéje skiria didelj démesj nattraliy
pakaitaly, tarp jy ir uogy ekstrakty, paieskai.

Juodavaisiy aronijy (Aronia melanocarpa) uogos laikomos vienu i§ gausiausiy antocianiny
ir proantocianidiny 3altiniy. Sie polifenoliniai junginiai pasizymi stipriu antioksidaciniu
aktyvumu, intensyvia spalva (antocianinai yra pigmentas) ir galimai bakteriostatisku poveikiu.
Apie juodavaisiy aronijy iSspaudy ekstrakty antioksidacines savybes ir apie juose esancius
aktyvius junginius randama informacijos straipsniuose bei literatiiroje, todél Sio tyrimo metu
didesnis démesys buvo skiriamas antimikrobiniy savybiy ir poveikiui mésos gaminiy kokybés
rodikliams jvertinti.

Gauti tyrimy rezultati parodé, Aronia melanocarpa etanolinio ekstrakto poveikis Listeria
monocytogenes, Brochotrix thermospacta ir Pseudomonas putida bakterijy augimui kiaulienos
mésainiuose buvo bakteriostatiSkas viso tyrimo metu, o pienarfig§téms ir aeorobinéms
mezofilinéms bakterijoms — nuo 7 tyrimo dienos. Tyrimy metu taip pat nustatyta, kad Aronia
melanocarpa etanolinis ekstrakts patogenines Listeria monocytogenes bakterijas termiskai
apdorotame kumpyje veiké bakteriostatiskai iki 15 tyrimo dienos ir prailgino bakterijy
prisitaikymo (lag) fazg 1 savaite. Aerobinéms mezofilinéms bakterijoms bakteriostatinis poveikis
buvo iki 34 tyrimo dienos — didziausias bakterijy skirtumas tiriamajame ir kontroliniame
mikroorganizmy méginyje buvo uzfiksuotas 22 tyrimo dieng — Ig 2,92 ksv/g. Remiantis gautais
rezultatais, galima teigti, kad aronijy iSspaudy etanolinio ekstrakto 2% koncentracijos priedas
kiaulienos mésainiuose bei termiskai apdorotame kumpyje turi bakteriostatiska poveikj visoms
tirtoms bakterijoms ir gali prailginti mésainiy galiojimo laikg 5 dienomis bei taip pagerinti mésos

pusgaminiy ir gaminiy sauga.
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SUMMARY

In 2015s World Health Organization declared that products of processed meat are
carcinogenic. As growing concern of consumers about the damage caused by unnatural nutritional
supplements to neurological processes, especially for growing children, scientists and
technologists in the industry place great emphasis on natural substitutes, including the research of
berries extracts.

Black chokeberries are considered one of the most abundant sources of anthocyanins and
proanthocyanidins. These polyphenolic compounds exhibit strong antioxidant activity, intense
coloration (anthocyanins are pigments) and potentially bacteriostatic effects. There are a lot
information about the antioxidant properties of extracts of black currant extracts and their active
compounds in the literature and articles, and because of it , more attention in this study was paid
to assessing the quality of antimicrobial properties and the effect it has on quality of meat products.

The results of the research showed that the effect of ethanolic extract of black chokeberries
on the growth of Listeria monocytogenes, Brochotrix thermospacta and Pseudomonas putida
bacteria in pork burgers was bacteriostatic during all studies and for lactic acid and aortic
mesophilic bacterias from day 7 of the study. The study also found that the effect of ethanolic
extract of Aronia melanocarpa was bacteriostatic to pathogenic Listeria monocytogenes bacteria
in a heat-treated ham till day 15 and prolonged the lag phase for 1 week. The effect of berries was
bacteriostatic to aecrobic mesophilic bacteria was till 34 day - the highest bacterial difference in the
control and control sample of microorganisms was observed on the 22 day of study - Ig 2.92 cfu/
g. Based on the results obtained, it can be argued that the additive of 2% black chokeberry extract
in pork burgers and heat-treated ham has a bacteriostatic effect on all tested bacteria and can extend

the shelf life for 5 days for burgers and thus improve the safety of meat preparations and products.
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SANTRUMPU SARASAS

KSV — kolonijas sudarantys vienetai

EE — etanolinis ekstraktas

VE — vandeninis ekstraktas

L. monocytogenes — Listeria monocytogenes

P. putida — Pseudomonas putida

B. thermosphacta — Brochothrix thermospacta
C. jejuni — Campylobacter jejuni

Lc. mesenteroides — Leuconostoc mesenteroides

W. viridescens — Weisella viridescens



JZANGA

2015 metais Pasauliné Sveikatos organizacija (World Health Organization) perdirbtus
meésos gaminius priskyré prie kancerogenisky zmogui medziagy grupés. Apie kancerogeniskus
junginius, susidarancius apdorojant mésa aukStoje temperatiiroje Zinoma gana seniai (nuo 1975
m.), taciau S§is oficialus priskyrimas paskatino daryti naujus bandymus ieSkant natiiraliy priedy
galin¢iy sumazinti perdirbtos mésos kancerogeninj poveiki. Pagrindinés priezastys, kodél perdirbti
mésos gaminiai yra laikomi kancerogeniskais — N-nitrozoaminy susidarymas gamybos metu
receptiiroje naudojant nitritus bei taikant auksta temperatiirg technologinio apdorojimo metu bei
policikliniai aromatiniai angliavandeniliai, susidarantys rukymo bei terminio apdorojimo metu (1,
2). Kai kurie heterocikliSki aminai, susidarantys meésoje terminio apdorojimometu taip pat
priskiriami kancerogeniSkiems junginiams (1).

Natrio nitritas naudojamas perdirbty mésos gaminiy receptiroje dé¢l savo skonio, spalvos
stabilizavimo savybiy ir antibakterinio aktyvumo savybiy (3). Technologai ir mokslininkai,
siekdami sukurti sveikesnius produktus, ieSko nattiraliy priedy, kurie galéty atlikti analogiskas
nitritui funkcijas. Siame darbe tikrinama hipotez¢, kad juodavaisiy aronijy (4ronia melanocarpa)
iSspaudy ekstraktas, kuriame yra daug polifenoliniy antioksidanty, galéty biiti mésos saugg ir
kokybe pagerinanciu natiiraliu priedu. Juodavaisiy aronijy uogos laikomos vienu i§ gausiausiy
antocianiny ir proantocianidiny $altiniy. Sie polifenoliniai junginiai pasizymi stipriu
antioksidaciniu aktyvumu (4), intensyvia spalva (antocianinai yra pigmentas) ir galimai
bakteriostatisku poveikiu. Apie juodavaisiy aronijy iSspaudy ekstrakty antioksidacines savybes (4)
ir apie juose esancius aktyvius junginius (5) randama informacijos straipsniuose bei literatiiroje,
todel Sio tyrimo metu didesnis démesys buvo skiriamas antimikrobiniy savybiy ir poveikiui mésos
gaminiy kokybés rodikliams jvertinti.

Sio darbo tikslas — jvertinti juodavaisiy aronijy ispaudy ekstrakty (vandeninio ir etanolinio)
pritaikymo galimybes mésos gaminiams, siekiant pagerinti jy saugg ir kokybg.

Sio darbo uzdaviniai:

1. Istirti aronijy iSspaudy vandeninio ir etalinio ekstrakty antimikrobines savybes prie§
Leuconostoc mesenteroides, Weissella viridescens, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas putida, Brochothrix thermosphacta, Campylobacter jejuni
bakterijas.

2. Istirti terminio apdorojimo poveikj aronijy iSspaudy ekstrakto antimikrobinéms

savybéms pries Listeria monocytogenes.



3.

I8tirti Aronia melanocarpa etanolinio ekstrakto poveiki Listeria monocytogenes,
Brochotrix thermospacta, Pseudomonas putida ir aerobiniy mezofiliniy bakterijy
augimui mésos istraukoje.

I8tirti Aronia melanocarpa etanolinio ekstrakto poveiki Listeria monocytogenes,
Brochotrix thermospacta, Pseudomonas putida, pienariig§¢iy ir aerobiniy
mezofiliniy bakterijy augimui kiaulienos mésainiuose.

I8tirti Aronia melanocarpa etanolinio ekstrakto poveiki Listeria monocytogenes,
pienariig§¢iy ir aerobiniy mezofiliniy bakterijy augimui termiskai apdorotame

kiaulienos kumpyje.
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LITERATUROS APZVALGA

1.1 Juodavaisés aronijos

Juodavaisés aronijos (lot. Aronia melanocarpa, angl. Black chokeberry) yra iki 3 metry
uzaugantis daugiametis kriimas, priklausantis erskétiniy augaly Seimai (Rosaceae) (6). Tai Sviesa
meégstantis, Sal¢iui atsparus, dirvai nereiklus kriimas. Lapai — elipsés formos su trumpa, smailia
vir§iinéle, kuriuose gausu antocianiny. Ziedai dvily¢iai, ské¢io pavidalo Ziedynuose. Atskiri ziedai
yra apie 1-1,5 cm skersmens. Vaisiai sunoksta rugpjii¢io — rugséjo ménesj, yra beveik rutuliski
arba Siek tiek pailgi, juodos ar juodai purpurinés spalvos su melsvu apnasu. Minkstimas rausvas,
rugsStaus bei kartaus skonio, dél kurio greiiausiai ir gavo savo pavadinimg (angl. choke —
uzspringti, paspringti) (7). Kiekvienoje uogoje btina apie penkias smulkias, pailgas ir rusvas

séklas. Sis augalas buvo i§vestas Siaurés Amerikoje (6).

1 pav. Juodavaisés aronijos

Veikliosios medZziagos uogose, ju panaudojimas. Juodavaisése aronijose yra daug
skirtingy maistiniy cheminiy medziagy: baltymy (iki 0,7 g/100 g $vieziy uogy (SU)) (8),
lastelienos (iki 5,62 g/100 g SU), cukry nuo 16 iki 18% SU, riebaly (iki 0,14 g/100 g SU),
organiniy riigs¢iy (1-1,5%), mineraliniy medziagy (iki 440 mg/100 g), vitaminy (B1, B2, Bs, C,
niacino, pantoteno rugSties) ir kity fitochemikaly (karotinoidy ir polifenoliniy junginiy:
antocianiny, proantocionidiny ir flavonoliy (9)). Cheminés medZiagy sudéties duomenys

apibendrinti 2 pav. ir 1 lenteléje.
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Skaidulinés med21ag/

Cukrai

Riebalai

Baltymai

e

Juodvaisés aronijos

T

/

Fitochemikalai, teigiamai
veikiantys sveikatg:

~

Mineralai

Vitaminai
Karotinoidai

Fenoliai (antocioninai,
proantocionidinai, ﬂavonoli@

Organingés ragstys

2 pav. Cheminés medziagos, esancios juodavaisése aronijose

1 lentelé. Svieziy aronijy uogy cheminé sudétis

Medziaga Kiekis $vieziose uogose
Gliukoz¢ ir fruktoze 66-176 g/kg
Skaidulinés medziagos 56 g/kg
Riebalai 0,14%
Proteinai 0,7%

Vitaminas C

13-270 mg/kg

Vitaminas B 180 pg/kg
Vitaminas B> 200 pg/kg
Vitaminas Bs 280 ng/kg
Niacinas (vitaminas B3) 3000 pg/kg
Pantoteno raigstis (vitaminas Bs) 2790 pg/kg
Tokoferoliai 17,1 mg/kg
Vitaminas K 242 pg/kg
Karotinoidai 48,6 mg/kg
Natris 26 mg/kg
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Medziaga Kiekis $vieziose uogose
Kalis 2180 mg/kg
Kalcis 322 mg/kg
Magnis 162 mg/kg
Gelezis 9,3 mg/kg
Cinkas 1,47 mg/kg
Citrinos ruigstis 2,1 g/lkg
Polifenoliai junginiai 2010-6902 mg/g

Juodavaisése aronijose yra didelis kiekis sveikatai svarbiy polifenoliy: antocianiny ir
proantocionidiny (10). Jie rekomenduojami mityboje, kaip apsauga nuo didelio tankio lipoproteiny
oksidacijos, kurie pernesa cholesterolj i§ audiniy i kepenis, o maisto pramonéje jie galéty biiti
pritaikyti, siekiant apsaugoti produktus nuo oksidacijos bei norint padidinti jy mitybing verte.

Antocianinai — vandenyje tirpls pigmentai, kurie, priklausomai nuo pH vertés, gali buti
raudoni, violetiniai arba mélyni. Jie priklauso fenoliniy junginiy grupei, augaluose dazniausiai
biina gliukozidy pavidalu. Nustatyta, kad antocianinai apsaugo nuo nutukimo, diabeto, Sirdies
kraujagysliy ligy bei gerina kognityvines funkcijas — gebé&jima gauti, jvertinti, jsisavinti ir atkurti
tam tikrg informacija) (11). Toks poveikis i§ dalies siejamas su antocianiny dideliu antioksidaciniu
pajégumu, o jy poveikj galima tiksliau nusakyti nagrin¢jant molekulinius mechanizmus, tokius
kaip: laisvyjy radikaly inaktyvavimas, radikaly susidarymo procesy ir peroksidaciniy fermenty
slopinimas, antioksidaciniy fermenty aktyvacija (12).

Proantocianidinai buvo placiai tirti dél jy teigiamo poveikio Sirdies ir kraujagysliy ligoms.
Nustatyta, kad reguliariai saikingai vartojant daug proantocianidiny turin¢iy maisto produkty,
tokiy kaip raudonasis vynas ir kakava (Sokoladas), sumaz¢ja kraujo spaudimas ir atsparumas
insulinui (13). Aronijos ekstraktas yra tamsiai raudonos-violetinés spalvos,kai pH btna iki 3,2 ir
yra naturali alternatyva sintetiniams dazikliams. Esantis vartotojy nerimas dél nenatiiraliy
maistiniy priedy sukeliamos zalos neurologiniams procesams, ypa¢ augantiems vaikams, skatina
maisto pramone ieskoti natiiraliy pakaitaly (14), tarp jy ir uogy ekstrakty. Dél juodavaisiy aronijy
suteikiamos spalvos ir antioksidaciniy savybiy jos placiai naudojamos vyno, dziovinty zoleliy

arbaty, jogurty bei suléiy kokteiliy gamyboje.
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1.2 Juodavaisiy aronijy poveikis sveikatai

Kaip jau minéta, Aronia melanocarpa (juodavaisés aronijos) uogos yra didziausias fenoliniy
junginiy Saltinis, ypac anticianiny (15) . Yra paskelbta nemazai tyrimy, irodanciy, kad aronijy
vartojimas gali turéti teigiama antikancerogeninj, antimutageninj, prieSuzdegiminj, antioksidacinj,
antimutageninj bei antidiabetinj poveik], stiprinti kepeny ir Sirdies veikla. Pavyzdziui, reguliarus
aronijy sul¢iy naudojimas sumazina oksidacinio streso zalg (16) kuris yra vienas i§ pagrindiniy
veiksniy, pazeidzianciy kraujagysles ir Sirdj.

¢ Antidiabetinis poveikis. Proantocianidinas, esantis juodavaisése aronijose skatina
gliukozeés patekimg | raumeny Iasteles, kartu mazindamas gliukozeés kieki kraujyje bei gliukozés
panaudojimg energijos gamybai. Jis sustiprina insulino veikima, todél kasai jo reikia iSskirti
maziau.

o Sirdies bei kraujagysliy stiprinimas. Daugelio epidemiologiniy moksliniy tyrimy metu
buvo nustatyta, kad Aronia melanocarpa uogose esantys polifenoliniai junginiai stiprina
kraujagysles bei maZzina rizikg susirgti Sirdies bei kraujagysliy ligomis(17).

® Antikancerogeninis poveikis. Tyrimuose nustatyta, kad juodavaisés aronijos ekstraktas
stimuliuoja zmoniy zarnyno vézio HT-29 lasteliy apoptoze (apoptozeé — genetisSkai uzprogramuota,
reguliuojama lasteliy ir jos komponenty zutis degradacijos budu) ir taip mazina Zzarnyno vézio
rizika (18).

® Antimutageninis aktyvumas. Antocianinai 1§ juodavaisés aronijos uogy rodo
antimutageninj poveikj in vitro, kuriy pagrindiné savybé gali biiti neutralizuoti laisvuosius
radikalus, slopinti fermentus, kurie yra atsakingi uz promutageninj aktyvuma (19).

e Antioksidacinis aktyvumas. Antocianinai priklauso didelei polifenoliy grupei -
flavonoidams. Jie yra — stipriai veikiantys antioksidantai, kurie sugeba efektyviai neutralizuoti
laisvuosius radikalus ir nutraukti grandining reakcija (20).

Aronijy iSspaudos- atlieka. Remiantis Lenkijos nacionaliniu statistikos departamentu, Sioje
Salyje kiekvienais metais perdirbama apie 50 000 tony aronijy. Spaudziant sultis gaunamas didelis
kiekis i§spaudy, kurios dazniausiai laikomos atliekomis ir iSmetamos. Taip ne tik nepanaudojamos
naudingos medziagos esancios jose, bet ir sukeliama aplinkosaugos problemy. Dél to mokslininkai
pastaruoju metu skiria dideli démesj biologiskai aktyviy medziagy iSgavimui ir panaudojimui ne
tik i§ aronijy, bet ir i$ aronijy iSspaudy (4,5).

Apskritai, visy bioaktyviyjy junginiy i$ nattraliy Saltiniy gavyba ir panaudojimas maisto
produktuose susilaukia vis daugiau démesio moksliniu lygmeniu (daugéja straipsniy $ig tema) ir

gamybiniu (rinkoje daugéja produkty su biologiSkai aktyviais priedais — funkcinio maisto).
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Funkcinis maistas paprastai apibréziamas kaip produktas, kuris be energijos ir maistingumo gali
suteikti papildomos fiziologinés naudos vienai ar daugiau organizmo funkcijy ir taip pagerinti
vartotojo sveikatg arba sumazinti ligos rizikg. Funkcinis maistas gali buti:

e Natliralus maistas, kuriame vieno i§ komponenty didesnis kiekis gaunamas nattiraliu bidu
sukuriant specialias auginimo sglygas.

e Maistas, kuriame pridétas vienas i§ komponenty siekiant pagerinti vartotojo sveikata
(pavyzdziui, pasirinkty probiotiniy bakterijy pridé¢jimas, kuriy teigiama nauda Zzarnynui ir
virS§kinimui nustatyta).

e Maistas, i§ kurio paSalintas zalingg poveikj sveikatai turintis komponentas (pavyzdziui,
sociyjy riebaly riig§¢iy kiekio sumazinimas produkte).

e Maistas, kuriame yra chemiskai modifikuotas komponentas siekiant pagerinti vartotojo
sveikata (pavyzdziui, hidrolisuotas baltymas kiidikiy maiste norint sumazinti alergijy rizika).

e Maistas, kuriame pagerintas vieno i§ komponento biologinis pasisavininimas.

1.3 Ekstrakcijos budai

Remiantis kity mokslininky atliktais tyrimais galima teigti, kad daug svarbiy maistiniy
medziagy, ypa¢ uogy sienelése esanciy fenoliniu junginiy, gamybiniy procesy metu lieka
augalinés kilmés Salutiniuose produktuose (iSspaudose) ir gali buti iSskiriami taikant tradicinius
(pvz., Soksleto, rugstine, kiety medziagy, skys¢iy ekstrakcija, alkoholinj nusodinimg ir kt.) ir
novatoriskas ekstrahavimo ir frakcionavimo technologijas, pvz., ekstrahavimg superkriziniais
skyscéiais (pavyzdziui, anglies dioksidu (SFE-CO.)), suspaustais tirpikliais, impulsiniu elektriniu

lauku, ultragarsu arba mikrobangomis (21).

1.3.1 Ekstrakcija superkriziniais skysciais (angl. Supercritical Fluid Extraction

SFE)

Tradiciniai ekstrakcijos metodai organiniais tirpikliais reikalauja daug laiko, jiems reikia
palyginti didelio kiekio tirpiklio, lieka toksiskos tirpiklio liekanos ekstrakte, o del Silumos gali
vykti nesoCiyjy junginiy degradacija. D¢l $iy priezasciy pradéta ieskoti naujy ekstrakcijos metody,

kuriy trukmé ir organiniy tirpikliy sgnaudos biity mazesnés ir nelikty toksisky tirpikliy.
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Superkriziniy skysc¢iy ekstrakcija turi jvairiy privalumy lyginant su tradiciniais metodais: Zemos
temperattiros naudojima, mazg energijos sunaudojimg ir auksta produkto kokybe, nes ekstraktuose
néra tirpiklio. Superkritiniy skys€iy ekstrakcija, tai procesas, kurio metu vieni komponenetai
atskiriami nuo kity naudojant superkritinius skyscius kaip ekstrahuojantj tirpiklj. Skystis yra
superkritiniame biivyje tada, kai jo temperatiira ir slégis yra vir$ kritinio tasko.

Anglies dioksidas (COz) yra dazniausiai naudojamas suslégtas skystis tokio tipo ekstrakcijai,
nes jis yra netoksiskas, nesprogus, pigus, lengvai prieinamas ir pasalinamas i§ produkto bei turi
vidutines kritinés savybes (kritiné temperatiira = 31,1°C, kritinis slégis = 7,38 MPa). SFE-CO
technologijos aplinkosaugos privalumas yra tai, kad CO; paprastai pripazjstamas kaip saugus
(GRAS) tirpiklis. SFE technologijos trilkumai yra jrangos kaina ir didelés investicinés sgnaudos.

3 paveikslélyje pavaizduota superkritiniy skys¢iy ekstraktoriaus schema (21).
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3 pav. Superkritiniy skys¢iy ekstraktoriaus schema: TK-101: CO2 talpa, RU-101: Saldymo jrenginys, P-101:
auksto slégio siurblys, E-101: CO2 atvésintuvas, E-102: CO2 $ildytvas, R-101: ekstraktorius, R-102: separatorius,

PI:slégio matavimo ir reguliavimo jrenginys, TIC: temperatiiros matavimo ir reguliavimo jrenginys.

1.3.2 Ekstrakcija suspaustais tirpikliais (angl. Pressurized liquid extraction — PLE)

Ekstrakcija suspaustais skysciais (PLE) — tai metodas, skirtas kietiems arba pusiau kietiems
bandiniams ekstrahuoti naudojant organinius tirpiklius ar vandenj. Ekstrakcija vykdoma

ekstrahentg iSlaikant skystoje agregatingje buisenoje — dél to ekstrakcija vykdoma padidinto slégio
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ir temperatiiros aplinkoje. PLE yra unikali tuo, kad ekstrahavimas atliekamas greitai ir naudojant
maziau tirpikliy, palyginti su tradiciniais ekstrakcijos metodais. Pavyzdziui, PLE gali sumazinti
ekstrahavimo laikg iki 20 minuc¢iy vienam bandiniui, kuomet naudojant Soksletg ta pati ekstrakcija
gali uztrukti kelias valandas. Taip pat, naudojant §j ekstrakcijos biida, galima sumazinti tirpiklio
suvartojimg iki 30 ml vienam méginiui (priklauso nuo mases).

PLE prietaisai veikia pagal bendra veikimo principa. Ekstrakcijos celé, kurioje yra méginys,
ikeliama  laikiklj, o siurblys perneSa ekstrahuojantj tirpiklj i cel¢ i§ rezervuaro. Tuomet inde
padidinamas slégis ir jis pasildomas iki nustatytos temperatiiros. Ekstrakcijos celése temperatiira
ir slégis pakyla auksc¢iau aplinkos lygio, o karstas tirpiklis padidina analitiniy medziagy ekstrakta
1§ matricos. PLE sistemos yra suprojektuotos taip, kad tirpiklis tekeéty per ekstrahavimo kamerg ir
biity surenkamas | butelj ar vamzd;j srauto tako gale. Kai ekstrakcija baigta, ekstrahavimo cele
pripildoma azoto dujomis, kad pasalinty likutinj tirpiklj, o surinktas ekstraktas paruostas tirpiklio

pasalinimui ir analizei (21).

1.3.3 Ekstrakcija Soksleto aparatu

Analiz¢je Soksleto metodas yra dazniausiai naudojamas biuidas lipidams i§ maisto produkty
iSgauti. Pirmakart jis buvo sukurtas siekiant jvertinti riebaly kieki piene. Pagal Soksleto procediirg
aliejus ir riebalai i$ kietos medziagos ekstrahuojami pertraukiamos perkolacijos. Tam naudojamas
organinis tirpiklis - dazniausiai heksanas arba petroleteris, su griztamuoju Saldytuvu specialioje
stiklingje. Tiksliniy junginiy iSgavimas priklauso nuo tirpiklio pasirinkimo.

Soksleto ekstrakcija yra priimtinas biidas riebalams i§ mésos méginiy iSgauti. Nors tai yra
paprasta ir patikima technika, egzistuoja truikumy, susijusiy su Soksleto ekstrakcija, pavyzdziui,
ilgas méginio dziiivimo ir ekstrahavimo laikas, automatizavimo stoka ir didelis tirpiklio

sunaudojimo kiekis vienam bandiniui (21).

1.4 Meésos suvartojimas ir gaminiy kokybe mazinantys veiksniai

Pagal arptautinés Maisto organizacijos (Feed International) duomenis, 2015-2025 metais
mésos suvartojimas pasaulyje augs 23%. Maistiniy medziagy atzvilgiu, mésa yra nepakei¢iamy
amino rugsciy ir kai kuriy mineraly (gelezies, seleno) Saltinis. Taip pat, joje yra gausu baltymy ir

mazai angliavandeniy — dél to ji turi mazg glikemijos indeksa (22).
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Svarbiausi veiksniai, turintys jtakos SvieZios mésos kokybei ir galiojimo laikui —
mikrobiologinis gedimas bei oksidacija. Dél to, mokslininkai ir technologai pramonéje skiria

didelj démes; Siy procesy sustabdymui ir padariniy valdymui.

1.5 Mesos mikrobiologinis gedimas

Pagrindinés mésos mikrobiologinio gedimo priezastys yra bakterijos, reciau pelésiai ir kiti
mikroorganizmai. SvieZia mésa turi baktericiniy savybiy, todél tokioje mésoje bakterijos dauginasi
létai. Bakterijy dauginimasis mésoje priklauso nuo daugelio dalyky: temperatiiros (esant Zemai
temperatiirai mikroorganizmy néra aktyvis), drégmés ir osmosinio slégio (kuo mazesné drégme,
tuo mikrobiologinis aktyvumas mazesnis), pH (bakterijy dauginimuisi optimaliausia neutrali arba
Sarminé terpé), vandens aktyvumas (bakterijy kiekis proporcingai did¢ja, didéjant vandens
aktyvumui), oksidacijos redukcijos potencialo (jam mazéjant mikroorganizmy kiekis didéja),
atmosfera ir aukstas slégis.

D¢l meésos baktericidiniy savybiy ir susidariusios apdzitivusios plévelés pradzioje
mikroorganizmai dauginasi 1étai. Yra iSskiriamos keturios bakterijy augimo fazés: lag, log,
stacionari ir mirties.

e Lag faze vadinamas laikas, kai bakterija prisitaiko prie terpées, lastelés beveik nesidalija ir
yra didelis metabolinis aktyvumas — sintetinami fermentai ir kitos medziagos leidziancios
prisitaikyti prie naujy salygy.

e Log fazés (eksponentinio augimo) metu bakterinés lastelés intensyviai dalinasi — augimo
kreivéje ji Zymima kylanéia tiese. Sios fazés metu lastelés yra labiausiai metaboliskai aktyvios.

e Stacionari fazé — etapas, kai augimas pradeda lététi, naujy lasteliy kiekis susilygina su
mirStanciyjy ir populiacijos kiekis stabilicuojasi

e Mirties faz¢ — etapas, kai mir§taniy lasteliy yra daugiau nei naujy lasteliy. Si fazé trunka
tol, kol populiacija labai sumaZzéja ar visiskai iSmirsta (23).

Kaip jau minéta, daugiausia gedimg mésoje sukelia bakterijos, reciau pelésiniai grybai ir kt.
Bakterijos sukelian¢ios gedima meésoje: Brochothrix thermosphacta, Carnobacterium spp.,
Enterobacteriaceae, Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Pseudomonas spp., Shewanella
putrefaciens Leuconostoc spp. ir Weissella viridescens. Pagrindiniai gedimo indikatoriai —
pasalinis nepageidaujamas kvapas, skonis, taip pat spalvos pokytis bei susidarancios dujos,
maze¢jantis mésos pH (24). Dauguma $iy bakterijy pasizymi proteolitiniu bei lipolitiniu aktyvumu
tod¢l besidaugindamos sukelia baltymy ir riebaly pokycius. Dél jy veiklos susidaro lakieji

junginiai. Zemoje temperatiitoje mikroorganizmy biocheminé veikla keidiasi, gali kauptis ne
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rigstys, o polisacharidai ir produktas apgleivéja. Be to, mikroorganizmy isskirti fermentai Zemoje
temperattiroje iSsilaiko ilgiau uz pacius mikroorganizmus, pvz, Pseudomonos fluorescens,
fermenty aktyvumas 0°C temperatiiroje iSsilaiko 2 minutémis ilgiau. Patogeniniai
mikroorganizmai, tokie kaip Listeria monocytogenes, Salmonella spp. ir E.coli 0157:H7, gebantys
augti mésoje, gali sukelti ligas, ne tik jei jie bus suvartoti patys bei ir tam uZtenka ir jy pagaminty
toksiny.

Mielés, aptinkamos mésoje, nepajégia nukonkuruoti bakterijy ir néra reikSmingos jos
gedimui, nebent mésa biity apdorota bakteriostatine medziaga (konservantu), pvz., sulfitu, kuriam
mielés atsparesnés nei bakterijos.

Meésos gedimo poZzymius ir seka galima apibiidinti nagrinéjant anaerobinés bakterijos
Clostridium welchii sukeliamus biocheminés veiklos padarinius. Pirmiausia, mésos pavirsiuje
iSsiskiria drégmé — mikroorganizmas iSskiria kolagenaze (fermenta, ardantj kolagena), kuri
hidrolizuoja jungiamajj audinj ir sukelia jo irimg. Sj reiskinj lydi dujy gamyba. Laisvos amino
rugstys reaguoja su diaminaze, iSskiriamas vandenilis, anglies dioksidas ir amoniakas, o jei yra
glikogeno jis fermentuojamas iki acto arba sviesto riigsties. Sie reiskiniai yra lydimi gedimo kvapo
ir nemalonaus skonio. Kitas, Clostridium Welchii gaminamas fermentas dekarboksilina histiding
iki histamino, kuris turi jtakos membrany pralaidumui. Tam tikras kiekis §iy anaeorobiniy
bakterijy pagamina hialuronidaz¢ (fermenta, dar vadinama mucinaze), kuris atakuoja
mukopolisacharidus taip didindami didesnj mikroorganizmy jsiskverbimg j audinius. Papildomai
prie $iy veiksmy, kurie yra Zalingi vartotojui, Clostridium Welchii mésoje gamina toksinus. Jy
suvartojimas gali baigtis hemolize (tai — eritrocity irimas ir hemoglobino iSsiskyrimas i§ jy i

aplinkinius audinius), audiniy lasteliy irimu, infekcija ir mirtimi (24).

Tyrime naudotos natiiraliai mésai gendant susidarancios pienartigstes (Waisella viridescens,
Leuconostoc mesenteroides), gedima sukeliancios (Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas

putida) bei patogeninés (Campylobacter jejuni ir Listeria monocytogenes) bakterijos.

1.5.1 Pieno rugsties bakterijos

Pieno riigsties bakterijos yra didelé grupé mikroorganizmy, susijusiy su maisto pramone. Jie
naudojami tokiy produkty, kaip: jogurty, pasuky, siriy, vytinty mésos gaminiy, alkoholiniy
gérimy, marinuoty darzoviy gamyboje. Nors pienariigS§tés bakterijos ir turi platy teigiamag

panaudojimg maisto pramonéje, jos gali biti ir nepageidaujami gedimo sukéléjai.
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Nors daugelis bakterijy genciy kaip pirminj ar antrinj fermentacijos produkta gamina pieno
rugst], terminas “pieno riigsties bakterijos® paprastai yra skiriamos Sioms gentims: Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, Streptococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weisella.

Dauguma pienariigi¢iy bakterijy yra gramteigiamos. Tai spory nesudarantys kokai ir
lazdelés. Pasizymi neigiama katalazés reakcija. Gliukoze fermentuoja iki pieno riigsties, arba
pieno rigsties, CO ir etanolio. Visos pieno rugsties bakterijos auga anaerobinémis saglygomis, bet
skirtingai nei dauguma anaerobiniy mikroorganizmy, Sios bakterijos toleruoja deguonj. Yra
atsparios alkoholiui (gali augti 15-18% etanolio terpéje), optimalus pH 5,55-8,8 (kai kurioms
tinkamas pH net 2,9-3,2) - todél jos vyrauja raugintuose produktuose. Optimali temperatiira 30—
40°C, taciau augimo diapazonas labai platus: 3—50°C.

Pastaruoju metu, atkuriant Zmogaus organizmo mikroflora, rekomenduojama vartoti gyvy
mikroogranizmy kultiiras — probiotikus arba tam tikrus maisto papildus prebiotikus, kurie skatina
bakterijy augima ir metabolizma. Lactobacillus, Enterococcus bakterijos yra naturaliis probiotikai.
Jy poveikis labia jvairus — mazina Zarnyno pH, mikroogranizmy virulentiSkuma, blokuoja
mikroogranizmy receptorius gleivinéje, aktyvina imunitetg, slopina toksiniy medziagy sintezg ir

kt. (25).

1.5.1.1 Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc rusies bakterijos placiai paplitusios natiiralioje aplinkoje ir kurios atlieka
svarby vaidmenj keliuose pramonés ir maisto fermentacijos procesuose. Leuconostoc
mesenteroides - fakultatyvils anaerobai, kokai, augantys poromis ir sudarantys trumpas grandines,
taciau morfologiskai gali skirtis priklausomai nuo augimo salygy. Terpéje esant gliukozés yra
budinga lazdelés formos morfologija. Lastelés yra gramteigiamos, nesporinés ir nemobilios,
katalazés reakcija neigiama (tuo jie skiriasi nuo stafilokoky). Gamina dekstrang i§ sacharozés. Kai

kurios rusys gali sukelti infekcijas zmonéms, taciau jprastai jie néra ligy sukeléjai (29, 30).

1.5.1.2 Weissella viridescens

Weissella viridescens (anks¢iau vadinama Lactobacillus viridescens), yra gerai zinoma dél
gedimo pozymiy sukélimo vakuumuotuose mésos gaminiuose net ir esant Zzemai temperatiirai. Tai
gramteigiama, katalezei neigiama, spory nesudaranti, lazdelés formos pienariig§tés bakterija.

Weisella bakterijy gentis priklauso Leuconostocaceae Seimai (31).
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1.5.2 Natiraliai mesoje gedimg sukeliancios bakterijos

1.5.2.1 Brochothrix thermosphacta

Brochothrix thermosphacta yra fakultatyvus anaerobas, gramteigia lazdelés formos
bakterija, nesudaranti spory bei nejudri. Jos veikla sukelia maisto produkty gedimg. Organizmas
yra giminingas Lactobacillus ir Listeria. Brochothrix thermosphacta yra vyraujantis
mikroorganizmas sugadintoje zaliavinéje meésoje bei termiskai apdorotuose mésos produktuose,
laikomuose aerobiskai arba modifikuotoje atmosferoje. Kaip fakultatyviam anaerobuli,
Brochothrix thermosphacta puikiai tinka augti modifikuotos atmosferos aplinkoje. D¢l savo
psichotrofinés prigimties (geb¢jimo augti Zemoje temperatiroje — 6,5°C ir zemesngje) jis
randamas ir zalioje atvésintoje mésoje. Augimo temperatiiros diapazonas 0-30°C, optimalus 20—
25°C. Mésa yra puiki terpé Brochothrix thermosphacta augti ir tai yra viena ir pagrindiniy mésos

gedima sukelianciy bakterijy (25).
1.5.2.2 Pseudomonas putida

Pseudonomas putida priklauso Pseudomonadaceae Seimai. Tai gramneigiamos spory
nesudarancios lazdelés, turinCios poliSkai iSsidésCiusiy Ziuzeliy ir piliy. Gali sudaryti
polisachariding kapsul¢. Jy optimali augimo temperatiira yra 25-30°C.

P. putida sukelia celiulita, zaizdy infekcijas, plauciy uzdegima , sepsi, iSorinés ausies
uzdegima, akiy ligas, Slapimo taky ligas ir endokardita (vidiniame Sirdies sluoksnyje arba Sirdies
voztuvuose esancio bakterijy zidinio sukeliama liga). Atspari daugeliui mikrobiologiniy preparaty.

Ajovos universiteto mokslininkai pasteb¢jo, jog Pseudomonas putida specifiniais enzimais
suskaido kofeing (CgHi10N4O2, 1,3,7-trimetilksanting) ne tik j CO, ir amoniaka, bet ir iSskiria
Salutinius produktus, kurie yra natiiralus pagrindinis ingredientas vaistams, kurie skirti gydyti

astmg, gerinti kraujotaka ir stabilizuoti Sirdies aritmijg (28).

1.5.3 Patogeninés bakterijos

1.5.3.1 Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni  porusis priklauso Campylobacter genciai, kuri priklauso

Campylobacteraceae Seimai. Tai gramneigama, spory nesudaranti vingiuotoji bakterija spirilé
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(vieng ar kelias spiralés vijas turinti lazdel¢), mikroaerofilas (jam reikia deguonies, bet mazesnio
jo kiekio, nei yra atmosferoje bei CO2 (10%)). Tai oksidacijai teigiami, katalazei nepastovis,
judrts (turi vieng poliarinj Ziuzelj) mikroorganizmai. C. jejuni yra pagrindiné Campylobacter
infekcijy sukéléja visame pasaulyje (80-90%). Sis mikroorganizmas gali augti tik esant aukstesnei
nei 30°C temperaturai (optimali yra 42-45°C). Campylobacter jejuni yra labai jautri Silumai. Ji
inaktyvuojama esant 48°C temperatiirai.

Si bakterija sukela kampiliobakterioze — fiming bakterine Zarnyno liga, kuri pasireiskia
silpnumu, raumeny ir galvos skausmu, pakilusia temperatiira, vémimu ir viduriavimu. Si liga labai
paplitusi. Nustatyta, kad C.jejuni sukelia 4-30% visy uZkre¢iamyjy viduriavimy, o 1% visy
zmoniy yra Sios bakterijos turétojai. Gamtinis Siy sukeléjy rezervuaras — naminiai gyviinai,
ziurkés, naminiai pauksc¢iai. Dazniausiai uzsikreiama valgant zalig arba nepakankamai termiskai
apdorota maistg. Taip pat C.jejuni sukelia iminj gastroenteritg (virSkinamojo trakto uzdegima,

kuris pasireiskia viduriavimu ir vémimu) bei kolita (uzdegimine zarny liga), (25).
1.5.3.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes yra gramteigiamos, spory nesudarancios trumpos lazdelés, kurios
gali buti truputj lenktos ir turéti apvalius galus. Listerijos yra judrios, turi 1-4 Ziuzelius, yra
fakultatyvis anaerobai. Optimali dauginimosi temperatiira 36-38°C, nors gali augti nuo 0°C iki
45°C temperatiry intervale. ] Zmogaus organizma listerijos patenka per vandenj ir uzterStus maisto
produktus, per ora ar saly¢io badu. Si bakterija priklauso Listeria genéiai kartu su L. ivanovii, L.
innocua, L. welshimeri, L. selligeri ir L. grayi (26). IS $iy rusiy tik du yra laikomi ligos sukéléjais:
L. monocytogenes, kuris infekuoja Zmones ir gyviinus, ir L. ivanovii, kuris pavojingas atrajotojams
(nors buvo rety praneSimy apie tai, kad L. ivanovii yra izoliuota nuo uzkrésty zmoniy) (Guillet ir
kt., 2010). Yra trylika zinomy L. monocytogenes serotipy: 1 /2a, 1/2b, 1/ 2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab,
4b, 4c, 4d, 4e ir 7. Serotipai, dazniausiai susij¢ su zmoniy ligomis yra 1/ 2a, 1 /2b ir 4b (27).

Listerijos sukelia gimdos infekcijas, kurios gali buti viena i§ prieSlaikinio gimdymo,
naujagimio sepsio priezasCiy. Gimdymo metu uzkréstiems naujagimiams véliau gali prasidéti

meningitas. Suaugusiems infekcija gali biiti besimptomé arba panasi i gripg (25).

1.6 Mesos gedimas dél oksidacijos

Oksidacija mésoje ir mésos produktuose. Oksidacija yra vienas i§ paciy svarbiausiy procesy

sumazinan¢iy mésos ir jos produkty kokybe po mikrobiologinio gedimo. Sis procesas daro jtaka
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spalvos, skonio, kvapo bei maistinés vertés pokyc¢iams. Mésoje jis gali buiti endogeniskas, sukeltas
metaly jony, ypatingai gelezies bei egzogeniskas (32). Oksidacija gali vykti gamybos procese,
sandéliuojant bei virSkinant. D¢l §iy priezasCiy, mésos gaminiuose siekiama iSvengti arba

sumazinti riebaly bei baltymy oksidaciniy procesy bei jy padariniy (33).

1.6.1 Riebaly oksidacija

Lipidy oksidacija mésoje prasideda iskart po skerdimo ir t¢siasi post-mortem fazéje, laikymo
ir perdirbimo metu. Keletas veiksniy turi jitakos lipidy oksidacijos greiciui ir intensyvumui meésoje.
Tarp jy — prie§ skerdiminis gyvulio buvis (kaip patirtas stresas ir fiziniai suzalojimai), po
skerdiminiai veiksniai (tokie kaip pH, skerdenos temperatiira, atSaldymo budas ir trukmé) bei kiti
fizikocheminiai veiksniai, pavyzdziui, elektrinis stimuliavimas. Be to, technologiniai perdirbimo
metodai taip pat turi jtakos mésos produkty oksidaciniam stabilumui, pavyzdziui, terminio
apdorojimo salygos, smulkinimas, priedy receptiiroje pasirinkimas — ypa¢ druskos, nitrito,
prieskoniy ir antioksidanty (34).

Lipidy oksidacija gali vykti jvairiais budais, bet autooksidacija, susijusi su laisvy radikaly
susidarymu ir skilimu yra viena i$ svarbiausiy. Ja sudaro trys etapai:

1. Suzadinimas — vandenilio (H) atomas atskyla nuo polinesociosios riebaly riigsties
sudarydamas lipidy alikilo radikalg (R e), (1). Iniciatorius (In ) yra laisvasis radikalas, dazniausiai
susidarantis hidroperoksidy skilimo metu (ROOH) (2), jau esanCiy arba susidaranciy

fotooksidacijos metu.

Ine+RH > InH+Re (D)
ROOH — RO e+ OH (2)
2. Plétra — vandenilis reaguoja su alkilo radikalais sudarydami peroksilo radikalus

(ROOQe) (3), kurie “atakuoja” kitas polinesoc€igsias riebaly riigstis ir taip sudaro vis daugiau

hidroperoksidy ir alkilo radikaly (4).

Re+0;,—>ROO0O e 3)
ROO ¢ + RH — ROOH + OH e 4)
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3. Uzbaigimas — dvi pabaigos reakcijos nutraukia radikalinj reakcijy mechanizma

sudarydamos stabilius produktus (5), (6).

2RO, ¢ > O+ RO2R ®))
RO, e+ Re — ROR (6)

Dviejose pirmosiose fazése susidaro radikalai, kurie greitai virsta ne radikaliniais junginiais,
tokiais kaip konjuguotieji dienai ir hidroperoksidai, kurie yra laikomi pirminiais lipidy oksidacijos
produktais. Sie junginiai toliau skyla ir susidaro karbonilo junginiai, ketonai, alkoholiai ir
aldehidai, kurie laikomi antriniais lipidy oksidacijos produktais (35).

Meésoje lipidy oksidacija prisideda prie aromatiniy junginiy, turin¢iy jtakos mésos skoniui ir
kvapui, susidarymo (34). IS antriniy lipidy oksidacijos produkty aldehidai yra svarbiausi junginiai,
nes jie lengvai reaguoja su baltymais, dél to keiciasi jy maistinés savybés. Lipidy oksidacijos metu
susiformuoja pasaliniai kvapai bei spalvos pakitimai laikymo metu (36). Be to, susidaro junginiai,
kurie gali kelti rimta pavojy vartotojy sveikatai — tod¢l oksidacijos prevencija arba atidéjimas yra
matuojant peroksiding vertg (PV), tiobarbittrinés rigsties (TBARS), sulfidrilo ir karbonilo grupiy
kiekj (37).

Deguonis yra pagrindinis veiksnys, turintis jtakos lipidy oksidacijai mésoje, nes jis reaguoja
su nesociosiomis riebaly rtigstimis ir to pasekoje susidaro lipidy peroksidai (35) padidindamas

deguonies jsisavinimg ir dviguby jungciy pertvarkyma.

1.6.2 Mésos baltymy oksidacija

Kaip lipidy oksidacija, taip ir baltymy oksidacija priklauso nuo mésos kilmés, raumeninio
audinio, apdorojimo biido bei kity vidiniy ir iSoriniy veiksniy. Baltymy oksidacija sukelia ne tik
spalvos ir tekstliros pablogéjima, bet ir maisto medziagy, tokiy kaip, amino riig§¢iy, praradimg ir
baltymy virSkinamumo sumazéjimg. Nors meésos spalva ir tekstiira buvo placiai istirtos praeityje,
baltymy oksidacija vis da yra labai nauja tema. Apzvalginiame straipsnyje Estevez (2011) pasiiilé
skirtingus baltymy oksidacijos biidus produktams, pagaminties i§ raumeninio audinio. Reakcijas
gali inicijuoti mioglobinas, oksiduojantys lipidai arba metalo katalizatoriai. Labiausiai
atakuojamos funkcinés grupés, esancios aminortigs¢iy Soninése grandinése. Kitos vykstancios
reakcijos sukelia jvairiy baltymy radikaly ir hidroksilo dariniy susidaryma ir sukelia baltymy

karbonilinimg. Pagrindiniai Sio karbonilinimo proceso keliai yra peptidy grandiniy skilimas, lipidy

24



oksidacija ir tiesiogin¢ amino rigsciy Soniniy grandiniy ir karbonilo dariniy oksidacija (39).
Kitame tyrime Falowo ir kt. (2014) nustaté, kad laisvyjy radikaly baltymy oksidacijos ir lipidy
oksidacijos grandinés gyviny raumenyse yra panaSios. Peroksilo radikalai, susidar¢ lipidy
oksidacijos metu, absorbuojami vandenilio atomy baltymuose, siekiant sudaryti baltymy
radikalus, kurie paver¢iami alkiperoksidais ir prisideda prie alkoksilo radikaly ir hidroksilo dariniy
gamybos. Oksidacija sukelia specifiniy aminortigs¢iy modifikacijas, peptidy grandinés
fragmentacija, elektros kriivio poky¢ius ir padidéjusj atsparuma proteolizei (38). Siuo poZitiriu
baltymy oksidacija sukelia daugybe fiziniy — cheminiy pokyc€iy ir maistinés vertés mésos
baltymuose, jskaitant aminoriigsties baltymy biologinio pasisavinimo sumaz¢jima, aminoriagsciy
kompozicijos pasikeitima, baltymy tirpumo sumaz¢jima dél baltymy polimerizacijos, proteolitinio
aktyvumo praradimg ir sumaZzéjusj baltymy virSkinamumg. Be to, kai kurie tyrimai parodé
reikSmingg baltymy oksidacijos jtaka gelio susidarymo, emulsijos, klampos, tirpumo ir

hidratacijos pokyc¢iams (39).

1.6.3 Oksidacijos sukeliamas spalvos pokytis mésoje

Meésos spalva priklauso nuo mésoje esancio pigmento koncentracijos ir jo cheminés formos,
svarbiausia, nuo mioglobino (kaupiancio deguonj lastelése) ir hemoglobino (perneSancio deguonj
1§ plauciy j Iasteles). Visy jy nebaltyminé dalis — hemas (gelezies turintis porfirinas). 4 paveikslélis

vaizduoja hemo sandarg.

Globinas

Laisva
N\ jungtis

4 pav. Hemo sandara
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Mioglobinas gali egzistuoti trijose formose: deoksimioglobino, oksimioglobino arba
metmioglobino. Deoksimioglobinas, turintis dvivalente gelezj (Fe*"), yra rausvai raudonos spalvos
ir yra “atsakingas“ uz mésos spalvg raumeniniame audinyje (matomas Svieziame pjiivyje) arba
mésg laikant vakumingje pakuotéje. Oksimioglobinas, vySninés — raudonos spalvos pigmentas,
susiformuoja deoksimioglobino oksidacijos metu. Raudonoje mésoje, dél oksimioglobino buvimo
susidaranti spalva pirkéjams asocijuojasi su Sviezumu. Deoksimioglobinas natiiraliai egzistuoja
trumpa laikg ir oksiduojasi iki metmioglobino, kuriame hemo jonas yra trivalen¢io gelezies
pavidalu. Sis pigmentas suteikia mésai ruda spalva, kuri pirkéjams asocijuojasi su sena, gendangia
mésa.

Oksimioglobinas yra atsparesnis oksidacijai uz deoksimioglobing, o metmioglobinas negali
prisijungti deguonies. Kai metmioglobinas susiformuoja, jis biina vyraujanti mioglobino forma
audinyje, nebent mésa yra veikiama kokiu redukuojanciu junginiu, pavyzdziui, metmioglobino
reduktaze (41).

Laikymo metu, susidaranc¢io metmioglobino kiekis priklauso nuo mésos pH, raumeninio
audinio, gyvulio amziaus, riiSies, lyties, paSary bei nuo tokiy iSoriniy faktoriy, kaip pries
skerdiminis laikotarpis, apsvaiginimo biidas ir trukmé, iSpjaustymo kokybé, zaliavy atSaldymas.
Taip pat svarbios ir laikymo salygos (oras, vakuumas, modifikuotos atmosferos pakuoté),
temperatiira bei mikrobiologiné tarsa.

Vienas 1§ inovatyviy biidy norint sulétintinti oksimioglobino virtimg metmioglobinu —
guvuliy pasaro praturtinimas vitaminu E. Taip padidinimas alfa-tokoferolio (kuris yra

antioksidantas), kiekis raumeniniame audinyje.

Oksidacija

Redukcija

5 pav. Mioglobino formos
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Oksidacija mazina mésos gaminiy kokybe. Tai sukelia atsirandancius paSalinius
nepageidaujamus kvapus bei pakitusig gaminio spalva, sumazéjusig maisting verte ir netgi gali
kelti rizika sveikatai (42). Tam, kad to iSvengti ir biity pratestas galiojimo laikas, pramongje
naudojami sintetiniai, fenolinés struktiiros antioksidantai, kaip pavyzdziui, butilintas
hidroksitoluenas (BHT). Taciau, tokie priedai turi Salutinj toksikologinj poveikij ir tai sukele
natiiraliy antioksidanty, kuriuos biity galima naudoti maisto pramong¢je, paieska, o uogos, jy sultys

ir iSspaudy ekstraktai yra tam tinkami dél fenoliniy junginiy gausos (43).
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TYRIMO METODIKA IR METODAI

1.7 Tyrimo objektas

Liofilizuotos juodavaisiy aronijy iSspaudos buvo gautos i§ sultis gaminancios jmongés
,,Obuoliy namai“ (Kaunas, Lietuva). Zaliava buvo sudaryta i§ vaisiy odeliy, sékly ir stieby. Ji buvo
liofilizuota po sul¢iy iSspaudimo. Prie§ ekstrakcija jos buvo sumaltos ultracentrifuginiu maliinu

Zill 200 (Retsh, Haan, Vokietija), naudojant 0,5 mm dydzio skyliy sieta.

1.8 Tyrime naudotos medZiagos

e M.R.S. broth, 69966, Oxoid

e BHI broth, 53286, Oxoid

e TSB broth, 22092, Oxoid

e Peptidinis vanduo, ISO 6579, Scharlau

e M.R.S. Agar, CM0361, Oxoid

e Microinstant Listeria Agar 01-719-500, Scharlau
e Pseudomonas Agar, CM0559, Oxoid

e Campylobacter Blood-Free Selective Agar

e PCA Agar 01-161- 500, Scharlau

e FEtanolis
o COz
e FEteris

1.9 Naudoti ekrakcijos buidai

1.9.1 Ekstrakcija Soksleto aparatu riebaly kiekiui nustatyti

Soksleto ekstrakcija atlikta naudojant automatine jranga (Buchi esktrakcijos Sistema B-

811), kaip tirpiklis pasirenkamas petroleteris. Bandiniai buvo i§dziovinti, sudéti j popiering tuba,
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o stikliniai indai pripildyti 120 ml eterio ir idéti i irenginj. Riebaly ekstrakcija truko 140 minuciy:
120 min ekstrakcija, 10 min praplovimas eteriu ir 10 min dziovinimas. Pasibaigus ekstrakcijos
programai, stikliniai indai su iSekstrahuotais riebalais atvésinami kambario temperatiiroje ir
pasveriami.

Riebaly kiekis iSreikstas % ir apskaiciuotas pagal zemiau pateikta formule (7) :
Riebalai,% = (V, —V;)/m x 100 (7)

¢ia: V1 — tuscio stiklinio indo svoris, V2 — stiklinio indo svoris po ekstrakcijos, m —

meginio svoris.

1.9.2 Ekstrakcija superkriziniais skysciais (angl. Supercritical Fluid Extraction -

SFE)

Tyrimo metu superkriziniy skys¢iy ektrakcijos su CO; parametrai parinkti remiantis
Grunovaité ir kt. (2016) pateiktais optimizavimo rezultatais. Ekstrakcija atlikta esant 39,6 MPa
slégiui ir 40°C temperattrai. Ekstrakcijos trukmé buvo 150 minuciy esant 2 I/min dujy srauto
grei¢iui. CO; ekstrakty méginiai buvo garinamas rotaciniu garintuvu Rotavapor R-210 (Buchi,

Flawil, Sveicarija). Paruostas ekstraktas iki tyrimy pradzios laikytas -20°C laipsniy temperatiiroje.

1.9.3 Ekstrakcija suspaustais tirpikliais (angl. Pressurized liquid extraction —

PLE)

Aronijy iSspaudy liekanos po superkritiniy skys€iy ekstrakcijos buvo ekstrahuojamos
suspausty skys¢iy ekstrakcijos biidu, naudojant 96% etanoli (83°C temperatiiroje, atliekant 3
ciklus po 15 min.) bei vandenj (130°C temperatiroje, atliekant 3 ciklus po 10 min.), remiantis L.
Tamkutés duomenimis (duomenys dar nepublikuoti). Tirpiklio liekanos i§ etanolinio ekstrakto
pasalintos rotaciniu garintuvu Rotavapor R-210 (Buchi, Flawil, Sveicarija), o vandeninis
ekstraktas buvo liofilizuotas. Paruosti ekstraktai iki tyrimy pradzios laikyti -20°C laipsniy
temperatiiroje. Sie du esktraktai - etanolinis ekstraktas (EE) ir vandeninis ekstraktas (VE) - buvo

naudojami antimikrobiniuose tyrimuose.
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1.10 Mikroorganizmai ir mitybinés terpe

Tyrimams naudotos bakterijos ir jy kultivavimui skirtos bei s¢jimams naudotos terpés yra
pateiktos 2 lentel¢je. Tyrimuose naudotos standartinés dehidratuotos terpés, kurios tyrimams buvo
ruoSiamos laikantis gamintojy rekomendacijy.

] 1éksteles pilstoma iki 60 °C praaususi terpé ir leidZiama jai sustingti. Mikrobiologiniai indai
sterilizuojami kaitinimo krosnelése esant 140—-160°C temperatiirai 2—6 val. arba autoklavuojant
121°C temperattiroje 30—45 min. (HA-300MII, Sulzer, Winterthur, Switzerland). Esant poreikiui,
instrumentai sterelizuojami degiklio liepsnoje. Mikrobiologiniai tyrimai atliekami laikantis
aseptiniy salygy.

Mikroorganizmy pasiruoSimas: visos bakterijos buvo laikomos uzsétos Petri IekSteléje ant
palaikymo terpés (2 lentel¢). 1-g diena prie§ prasidedant eksperimentui, nuo kiekvieno
mikroorganizmo palaikymo terpés paimama po vieng kolonija — jos perkeliamos | sterilius
meégintuvelius su 5 ml tai bakterijai tinkamo sultinio (2 lentel¢). Inkubuojama bakterijos augimui
tinkamoje temperatiroje 18 valandy (temperatiiros: Listeria monocytogenes 37°C, Campylobacter
jejuni 40°C, Leuconostoc mesenteroides 30°C, Pseudomonas putida 30°C, Brochothrix
thermosphacta 26°C, Weissella viridescens 30°C). Pragjus 18 valandy, bakterijoms esant
stacionarioje augimo fazéje, mikroorganizmy koncentracija jvertinama pagal absorbicija esant 620
nm bangos ilgiui spektrofotometru (Hitachi U-1900, Tokijas, Japonija). ParuoSiami skiedimai —
10* ir 10® ksv/ml bakterijy koncentracijy, kurie naudojami tyrimams atlikti, bei 104, 103, 10? ksv/ml
mikroorganizmy kontroliniai skiedimai.

Ekstrakty poveikis bakterijoms gali buti bakteriostatiSkas — kai yra slopinamas bakterijy
augimas, baltericidinis — kai augimas yra sustabdomas (100% slopinimas) arba ekstraktas gali
neturéti jokio poveikio mikroorganizmy augimui. Stipus antibakterinis poveikis, kai slopinimas

80-100%, vidutinis 40-80% bei silpnas — 1-40%.
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2 lentelé. Tyrime naudoty bakterijy padermes, terpés bei inkubavimo laikai

Mikroorganizmai Padermé Mikroorganizmy Kultivavimo Tyrimy metu Inkubavimo
palaikymo terpé terpé naudota terpé laikas
1 2 3 4 5 6
Leuconoctoc ATCC 10830a M.R.S. Agar, MRS broth M.R.S. Agar, 24
mesenteroides CMO0361, Oxoid 69966, CMO0361, Oxoid
Weissella ATCC 12706 Oxoid
viridescens
Listeria ILSI - 29 Microinstant BHI broth, Microinstant 48
monocytogenes Listeria Agar 01- 53286, Listeria Agar
719-500, Scharlau Oxoid 01-719-500,
Scharlau
Pseudomonas putida ATCC 12633 Pseudomonas Agar, TSB, Pseudomonas 24
CMO0559, Oxoid 22092, Agar, CM0559,
ATCC 23467 Oxoid Oxoid
1 2 3 4 5 6
Brochothrix ATCC 11509 M.R.S. Agar, BHI broth, M.R.S. Agar, 48
thermosphacta CMO0361, Oxoid 53286, CMO0361, Oxoid
Oxoid
Campylobacter ATCC 33291 Campylobacter BHI broth, Campylobacter 48
Jjejuni Blood-Free 53286, Blood-Free
Selective Agar, Oxoid Selective Agar,
Listeria ILSI-29 serogrupé Microinstant BHI broth, Microinstant 48
monocytogenes 4b, 4d, 4e, maisto Listeria Agar 01- 53286, Listeria Agar
serogrupiy misinys epideming, UK, 719-500, Scharlau Oxoid 01-719-500,
1988-1900 Scharlau
ILSI-18 1/2a, 3a
zmoniy, atsitiktiné
C1 70 serogrupé
1/2b, 3b, 7. Isskirta
1§ maiso perdirbimo
imonés kanalizacijos
C3 771 serogrupé
1/2¢, 3c. I8skirta 18
maisto perdirbimo
imonés grindy

PCA Agar 01-161- 500, Scharlau terpé, skirta aerobinéms mezofilinéms bakterijoms
auginti, bei M.R.S. Agar, CM0361, Oxoid terpé — pienartigStéms.
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1.11 Mikrobiologiniai tyrimai naudojant mikrolékstele

Leéksteliy paruoSimas: paruoSiamas skirtingy koncentracijy aronijy iSspaudy EE ir VE

ekstraktai (6,6%, 3,3%, 1,65%, 0,83%, 0,42%). Skiedimams naudojamas sterilus MRS sultinys.

Paruosti ekstrakty skiedimai buvo iSpilstyti | mikroléksteliy Sulin¢lius po 140 pl (iSskyrus

kontrolinius ekstrakto ir MRS sultinio — i juos po 150 pl). Tuomet i Sulinélius ipilama po 10 pl

tirlamos kulttiros su atitinkama koncentracija. Mikrolékstelé¢ uzpildoma pagal Zemliau pateikta

plang (6 pav.). Kiekviename Sulinélyje buvo i§ viso po 150 pl tiramojo bandinio. Inkubuojama

mikroléksteliy spektrofotometriniame Multiskan Go (Thermo scientific, Jungtinés Amerikos

Valstijos) skaitytuve. Inkubavimo laikas ir temperatiira pateikta 3 lentel¢je.

Sio tyrimo metu buvo daromi 3 palyginamieji bandiniai (toliau vadinami ,,kontroliniais”):

patikrinti ekstrakty mikrobiologj uzkréstuma (1 kontrol¢) ir paruosto MRS sultinio steriluma (2

kontrol¢) bei jvertinti mikroorganizmy augima be ekstrakty (3 kontrolé).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1| MRS MRS
2| MRS 6.60%| 6.60%| 6.60%| 6.60%| 6.60%| 6.60%| 6.60%| 6.60%| 6.60%| 0.42%| MRS
3] 108 3.33%| 3.33%| 3.33%| 3.33%| 3.33%| 3.33%| 3.33%| 3.33%| 3.33%| 0.42%| 10*

4] 108 1.65%| 1.65%| 1.65%| 1.65%| 1.65%| 1.65%| 1.65%| 1.65%| 1.65%| 0.42%| 10*
5] 108 0.83%| 0.83%| 0.83%| 0.83%| 0.83%| 0.83%| 0.83%| 0.83%| 0.83%| 0.83%| 10*
6| MRS 0.42%| 0.42%| 0.42%| 0.42%| 0.42%| 0.42%| 0.42%| 0.42%| 0.42%| 0.83%| MRS
7| MRS 6.60%| 6.60%| 6.60%| 3.33%| 3.33%| 3.33%| 1.65%| 1.65%| 1.65%| 0.83%| MRS
8| MRS 6.60%| 6.60%| 3.33%| 3.33%| 1.65%| 1.65%| 0.83%| 0.83%| 0.42%| 0.42%| MRS

ﬁ Ekstrakto blankas

koncentracija

Meéginiai su skirtingomis ekstrakto koncentracijomis ir 10® ksv/ml mikroogranizmy

koncentracija

Meéginiai su skirtingomis ekstrakto koncentracijomis ir 10* ksv/ml mikroogranizmy

2 Ekstrakto blankas

koncentracija

Meéginiai su skirtingomis 2 ekstrakto koncentracijomis ir 108 ksv/ml mikroogranizmy

koncentracija

Meéginiai su skirtingomis ekstrakto koncentracijomis ir 10* ksv/ml mikroogranizmy

6 pav. Mikrolékstelés pildymo pavyzdys
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3 lentelé. Bakterijy inkubavimo laikas ir temperatiira

Inkubavimo laikas mikroléksteliy Inkubavimo
Bakterija
spektrofotometriniame skaitytuve, h temperatiira, °C
Listeria monocytogenes 48 37
Campylobacter jejuni 48 40
Leucostoc mesenteroides 24 26
Pseudomonas putida 48 30
Brochothrix thermosphacta 24 26
Weissella viridescens 24 26

Mikroorganizmy skaifiavimas: pra¢jus bakterijy inkubavimo laikui i§ mikroléksteliy
spektrofotometrinio skaitytuvo Multiskan Go (Thermo scientific, JAV) iSimama mikrolékstelé ir
su mikropipete i§ kiekvieno jos Sulinélio paimami meéginiai bei daromi atitinkami skiedimai.
Pasirinkus tinkamus skiedimus, 0,1 ml suspensijos pas¢jama j Petri 1¢€kSteles su sustingusia terpe
ir tolygiai paskleidziama naudojant sterily Drigalski skleistuva. Kiekvienu atveju daromi 2
pakartojimai. Lékstelés laikomos inkubatoriuje 2 paras bakterijy augimo temperatiiroje ir
skai¢iuojami mikroorganizmy kolonijas sudarantys vienetai (KSV) pagal Zemiau esancig formulg
(8).

KSV _ 2Zn
/ml T vxd ®)

¢ia: V' — inokuliuoto méginio tiiris, ml; d — skiedimo faktorius, 2'n — kolonijy skai¢ius. Gauti

rezultatai iSreiSkiami lg KSV/ml.

1.12 Mikrobiologiniai tyrimai taikant terminj etanolinio ekstrakto apdorojima

Eksperimento eiga yra analogiSka mikrobiologiniams tyrimams naudojant mikrolékstele be
terminio apdorojimo, tik mégintuveliai su ekstraktu 120 min kaitinami laboratin¢je vandens

vonioje HH-26 (Thermo Fisher Scientific, Jungtinés Amerijos Valstijos) 80°C temperatiiroje.

1.13 Mikrobiologiniai tyrimai su mésos iStrauka

Meésos istraukos paruoSimas: pasveriama 600 g Sviezios kiaulienos mésos, sumaiSoma su

1200 ml sterilaus vandens. Sudedama j sterilius smulkinimo maisus su viso ploto filtru (BagPage,
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Brussel, Belgium), homogenizuojama laboratoriniu maiSytuvu Stomacher 400C (Worthing,
Jungtinés Karalystés). Nufiltruotas skystis iSpilstomas po 200 ml i 4 sterilius butelius. Dvi talpos
(R ir CI) inokuliuojamos 4 ml mikroorganizmy: j du butelius pridedamas po 1% tiirio bakterijy (2
ml). Galutiné Brochothrix thermosphacta ir Pseudomonas putida koncentracija buvo 10° ksv/ml,
o Listeria monocytogenes — 10* ksv/ml. | du butelius (CR ir R) pridedami 2% aronijy iSspaudy
ekstrakto. Paruosti buteliai viso tyrimo metu laikomi 4°C temperatiiroje. 7 pav. pavaizduota

bandymo schema.

Kiauliena ir sterilus
vanduo

Meésos
iStrauka,mikroorganizmai
ir 2% ekstrakto

(R)

Mésos iStrauka ir
mikroorganizmai

(c

Mésos istrauka ir 2%
aronijy iSspaudy ekstrakto

(CR)

Kontrolé (mésos istrauka)
(©)

Brochothrix Brochothrix
thermosphacta thermosphacta

Pseudomonas putida Pseudomonas putida

= Listeria monocytogenes [Remdd Listeria monocytogenes

7 pav. Tyrimo su mésos istrauka schema

Paruosty méginiy s¢jimai atliekami i§ karto paruoSus meéginj (0 dieng), po 2, 4, 7, ir 16 dieny
ant selektyviy (zr. 2 lentelé), PCA bei MRS terpiy.

Mikroorganizmai inokuliuojami agaro lékstelése (kiekvieno méginio daromi 2 pakartojimai)
pavirsiniu biidu (Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas putida, Listeria monocytogenes,
pienartigstés bakterijos) ir giluminiu biidu (aerobinés mezofilinés bakterijos). Uzsétos Petri
lekstelés buvo inkubuotos joms tinkamoje temperatiiroje (Brochothrix thermosphacta 26°C,
Pseudomonas putida 30°C, Listeria monocytogenes 37°C, pienariigStés bakterijos 30°C, aerobinés
mezofilinés bakterijos 30°C). Pra¢jus inkubavimo laikui (zr. 1 lentel¢), suskaiciuoti KSV ir gauti
rezultatai iSreiksti lg KSV/ml.

Sio tyrimo metu buvo daromi 3 kontroliniai bandiniai: patikrinti mésos istraukos

mikrobiologinj uzkréstuma (C méginys, 1 kontrol¢), ivertinti aronijy etanolinio ekstrakto poveikj
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mésos iStraukai (CR méginys, 2 kontrol¢) ir bakterijy augimui mésos istraukose be ekstrakto (CI,

3 kontrolé).

1.14 Mikrobiologiniai tyrimai su kaulienos mésainiais 1§ Zalios mésos

Meéginiy paruoSimas: Zalia mésa buvo gauta i§ meésos perdirbimo jmonés Campofrio
(Burgos, Ispanija). Ji susmulkinama mésos smulkintuvu Easygrind PAS 114 (Cato, Ispanija)
naudojant 3 skyliy sietelj 2° C temperatiiroje ir maiSoma vakuuminiu maiSytuvu AV 50 (Cato,

Ispanija) 30 minuciy 4° C temperatiiroje sudedant priedus (Zr. lentelé 4).

4 lentelé. Kiaulienos burgeriy 1 kg receptiira

Ingridientas Kiekis 1 kg
Smulkinta mésa 800 g
Vanduo 160 g
Soja (Doscadesca, Murcia, Ispanija) 20g
Kukuriizy krakmolas (Doscadesca, Murcia, Ispanija) 10g
Zirniy Iasteliena (Doscadesca, Murcia, Ispanija) 10g

I viso buvo paruostos 4 talpos po 1,9 kg kiaulienos mésainiy masés. Dvi i$ jy (RR, RCR)
inokuliuojamas mikroorganizmais — j jas pridedamas po 1% masés bakterijy (svoris/g), i kitas dvi
(RC, CR), vietoj bakterijy, ipilama po 19 ml sterilaus vandens (zr. 8 pav.) Galutiné Brochothrix
thermosphacta ir Pseudomonas putida koncentracija buvo 10* ksv/ml, o Listeria monocytogenes
— 10% ksv/g.
Tyrime buvo naudojamas misinys i§ skirtingy Listeria monocytogenes serotipy.

° L. monocytogenes 1LSI 29 serotipas 4b, 4d, 4e, maisto, epideminé¢, UK, 1988-1990.

o L. monocytogenes 1LSI 18 serotipas 1/2 a, 3a zmoniy, atsitikine.

J L. monocytogenes C1 70 serotipas 1/2b, 3b,7 izoliuota i§ mésos perdirbimo jmoneés
kanalizacijos.

o L. monocytogenes C3 771 serotipas 1/2¢, 3¢ izoliuota nuo grindy mésos perdirbimo jmonéje.
I talpas CR ir RR pridedami po 2% ekstrakto (svoris,g),0 1 RC ir RCI analogiska kiekj

sterilaus MRS sultinio. Zemiau pateikta tyrimo schema (8 pav).
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Smulkinta kiauliena

Kontrolé (smulkinta Smulkinta kiauliena ir 2% Sl 14 el Smulkinta kiauliena ir

. : R
kiauliena) ekstrakto ,mlkrozrkgsat:;ir:;m 172250 mikroorganizmai
((x{e])]

(RR)

(RC) (CR)

Brochothrix Brochothrix
thermosphacta thermosphacta

Pseudomonas putida Pseudomonas putida

= Listeria monocytogenes [Remal Listeria monocytogenes

8 pav. Tyrimo su mésainiais i§ Zalios mésos schema

Siame tyrime paruostos 3 kontrolés:

1. Smulkinta kiauliena ir vanduo (vietoj mikroorganizmy), norint patikrinti kiaulienos
mikrobiologinj uzkréstumg (RC méginys).

2. Smulkinta kiauliena ir ekstraktas, norint patikrinti ekstrakto mikrobiologinj
uzkréstuma (CR meéginys).

3. Smulkinta kiauliena ir mikroorganizmai, norint patikrinti mikroorganizmy natiiraly
augimg be ekstrakto (RCI méginys).

Tyrimo eiga: kai méginiai paruo$iami, i§ kiekvienos talpos suformuojama 16 mésainiy, kurie
sudedami j indelius po du, supakuojama naudojant modifikuoty dujy atmosfera (MAP) (30%
CO2/70% N3) ir uzlydyti 65 mikrony polietileno plévele, skirta pakuoti modifikuoty dujy
atmosfera (Amcor Flexibles, Burgos, Ispanija). Zemiau pateiktas paveikslélis vaizduoja

supakuotus mésainius i§ Zalios mésos (9 pav.)
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9 pav. Supakuoti mésainiai i§ zalios mésos

Meéginiai laikomi tamsoje, 4°C temperatiiroje keturias dienas, o tada temperatiira
padidinama iki 8 °C. Mikrobiologinei analizei i§ pakuotés paimami 25g mésos, sumaisomi su 225
ml buferinio peptoninio vandens (ISO 6489, Scharlau) ir 120 s homogenizuojami maiSytuvu
Stomacher 400C (Worthing, Jungtinés Karalystés) steriliame maiSelyje su viso pavirSiaus filtru
(BagPage, Briuselis, Belgija). IS kiekvienos pakuotés daromi 2 pakartojimai. DeSimtkarciai
skiedimai daromi steriliuose mégintuvéliuose su buferiniu peptoniniu vandeniu. Paruosty méginiy
s¢jimai atliekami i§ karto paruosus méginj (0 dieng), po 2, 5, 7, 9, 13 ir 16 dieny ant selektyviy (
zr. lentelé 2), PCA bei MRS terpiy.

Mikroorganizmai inokuliuojami agaro lékstelése (kiekvieno méginio daromi 2 pakartojimai)
pavirsiniu biidu (Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas putida, Listeria monocytogenes,
pienartigstés bakterijos) ir giluminiu biidu (aerobinés mezofilinés bakterijos). Uzsétos Petri
lekstelés buvo inkubuotos jy augimo temperatiiroje (Brochothrix thermosphacta 26°C,
Pseudomonas putida 30°C, Listeria monocytogenes 37°C, pienariigStés bakterijos 30°C, aerobinés
mezofilinés bakterijos 30°C). Praéjus inkubavimo laikui ( Zr. 2 lentel¢), suskaiciuoti KSV ir gauti

rezultatai iSreiksti Ilg KSV/ml.

1.15 Mikrobiologiniai termiSkai apdoroto kumpio tyrimai

TermiSkai apdoroto kumpio paruoSimas: 8 kg Sviezio kiaulienos kumpio (Campofrio,
Burgos, Ispanija) susmulkinama mésos smulkintuvu Easygrind PAS114 (Cato, Ispanija),
naudojant 6 skyliy sietelj 2° C temperatiiroje ir maiSoma vakuuminiu maiSytuvu AV 50 (Cato,

Ispanija) sudedant priedus (zr. 5 lentel¢) 30 minuciy, 4° C temperatiiroje.
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5 lentelé. Termiskai apdoroto kumpio receptiira

Ingridientas Kiekis ( naudojant 1 kg Zalios mésos)
Druska (Doscadesa, Murcia, Ispanija) 27,720 g
Polifosfatai (Doscadesa, Murcia, Ispanija) 6,93 g
Etanolinis aronijy iSspaudy ekstraktas 30,8 ¢
Karagenatas (Doscadesa, Murcia, Ispanija) 7,7¢g
Kazeinatas (Doscadesa, Murcia, Ispanija) 154¢
Mononatrio gliutamatg (Doscadesa, Murcia, Ispanija) 1,232 g
Kumpio aromatas CN11581 (Calaf Nuances, Les Garrigues, 231 ¢g
Ispanija)
Meé¢sos aromatas CN16301 (Calaf Nuances, Les Garrigues, 1,54
Ispanija)

Mas¢ sukemsSama ] terminiam apdorojimui tinkamus maiSus, galai uzdaromi aliuminio
klipsais. Tada maisai idedami | formas, o jos — 1 termin¢ kamera Eller Micro 10 (Meran, Italy).
Terminis apdorojimas vyksta tol, kol vidiné temperatiira pasiekia 72°C. Zemiau pateikiama tyrimo

schema (10 pav).

Kumpis ,mikroorganizmai
ir 2% ekstrakto

(CR)

Kontrolé (kumpis) Kumpis ir 2% ekstrakto Kumpisir mikroorganizmai

(cci)

(cc) (CCR)

Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

10 pav. Termiskai apdoroto kumpio paruosimo schema

Kitame puslapyje pateiktame 11 pav.— mé€sos masé su priedais ir aronijy iSspaudy ekstraktu

sukimsta | maiSus pries$ terminj apdorojima.
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11 pav. Sukimsta masé pries terminj apdorojima

Siame tyrime paruostos 3 kontrolés:

1. Smulkinta kiauliena ir vanduo (vietoj mikroorganizmy), norint patikrinti kiaulienos
mikrobiologinj uzkréstumag (CC méginys).

2. Smulkinta kiauliena ir ekstraktas, norint patikrinti ekstrakto mikrobiologinj
uzkréstuma (CCR méginys).

3. Smulkinta kiauliena ir mikroorganizmai, norint patikrinti mikroorganizmy natiiraly
augimg be ekstrakto (CCI) méginys.

Po terminio apdorojimo mésa padalinama i 16 gabaléliy po 125 gramus, kurie sudedami i
plastikinius indelius po du. Atitinkami méginiai inokulivojami mikroorganizmais: 2,5 ml
mikroorganizmy: Listeria monocytogenes serotipy misinio — 10%> ksv/g. (kuriy koncentracija
nustatyta spektrofotometru) 2,5 ml uzdedami tiesiai ant produkto (1% svorio/g).

Ant méginiy, kurie neinokuliuojami mikroorganizmais, paviriaus uzpilame 2,5 ml sterilaus
vandens.

Supakuojama naudojant modifikuoty dujy atmosfera (MAP) (30% CO2/70% Nz) su
polietileno plévele (Amcor Flexibles, Burgos, Ispanija). Kitame puslapyje pateiktame

paveikslélyje — gaminys prie§ pakavima (12 pav.).
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12 pav. Mésos gaminys pries pakavima,

Meéginiai laikomi tamsoje 4°C temperatiiroje 13 dieny, o likusio eksperimento metu
temperatiira padidinama iki 8°C. Mikrobiologinei analizei i§ pakuotés paimami 25 g mésos,
sumaiSomi su 225 ml buferinio peptoninio vandens (ISO 6579, Scharlau) ir homogenizuojama
maiSytuvu 120 s (Stomacher 400C, Worthing, Jungtinés Karalystés) steriliame maiselyje su viso
pavirsiaus filtru (BagPage, Briuselis, Belgija). IS kievienos pakuotés daromi 2 pakartojimai.
Desimtkarciai skiedimai daromi steriliuose mégintuvéliuose su buferiniu peptoniniu vandeniu
(ISO 6579, Scharlau). Paruosty méginiy sé€jimai atliekami i$ karto paruoSus méginj (0 dieng), po
7,15,22,27, 32, 36 ir 40 dieny ant selektyviy (zr. lentel¢ 2), PCA bei MRS terpiy.

Mikroorganizmai inokuliuojami agaro 1ékstelése (kiekvieno méginio daromi 2 pakartojimai)
pavirsiniu (Listeria monocytogenes, pienariigStés bakterijos) ir giluminiu biidais (aerobinés
mezofilinés bakterijos). Uzsétos Petri 1¢€kstelés buvo inkubuotos joms tinkamoje temperatiiroje
(Listeria monocytogenes 37°C, pienarugstés bakterijos 30°C, aerobinés mezofilinés bakterijos
30°C). Pragjus inkubavimo laikui (zr. 2 lentel¢), suskaiciuotos KSV ir gauti rezultatai iSreiksti lg

KSV/ml.

1.16 Jusliné Zalios mésos burgeriy ir termiskai apdoroto kumpio analizé

Sensorine analizg atliko astuoni Burgos universiteto darbuotojai (Burgos, Ispanija). Grupés
nariai buvo atskirose dienos Sviesa apSviestose kabinose, o méginiai buvo pasirinkti atsitiktine
tvarka. Zalios mésos mésainiai ir termigkai apdoroto kumpio pavyzdziai buvo pateikti kambario
temperatiiroje baltos spalvos lekstése. Méginiai buvo atskirai pazenklinti trizenkliais atsitiktiniais
skai€iais. Dalyviai buvo paprasyti jvertinti tokius kriterijus: homogeniskuma, pavir§ing drégme,

spalvy intensyvuma, spalvos pasikeitima ir kvapo intensyvumg. Kiekvieno pozymio intensyvumas
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buvo iSreikstas struktiirizuotoje skaléje nuo 1 (nejautrus pojitis) iki 5 (maksimalus pojiitis). Be to,
buvo jvertintos spalvos ir kvapo sumazéjimas. Analiz¢ atitinka Europos standarta ISO 13299: 2016
(,,Bendros sensorinés analizés rekomendacijos®). Zemiau esan¢iame paveikslélyje (13 pav.) yra 0

dienos termiskai apdoroto kumpio sensorinés analizés pavyzdys.

13 pav. Juslinés analizés pavyzdys.

1.17 Dujy sudéties, vandens aktyvumo ir pH analize

O ir N2 dujy koncentracijas pakuotése iSmatuota dujy analizatoriumi (Oxybaby, Witten,
Vokietija) per plastikines plévelg kiekvieng meéginiy émimo diena.

Vandenilio jony koncentracijos (pH) nustatymui buvo naudojamas 507 pH matuoklis
micropH 2001 (Crison, Barselona, Ispanija), turintis stiklo elektroda. Matavimai buvo atlikti tris
kartus, keiciant elektrodo jterpimo vieta.

Vandens aktyvumas buvo matuojamas, naudojant laboratorinj vandens aktyvumo matavimo
aparatg Aqua Lab (CX-2, Vokietija) pasirenkant atsitiktinj gabalélj. Susmulkinta mésa sudédama
1 indelius, kurie patalpinami | irenginj. Atlikus matavima, ekrane pateikiami duomenys. Daromi

trys pakartojimai.

1.18 Drégmés nustatymas

Drégmés nustatymas, apibiidinamas kaip masés praradimas kaitinant meégin; 105°C
temperattroje, pagal oficialy AOAC metoda (AOCS, 1990). Pasverti méginiai buvo laikomi
uzdaruose aliuminio indeliuose (64mm diametras, 44mm gylis), dziovinti 16—-18 h krosnyje,
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105°C temperatiiroje, kol nekito svoris. Atvésinti kambario temperattiroje ir pasverti. Daryti 3

pakartojimai.

1.19 Baltymy kiekio nustatymas

Baltymy kiekiui nustatyti buvo naudojamas tradicinis Kjeldalio metodas, kuris pagrjstas
azoto kiekio nustatymu. Pasveriamas 1 g méginio, kuris mineralizuojamas su koncentruota sieros
rugstimi (25 ml) jos virimo temperatiiroje (350-380°C) 180 minuciy. Tiriama medziaga
oksiduojasi iki anglies dvideginio ir vandens, o joje esantis azotas i$siskiria amoniako pavidalu,

kuris sieros rugsties aplinkoje sudaro amonio druska (9)

Baltymas (-N) + H2SO4—(NH4)2SO4 + CO2 + H2 O (9)

Kaip reakcijos katalizatorius buvo naudotas kalio sulfatas. Mineralizuotas meéginys
atvésinamas kambario temperatiiroje. Kitas etapas — amoniako atskyrimas naudojant stiprig baze.
90 ml 40% NaOH pridedamas prie tirpalo, kad neutralizuoty pH ir konvertuoty NH4" jong j NH3
(10).

(NH4)2SO4+ NaOH—NH3(d) + NaxSO4 + 2H>O (10)

Amoniakui suristi naudojamas 4% boro rugsties tirpalas (25 ml). Reakcijos metu susidariusi
boro riigsties amonio druska titruojama druskos riig§timi. 1 ml sieros rtigsties, kurios koncentracija
0,05 mol/l atitinka 1,401 mg azoto. Apsaikaiuojant baltymus, azoto kiekis dauginamas i§ 6,25

(mésos ir jos gaminiy koeficiento).

1.20 Instrumentinis spalvos jvertinimas

Meéginiai spalvos matavimui buvo imami iSkart atidarius pakuote (siekiant iSvengti Sviesos
ir deguonies jtakos spalvai) pagal Amerikos mésos moksly asociacijos rekomendacijas dél spalvy
nustatymo (Hunt ir kt., 1991). Mésos spalvos (L*, a* ir b*) charakteristikos iSmatuotos
kolorometru (Minolta CM-2600d / 2500d, Osaka, Japonija), naudojant CIELab erdve. L * yra
Sviesos matas, kai verté lygi 0 — spalva juoda, kai 100 — balta. Teigiamos a* vertés nurodo

raudonuma, neigiamos reikSmés rodo zaluma; b * vertés nurodo, geltonos spalvos kitima j mélyng
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(nuo + | -). Buvo naudojamas D65 apsvietimas (spalvos temperatiira 6504 K). Kolorimetras buvo
kalibruojamas naudojant baltg plokstele pries kiekvieng matavima. Atlikti 6 atsitiktiniai méginiy

matavimai.

1.21 Metmioglobino kiekio nustatytmas

Metmioglobino kiekis buvo nustatytas tiesioginiu spektrofotometriniu matavimu, kaip
apraSyta Krzywicki (1982) su nedidelémis modifikacijomis. 5 gramai méginio homogenizuojami
10 s su 25 ml ledo Saltumo 40 mM fosfato buferiniu tirpalu (pH 6,8), naudojant Ultra-Turrax T25
homogenizatoriy (Janke ir Kunkel, Staufen, Vokietija) bei esant 9500 aps/min. Homogenatas
buvo 1 valandg laikomas 4 ° C temperatiiroje ir centrifuguojamas 3000 aps/min (Centrikon T-
124, Kontron, Milanas, Italija) 30 min., esant 4 °C temperatiirai. Skystis nufiltruotas per
"Whatman # 1" popieriy, gauto filtrato absorbcija matuota 700, 572 ir 525 nm bangos ilgiuose su
spektrofotometru (Hitachi U-1900, Tokijas, Japonija). Metmiomoglobino kiekis (MetMb)
apskaiciuotas pagal $ig formule (11) (Krzywicki, 1982; Kannan ir kt., 2001):

MetMb (%) = {1.395 - [A572-A700 / A525-A700]} (11)

Zemiau pateiktoje nuotraukoje vaizduojamas spalvos skirtumas tarp kontrolinio bandymo

bei méginiy su aronijy iSspaudy bei spanguoliy iSspaudy ekstraktais.

14 pav. B - fosfato buferinis tirpalas, C- kontrolé, L - spanguoliy iSspaudy ekstraktas, R — aronijy iSspaudy
ekstraktas
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1.22 Su tiobarbittiro riig§timi (TBARS) reaguojan¢iy medziagy kiekio nustatymas

Tiobarbitiirinés riigSties nustatymui buvo pasverta 4 g méginio, kurie sumaiSyti su 12 ml
trichloroacto riigsties (TCA) ir homogenizuoti 2 minutes naudojant Ultra-Turrax T25
homogenizatoriy (Janke ir Kunkel, Staufen, Vokietija) esant 9500 aps/min. Skystis nufiltruotas
per "Whatman # 1" popieriy, 2 ml filtrato sumaiSomi su 2 ml tiobarbittrinés rugsties.

Uzdengti mégintuvéliai Sildomi verdandio vandens vonioje 40 min. Po to meéginys
atSaldomas iki kambario temperatiiros ir spektrofotometru (Hitachi U-1900, Tokijas, Japonija)
matuotas bandinio optinis tankis pasirinkus 530 nm bangos ilgj.

TBARS reikSmés apskaiciuojamos formule (12):

TBARs = 100 X % (12)

¢ia : C- koncentracija, pg/ml, V— TCA-TBA kiekis, ml, fx- skiedimo laipsnis, m — méginio
svoris, g. Rezultatai apdorojami naudojant kalibracing kreive ir  iSreiSki mikrogramas

malonaldehido (MAD)/kg.

1.23 Statistiné analizé

Statistinés analizé buvo atlikta naudojant duomenis su 3 pakartojimais,o rezultatai iSreiksti
kaip vidurkis + standartinis nuokrypis (SD). Svarbiis skirtumai tarp duomeny buvo nustatomi
naudojant vienos krypties ANOVA, pasirinkus statistinj paketa Statgraphics Plus 5.1. Koreliacijos

koeficientai buvo apskaiciuoti tarp kiekvieno kintamojo. Statistinis skirtumas buvo p <0,05.
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TYRIMU REZULTATAI IR DISKUSIJA

1.24 Juodavaisiy aronijy iSspaudy ekstrakty iSeigos

Ekstrahuojant juodavaisiy aronijy iSspaudas superkritiniu anglies dvideginiu gautas
ekstraktas, kurio iSeiga buvo 0,54%. Po ekstrakcijos likusios Aronia melanocarpa iSspaudy
liekanos buvo ekstrajuohamos suspausty skysciy ekstrakcijos biidu, naudojant etanolj ir vandenj.

Gauti ekstraktai, kuriy iSeigos atitinkamai buvo 10,81% ir 6,71%.

1.25 Aronijy iSspaudy ekstrakto antimikrobinés savybeés

Sio tyrimo uzduotis — istirti aronijy iSspaudy ekstrakty antimikrobines savybes pries
Leuconostoc mesenteroides, Weissella viridescens, Listeria monocytogenes, Pseudomonas putida,
Brochothrix thermosphacta, Campylobacter jejuni bakterijas.

Aronijy iSspaudy ekstrakto antimikrobinéms savybéms tirti pasirinktos 4 gramteigiamos
bakterijos (Weisella viridescens, Leuconostoc mesenteroides, Listeria monocytogenes,
Brochothrix thermosphacta) bei 2 gramneigiamos bakterijos (Pseudomonas putida bei
Campylobacter jejuni). Listeria monocytogenes ir Campylobacter jejuni tiriamos dél jy
patogeniniy savybiy, toksiSkumo ir uzsikrétimy protrikiy 2016 metais Vasingtone (48) bei,
remiantis Pasaulio Sveikatos Organizacijos duomenimis, piety Afrikoje nuo 2017 iki 2018 kovo
truko listeriozés protriikis (49). Likusios pasirinktos bakterijos yra tos, kuriy veikla nattraliai
sukelia gedimg mésoje ir jos produktuose. Eksperimento metu, jy slopinimui buvo paruosti 6,6%,
3,3%, 1,83%, 0,83% ir 0,42% koncentracijos etanoliniai ir vandeniniai aronijy iSspaudy ektraktai.
Eksperimento metu naudoti skirtingy tiriamyjy bakterijy kolonijas sudaranciy vienety skaiciai -
10*%ksv/mlir 108 ksv/ml.

1.25.1Ekstrakty poveikis Listeria monocytogenes bakterijy augimui

Etanolinio aronijy iSspaudy ekstrakto antimikrobinés savybés prie§ Listeria monocytogenes
bakterijas yra stipriai slopinantis. Kaip matoma i§ rezultaty (6 lenteléje), stipriausiai veikia

etanolinis ekstraktas esant 10* ksv/ml mikroorganizmy skaiiui. Ekstraktai, kuriy koncentracijos
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buvo vir§ 0,83% poveikis buvo baktericidiskas, taciau 0,42% koncentracija buvo per silpna ir
didelés jtakos bakterijy augimui neturéjo ( ik 8,9 % slopinimas, matomas pirmoje diagramoje).
Bandymas su etanoliniu aronijy i$spaudy ekstraktu ir 108 ksv/ml bakterijy kiekiu parodé, kad 6,6%
koncentracijos ekstraktas pilnai inaktyvuoja mikroorganizmy veikla, o kity ekstrakty
antimikrobinis aktyvumas proporcingai maz¢ja (matoma 15 pav).

Vandeninio aronijy i§spaudy ekstrakto antimikrobinés savybés yra silpnesnés nei etanolinio
— baktericidinj poveikj turéjo tik 6,6% koncentracijos vandeninis ekstraktas esant 10* ksv/ml
mikroorganizmy skaiciui (zr. 15 pav., 6 lentel¢).

Tirty etanolinio ir vandeninio aronijy iSpaudy ekstrakty poveikis priklauso nuo
mikroorganizmy skaiciaus ir esant 10* ksv/ml bakterijy skai¢iui baktericidinis poveikis nustatytas
tik esant 6,6% ekstrakto — tai yra nustatytas statistiSkai patikimas skirtumas. Esant 108 kvs/ml
bakterijy skaiCiui, etanolinio ekstrakto antimikrobinis poveikis priklaus¢ nuo ekstrakto
koncentracijos, tai yra, jai maz¢jant antimikrobinis poveikis reikSmingai mazéjo (Zr. 6 lentel¢).

Remiantis Alberto ir kt. (2006) tyrimy duomenimis, antimikrobinis augaliniy ekstrakty
poveikis priklauso nuo ekstrakto fenoliniy junginiy kiekio. Pagal Brazdauskas ir kt. (2016)
duomenis, juodavaisiy aronijy i§spaudy ekstrakte nustatytas didelis kiekis fenoliy (236,6 mg GAE
g-1 ekstrakto). Aronia melanocarpa uogos yra vienas i§ turtingiausiy fenoliniy medziagy augaly
Saltiniy, daugiausia antocianiny - cianino glikozidy. Antocianinai yra vandenyje tirplis pigmentai,
sudarantys tamsiai mélyng vaisiy spalva (51). Yra nustatyta, kad antocianinai veikia jvairius
mikroorganizmus, ypa¢ gramteigiamas bakterijas (52). Tagiau remiantis A.Sarkino ir kt. (2007)
duomenimis, antimikrobiniy savybiy koreliacijos su antocianiny koncentracija dazniausiai néra,
tai rodo, kad antimikrobines savybes lemia ir kiti ekstraktuose esantys komponentai.

Pagal Papuc ir kt. (2017), polifenoliai veikdami gramteigiamas bakterijas susilpnina cikling
di- AMP (adenozinmonofosfato) sinteze, sutrikdo lasteliy sieneliy homeostazg ir K pernasa.
Galimai dél to juodyjy aronijy iSspaudy ekstraktai turi stipry antimikrobinj poveikj gramteigiamai

Listeria monocytogenes.
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6 lentelé. Antibakterinis proveikis pries Listeria monocytogenes bakterijas

Bakterijy skaicius/ml, 1074 Bakterijy skaicius/ml, 1078

Kontrolé *9,3325x+ f9,11254
Etanolinis ekstraktas, 0.42% 98,58 f8,1625x
Etanolinis ekstraktas, 0.83% 304 96,335z
Etanolinis ekstraktas, 1,65% 20a 3,975g
Etanolinis ekstraktas, 3,33% 204 2,158
Etanolinis ekstraktas, 6,6% 0 0
Vandeninis ekstraktas, 0.42% €8,82x €f8,7725n
Vandeninis ekstraktas, 0.83% €8,87254 ¢f8,715x
Vandeninis ekstraktas, 1,65% 8,165 47,1054
Vandeninis ekstraktas, 3,33% ®3,024 ®4,61s
Vandeninis ekstraktas, 6,6% 304 ®4,625

*standartinis skirtumas tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui
** standartinis skirtumas tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui
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M Etanolinis ekstraktas Vandeninis ekstraktas

15pav. Listeria monocytogenes bakterijy slopinimas

1.25.2 Ekstrakty poveikis Campylobacter jejuni bakterijy augimui

Aronijy iSspaudy antimikrobinés savybés prie§ Campylobacter jejuni bakterijas geresnés nei
pries Listeria monocytogenes. Antibaktericidinis poveikis pasiektas ne tik naudojant etanolinj

ekstraktg (nuo 6,6% koncentracijos iki 1,65% esant 10* ksv/ml bakterijy kiekiui, 6,6% ir 3,33%
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esant 10® ksv/ml bakterijy skai¢iui) bei vandeninj ekstraktg esant 10* ksv/ml mikroorganizmy
skai€iui, bet ir tiriant vandeninj aronijy i$spaudy ekstraktg su 108 ksv/ml C. jejuni mikroorganizmy

kiekiu (vandeninio ektsrakto koncentracija 6,6% ir 3,3%) (16 pav.).
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16 pav. Campylobakter jejuni bakterijy slopinimas

1.25.3 Ekstrakty poveikis Brochothrix thermosphacta ir Pseudomonas putida

bakterijy augimui

Juodavaisiy aronijy iSspaudy ekstrakty antibakterinis poveikis prie§ gedima sukeliancias
bakterijas Brochothrix thermosphacta ir Pseudomonas putida yra stipriai slopinantis. Visi
ekstraktai turi baktericidinj poveikj naudojant didziausias ektrakto koncentracijas, o
koncentracijoms mazéjant uzaugusiy mikroorganizmy skaicius léksStelése did¢ja. Svarbu
paminéta, kad Pseudomonas putida mikroorganizmai jautresni ektraktams, nei Brochothrix
thermosphacta bei, kad mazos etanolinio ir vandeninio ekstrakty koncentracijos skatino tirty
bakterijy augima (17 pav., 18 pav.).

Gramneigiamy ir gramneigiamy bakterijy lasteliy sienelés yra skirtingos. Gramneigiamy
bakterijy lasteliy sienelés yra su plonu peptidoglikano sluoksniu ir iSorine membrana. ISoriné
membrana yra sudaryta i§ fosfolipidinio dvigubo sluoksnio ir baltymy, ant jo iSorinio lapelio yra
lipopolisacharidy. Gramteigiamy bakterijy lasteliy sienelése néra iSorinés membranos, Ji sudaryta
i§ storo sluoksnio peptidoglikano ir lipotekinés rtgsties (55). Abiejy, gramteigiamy ir
gramneigiamy, bakterijy lasteliy sienelés vaidina svarby vaidmenj osmosinei lgsteliy apsaugai.

Daugelis mokslininky jrodé polifenoliy geb&jimag sgveikauti su bakterijy lasteliy sienelémis ir
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nustaté, kad gramteigiamy bakterijy jautrumas polifenoliy veiklai skiriasi nuo gramneigiamy
bakterijy - pastarieji yra labiau atspariis polifenolio poveikiui. Taciai Siame tyrime, lyginant
Brochothrix thermosphacta su Pseudomonas putida gauti prieSingi rezultatai — gramneigiama
bakterija (Pseudomonas putida) buvo maziau atspari ekstrakty baktericidiniui poveikui nei
gramteigiama (Brochothrix thermosphacta). Tas pats matoma ir lyginant patogenines Listeria
monocytogenes ir Campylobacter jejuni bakterijas. Panasi tendencija matoma ir Puupponen-Pimia
ir kt. (2000) darytame eksperimente, kuriame buvo tiriami suomisky uogy (mélyniy, braskiy,
juodavaisiy aronijy, spanguoliy, Saltalankiy) fenoliniai ekstraktai, kurie slopino gramneigiamas,
bet ne gramteigiamas bakterijas. Galbiit dél to, jog gramneigiamy bakterijy iSoriné membrana

veikia kaip apsauginis barjeras nuo hidrofobiniy junginiy (57).
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1.25.4Ekstrakty poveikis Weissella viridescens ir Leuconostoc mesenteroides

pieno riigsSties bakterijos

IS visy tirty bakterijy, pieno riigsties gramteigiamoms bakterijoms juodavaisiy aronijy
iSspaudy ekstraktas turéjo maziausig antibakterinj poveikj, o vandeninis ekstraktas esant 108
ksv/ml mikroorganizmy skai¢iui netgi skatino jy augima. Sophorn Harp (2010) darydama
eksperimenta tyré Naujojoje Zelandijoje auginamy uogy (mélyniy, kiviy, braskiy) vandeniniy
ekstrakty poveikj pienartigS§téms ir patogeninéms bakterijos. Ji pastebéjo, kad tie patys ekstraktai
turéjo augima stimuliuojantj poveiki Bifidobacterium (Yoplait) ir Lactobacillus casei bakterijoms,
tatiau slopinantj patogeniniams mikroorganizmams. Siame tyrime, kaip ir Sophon Harp darytame
eksperimente, pienariig§¢iy bakterijy augimo padidéjimas gali biti siejamas su daugybe aktyviy
junginiy esanciy Aronia melanocarpa noguose. Remiantis Molan ir kt. (2009) bakterijos naudoja
ekstraktuose esancius fenolinius junginius augimui.

Juodyjy aronijy ekstrakty antimikrobinis poveikis buvo silpnas: vieninteliu atveju — esant
6,6% etanolinio ekstrakto koncentracijai ir 10* ksv/ml bakterijy skaiciui (Weisella viridescens),
slopinamasis poveikis buvo vir§ 50%. Kiti gauti rezultatai — 18,25% mikroorganizmy inaktyvacija
prie 3,3% etanolinio ekstrakto ir 15,58% prie vandeninio ekstrakto esant 10* ksv/ml Weisella
viridescens kiekiui. Visy kity bandymy rezultatai su Siomis pienariig§témis bakterijomis
pasizymejo silpnu poveikiu ir netur¢jo reikSmingos jtakos augimui (19 pav., 20 pav.).

Panasaus tyrimo metu, kurj atliko Puppponen-Pimia (2005) nustyta, jog gryni fenoliniai
junginiai ir fenoliniai ekstraktai, gauti i§ jprasty Siaurés $aliy uogy (mélyniy, spanguoliy,
raudonyjy avieciy, braskiy, juodyjy serbenty, Saltalankiy), turi antimikrobinj poveiki pasirinktoms
zarnyno bakterijy rasims, iskaitant probiotiky bakterijas ir nevirulentiSskga Zarnyno patogenezés
Salmonella mutantg. Gauti rezultatai parode, kad uogy ekstraktai slopina gramneigiamy
salmoneliy ir Escherichia padermiy bakterijas, bet neslopina gramteigiamy pienariig§¢iy bakterijy
augimo. Aronijy iSspaudy ekstraktas, tirtoms Weisella viridescens bei Leuconostoc mesenteroides
pieno riigities bakterijoms, kitaip nei Siaurés Saliy uogy ekstraktai, turéjo slopinamajj poveiki,
nors ir silpng. Greiciausiai dél didesnio antocianiny kiekio uogose, nes remiantis Viskelio ir kt.

(2009) duomenimis ,antimikrobinés spanguoliy savybés priklauso nuo antocionino kiekio jose.
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Aronijy iSspaudy ekstraktai turi stipry ir statistiSkai Zymy poveikj tirtoms patogeninéms
bakterijoms bei gedimg sukeliancios bakterijos, iSskyrus gramteigiamas pienariigsties bakterijas.
Gauti rezultatai patvirtina Krisch ir kt. ( 2008) hipotezg, kad geresnis ,bakterijy augima

slopinantis poveikis, yra alkoholinio, o ne vandeninio ekstrakto.
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21 pav. Paruosta mikrolékstelé mikroogranizmy inkubacijai

1.26 Mikrobiologinis tyrimas su termiSkai apdorotu etanoliniu aronijy iSspaudy

ekstraktu

Sio tyrimo uzduotis — istirti terminio apdorojimo poveikj aronijy i¥spaudy ekstrakto
antimikrobinéms savybéms.

Gali buti, kad Sildymas gali inaktyvuoti kai kuriuos junginius, turin€ius antimikrobiniy
savybiy, todel ekstraktai tampa maZziau veiksmingi. Viename tyrime, darytame Witkowska ir kt.
(2010) , nustatyta, kad ¢esnakai, kurie 20 minuciy buvo autoklavuojami arba termiskai apdoroti
100 ° C temperatiiroje, visiskai neteko inhibitoriniy savybiy.

Siekant geriau suprasti juodyjy aronijy iSspaudy ekstrakto savybes ir ruosiantis tolimesniems
termiskai apdoroto kumpio tyrimams, bei jvertinant, jog kiaulienos zalios mésos burgeriai pries
vartojima turi buti termiskai apdorojami, buvo atliktas tyrimas taikant terminj apdorojima
etanoliniui ekstraktui. Tolimesniems eksperimentams pasirinktas etanolinis ekstraktas dél savo
geresniy antimikrobiniy savybiy nei vandeninis ekstraktas. Tirtos Listeria monocytogenes,
Pseudomonas putida bei Brochotric thermospacta bakterijos, taCiau dviejy pastaryjy
mikroorganizmy lékstelése buvo pastebéta kryZzminé tarSa ir jy rezultatai nepateikti. Naudoty
ekstrakty koncentracijos atrinktos pagal ankstesnius tyrimus siekiant optimaliy rezultaty
sunaudojant maZziausiai ekstrakto.

Kaip matoma slopinimo 22 pav. — esant 10* ksv/ml bakterijy skai€iui, ar kaitinant, ar ne —

néra statistitiSkai reikSmingo skirtumo. Taciau nustatyta, kad pakaitinus ekstraktg antimikrobinis
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poveikis reik§mingai skiriasi priklausomai nuo naudotos koncentracijos esant 10% ksv/ml
mikroorganizmy kiekiui.

Tyrimo metu nustatytas statistiSkai patikimas pokytis priklausantis nuo bakterijy skaiciaus

2

1,65 2 1,65 Ekstrakty koncentracijos, %
Bakterijy skaicius 1074 ksv/ml Bakterijy skaicius 1078 ksv/ml

(6 lentelé prieduose).
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22 pav. Listeria monocytogenes bakterijy slopinimas.

1.27 Ekstrakto jtaka bakterijy augimui mesos iStraukoje

Sio tyrimo uzduotis — istirti Aronia melanocarpa etanolinio ekstrakto poveikj Listeria
monocytogenes, Brochotrix thermospacta, Pseudomonas putida ir aerobiniy mezofiliniy bakterijy

augimui mésos iStraukoje.

1.27.1Ekstrakty poveikis Listeria monocytogenes bakterijy augimui mesos

iStraukoje

Juodyjy aronijy iSspaudy etanolinis ekstraktas patogenines Listeria monocytogenes
bakterijas meésos isStraukoje veiké bakteriostatiSkai (22 pav.). Visomis tyrimo dienomis
mikroogranizmy skai€ius tiriamajame méginyje R (mésos iStrauka, inokuliuotos bakterijos ir
ekstraktas) buvo mazesnis nei kontroliniame mikroorganizmy meéginyje CI (mésos iStrauka ir
inokuliuotos bakterijos). Didziausias reikSmingas skirtumas tarp méginiy buvo 16 tyrimo dieng (7

lentelé prieduose). Petri 1e€kstelése, kuriose s¢jimai buvo daryti i§ kontroliniy C (mésos iStrauka)
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ir CR (mésos iStrauka ir ekstraktas) méginiy, Listeria monocytogenes bakterijy kolonijy neisaugo,
kas identifikuoja, ekstrakto ir mésos iStraukos mikrobiologinj Svaruma Sios bakterijos atzvilgiu bei
kryZzminés tarSos nebuvima.

Hasmik Hayrapetyan ir kt. (2012) darytame tyrime nustaté, kad 7,5% (svoris/ml) granaty
zieveliy ekstrakto Listeria monocytogenes veikia batericidiSkai. Manoma, kad granaty

antibakterinis poveikis , kaip ir juodavaisiy aronijy, priklauso nuo fenoliniy junginiy kiekio.
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23 pav. Listeria monocytogenes bakterijy augimas mésos istraukoje

1.27.2 Ekstrakty poveikis Brochothrix thermosphacta bakterijy augimui mesos

iStraukoje

Etanolinis Aronia melanocarpa i$spaudy ekstraktas Brochothrix thermosphacta veiké
bakteriostatiSkai — nuo tyrimo pradzios bakterijy skaiCius tiriamgjame méginyje R ir
mikroogranizmy kontroliniame méginyje CI buvo reikSmingai maZesnis - skirtumas didesnis nei
2 1g KSV/ml. Svarbu paminéti, kad nattiraliai mésoje buvo $ios rusies bakterijy, o eskperimento 0
dieng C méginyje (mésos iStrauka) Brochothrix thermosphacta buvo 4,73 lg ksv/ml, o laikant
meéginius  Sios bakterijos prad¢jo sparciai daugintis. | mésos iStrauka neinokuliavus
mikroorganizmy, etanolinis ekstraktas veike baktericidiskai (8 lentelé prieduose, 24 pav.), tai yra,
s¢jimo | léksteles budu, gyvybingy mikroorganizmy nebuvo aptikta.

Pagal Holley ir kt. (2005) atliktus tyrimu, didelé koncentracija ekstrakto yra biitina siekiant
gauti antimikrobinj poveikj maisto produktuose. Priezastys gali biiti antimikrobiniy komponenty

imobilizavimas riebalais, baltymais ar angliavandeniais, vandens aktyvumo skirtumai, bakterijy
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rusiy sgveika ar bakterijy pokyciai, dél kuriy jie maziau jautrlis antimikrobinéms medziagoms
maisto sistemose (65). Galbiit dél to, modelin¢je mésos sistemoje ekstrakto poveikis baktericidinis
CR meéginyje, kuriame néra inokuliuoty bakterijy, ir bakteriostatiSkas R méginyje, kuriame yra

didesnis Brochothrix thermosphacta skaiCius.
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24 pav. Brochothrix thermosphacta bakterijy augimas mésos iStraukoje

1.27.3 Ekstrakty poveikis Pseudomonas putida bakterijy augimui meésos iStraukoje

Etanolinis aronijy iSspaudy ekstraktas Pseudomonas putida bakterijas, kaip ir Brochothrix
thermosphacta, veiké bakteriostatiSkai. Lyginant CI kontrolinj mégini (mésos istrauka ir
mikroorganizmais) ir R méginj (mésos istrauka, inokuliuotomis bakterijomis bei ektraktas)
matomas reikSmingas skirtumas — bandiniuose su ekstraktu uzfiksuotas nuo 2 iki 5 Ig KSV/ml
mazesnis bakterijy skaiCius skirtingomis dienomis (25 pav.). Didziausias mikroogranizmy
slopinimas buvo 7 tyrimo dieng. Natiiralus mésos gedimas matomas pagal kontrolinio mésos
iStraukos (C méginys) bandinio rezultatus. Mésos iStraukoje, lyginant méginius, kuriuose buvo
ekstrakto (R ir CR méginys) bei tuos, kuriuose nebuvo (C ir CI) buvo uzfiksuotas reikSmingas
skirtumas — ekstraktas 0 ir 2 dienomis veiké baktericidiskai, o nuo nuo 4 bakteriostatiskai (9 lentelé

prieduose).
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25 pav. Pseudomonas putida bakterijy augimas mésos istraukoje

1.27.4Ekstrakty poveikis aerobiniy mezofiliniy bakterijy augimui meésos iStraukoje

Aerobinés mezofilinés bakterijos matuojamos siekiant nustatyti bendra bakterijy skaiciy
mésoje. Jas, kaip ir kitas Siame tyrime naudotas bakterijas, Aronia melanocarpa iSspaudy
ekstraktas veiké bakteriostatiSkai. Aerobiniy mezofiliniy bakterijy kiekis 0 tyrimo dieng galimai
yra didelis dél Brochothrix thermosphacta ir Pseudomonas putida bakterijy natiiralaus buvimo
meésoje, todel ir aeronibiniy mezofilniy bakterijy skaiius Siame meéginyje néra reikSmingai
skirtingas nei kontroliname mikroorganizmy bandinyje CI (26 pav., 10 lentel¢ prieduose).

Tiriamajame R méginyje (mésos istrauka, inokuliuotos bakterijos ir ekstraktas), statistiskai
patikimas skirtumas uzfiksuotas tik paskutiniaja tyrimo dieng. Kontroliniame CR méginyje (mésos
iStrauka ir ekstraktas) aronijy ekstraktas 0-5 dienomis veiké baktericidiskai, o véliau —
bakteriostatiskai.

Pagal Komisijos Reglamenta (EB) 1441/2007, i§ dalies kei¢iantis Reglamentg (EB) Nr.
2073/2005 dél maisto produkty mikrobiologiniy kriterijy, smulkintai mésai m — 5 x 10° ksv/g, o
M - 5 x 10% ksv/g. Aerobiniy kolonijy skai¢ius smulkintoje kiaulienjo yra patenkinamas, jeigu
dienos vidurkio logaritmas yra < m; priimtinas, jeigu dienos vidurkio logaritmas yra tarp m ir M
bei nepatenkinamas, jeigu dienos vidurkio logaritmas yra > M. Pagal literatiirinius Saltinius (67),
meésa laikoma sugedusi, skai¢iuojant aerobines mezofilines bakterijas, jas s¢jant ant PCA Petri
léksteliy bazés giluminiu budu, kai bakterijy skai¢ius > 10 ksv/ml. Viso tyrimo metu, nei viename

bandinyje mésos iStrauka su aronijy iSspaudy ekstraktu nebuvo sugedusi.
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26 pav. Aerobiniy mezofiliniy bakterijy augimas mésos iStraukoje

1.28 Aronijy iSspaudy ekstrakto jtaka bakterijy augimui kiaulienos meésainiuose

Sio tyrimo uzduotis — istirti Aronia melanocarpa etanolinio ekstrakto poveikj Listeria
monocytogenes, Brochothrix thermospacta, Pseudomonas putida, pienariigsfiy ir aerobiniy

mezofiliniy bakterijy augimui kiaulienos mésainiuose.

1.28.1Ekstrakto poveikis Listeria monocytogenes bakterijy augimui kiaulienos

meésainiuose

Aronia melanocarpa i$spaudy etanolinis ekstraktas patogenines Listeria monocytogenes
bakterijas veiké bakteriostatiskai (27 pav.). Visomis tyrimo dienomis (iSskyrus 0 -
mikroorganizmy inokuliavimo dieng), tiriamajame RR (smulkinta kiauliena, ekstraktas,
inokuliuoti mikroorganizmai) méginyje, bakterijy skaicius nevirSijo lg 2,5 ksv/g ir buvo
uzfiksuotas zymus statistiSkai patikimas skirtumas lyginant su mikroorganizmy kontroliniu
méginiu RCI (smulkintos kiaulienos mésainis, inokuliuoti mikroorganizmai). Kaip mésos
iStraukos tyrime, i$ kontroliniy méginiy RC (smulkintos kiaulienos mésainis) ir RCR (smulkintos
kiaulienos mésainis su ekstraktu) darytuose séjimuose, Listeria monocytogenes bakterijy kolonijy
neiSaugo, kas identifikuoja, apie ekstrakto ir zalios mésos mikrobiologinj Svarumga Sios bakterijos

atzvilgiu bei kryzmingés tarSos nebuvima (11 lentelé prieduose).
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27 pav. Listeria monocytogenes bakterijy augimas kiaulienos mésainiuose

1.28.2 Ekstrakto poveikis Brochothrix thermosphacta bakterijy augimui kiaulienos

meésainiuose

Juodavaisiy aronijy etanolinis ekstraktas gedimg mésoje sukeliancias bakterijas Brochothrix
thermosphacta veiké bakteriostatiSkai. Tiriamajame bandinyje RR (smulkintos kiaulienos
meésainis, etanolinis ekstraktas ir inokuliuotos bakterijos) lyginant su kontroliniu mikroorganizmy
bandiniu RCI (smulkintos kiaulienos mésainis ir inokuliuotis bakterijos) buvo statistiSkai
reikSmingas bakterijy skaiciaus skirtumas (28 pav. ir 12 lentel¢ prieduose). Svarbu paminéti, kad
natiiraliai mésoje buvo Sios rusies bakterijy, o eskperimento 0 dieng RC méginyje (smulkinta
kiauliena) Brochothrix thermosphacta buvo 2 1g ksv/ml, o laikant méginius $ios bakterijos pradého
sparciai daugintis. Lyginant méginius, kuriuose buvo Aronia melanocarpa i$spaudy etanolinio
ekstrakto RR ir RCR (smulkintos kiaulienos mésainis ir ekstraktas) bei bandinius be ekstrakto,

RCI ir RC, matomas reikSmingas bakteriostatiSkas poveikis (Zr. 28 pav. ir 12 lentel¢é prieduose).
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28 pav. Brochothrix thermosphacta bakterijy augimas kiaulienos mésainiuose

1.28.3 Ekstrakto poveikis Pseudomonas putida bakterijy augimui kiaulienos

meésainiuose

Etanolinis Aronia melanocarpa i$spaudy ekstraktas Pseudomonas putida bakterijas veiké
bakteriostatiskai (29 pav. ir 13 lentelé prieduose). IS rezultaty matoma, kad Sios rusies bakterijy
natiiraliai buvo mésoje. Taciau, nepaisant to, buvo statiStikai reikSmingas skirtumas lyginant
meéginius, kuriuose buvo juodavaisiy aronijy ekstrakto - tiriamajj meéginj RR (smulkintos
kiaulienos mésainis, inokuliuotos bakterijos ir ekstraktas) bei kontrolinj RCR bandinj (smulkinta
kiauliena ir ekstraktas) — bei kitus du meéginius, kuriuose nebuvo ekstrakto — kontrolinius RCI
(smulkintos kiaulienos mésainis ir inokuliuoti mikroorganizmai) ir RC (smulkintos kiaulienos
meésainis). Jvertinus tai, kad mésoje natiiraliai buvo Pseudomonas putida bakterijy, reikia pabrézti,

kad juodavaisiy aronijy ekstrakto poveikis yra pakankamai stiprus .
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29 pav. Pseudomonas putida bakterijy augimas kiaulienos mésainiuose
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1.28.4Ekstrakto poveikis pienariig§¢iy bakterijy augimui kiaulienos mésainiuose

Nors pirmosiomis tyrimo dienomis reikSmingo skirtumo tarp kontroliniy ir tiramojo
bandinio nebuvo, nuo 7 bandymo dienos buvo statistiSkai patikimas pokytis tarp méginiy su
etanoliniu ekstraktu RR (smulkintos kiaulienos mésainis, inokuliuoti mikroorganizmai) ir RCR
(smulkinta kiauliena ir ekstraktas) bei be ekstrakto — RCI (smulkintos kiaulienos mésainis ir
inokuliuoti mikroorganizmai) ir RC (smulkintos kiaulienos mésainis). Svarbu paminéti, kad nei
vienos i§ inokuliuoty (Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas putida, Listeria monocytogenes)
bakterijy nebuvo pienartigstes ir Sio tyrimo metu nagrinéjamas ektrakto poveikis nattiraliai mésoje
esancioms pieno riigsties bakterijoms. D¢l to 0 dieng visose Petri 1¢kstelése i§ skirtingy meginiy

(RC, RCR, RR ir RCI) iSaugo panasus skaic¢ius pienartigs¢iy bakterijy kolonijy lg ksv/g .
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30 pav. Pienartigsciy bakterijy augimas kiaulienos mésainiuose

1.28.5Ekstrakto poveikis aerobiniy mezofiliniy bakterijy augimui kiaulienos

meésainiuose

Aerobiniy mezofiliniy bakterijy kiekis 0 tyrimo dieng galimai yra didelis del Brochothrix
thermosphacta, Pseudomonas putida ir pienartigs¢iy bakterijy natiiralaus buvimo mésoje. Taciau,
kaip ir pienariig§¢iy bakterijy augimo tyrimo metu, taip ir tiriant aerobiniy mezofiliniy bakterijy
augima, statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp méginiy su ekstraktu RCR (smulkinta kiauliena ir
ekstraktas) bei RR (smulkinta kiauliena, inokuliuotos bakterijos ir ekstraktas)) ir be jo (RC
(smulkinta kiauliena) ir RCI (smulkinta kiauliena,inokuliuoti mikroorganizmai)) matomas nuo 7

tyrimo dienos. 13 bandymo dieng buvo uzfiksuotas didziausias iSaugusiy bakterijy kolonijy
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skaiiaus skirtumas tarp i$ tiriamojo meéginio RR ir kontrolinio mikroorganizmy meéginio RCI
paimty bandiniy —Petri 1¢kstelése iSaugusiy bakterijy kolonijy skirtumas buvo lg 2,86 ksv/g (31
pav., 15 lentelé prieduose). Kaip minéta anksciau, smulkinta mésa laikoma sugedusi, kai bendaras
mikroogranizmy kiekis 1 grame virSija 5 x 10° KSV. Lyginant kontrolinius RC (smulkinta
kiauliena) ir RCR (smulkinta kiauliena ir ekstraktas) méginius, nustatyta, kad mésainiai sugedo

atitinkamai po 5 ir 10 dieny — ekstrakto priedas prailgino galiojimo laikg 5-mis dienomis.
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31 pav. Aerobiniy mezofiliniy bakterijy augimas kiaulienos mésainiuose

1.28.6Fizikocheminiai kiaulienos mésainiy rodikliai

Fizikocheminiai tyrimai buvo daromi su tais meéginiais, kurie nebuvo inokuliuoti
bakterijomis — RC (smulkinta kiauliena) ir RCR (smulkinta kiauliena ir ekstraktas). Kaip matoma
1§ rezultaty (7 lentele), ekstraktas turéjo reikSmingg jtaka tokiems fizikocheminiams rodikliams,
kaip vandenilio jony koncentracija (pH), vandens aktyvumas (aw), spalva (L*, a* ir b* reikSméms),
metmioglobino kiekis ir malonaldehido kiekis.

Vandens aktyvumas — produkto viso vandens dalis, kuri nesujungta su koloidais ar kitomis
cheminémis medziagomis ir kuri gali buti naudojama mikroogranizmy cheminiams, fizikiniams,
biologiniams procesams (68). Jis svarbus bakterijy augimui, nes apie 75—-100% mikroorganizmo
lastelés sudaro vanduo. Su vandeniu | lgstel¢ patenka maisto medziagos ir su juo Salinami
medziagy apykaitos produktai. Gramteigiamy bakterijy augimui optimalus aw=0,96-0,95,
gramneigiamy a,—=0,97-0,90. Esant mazesniam vandens aktyvumui (aw=0,94-0,90) dauguma
bakterijy nustoja augti. Tyrimo su kiaulienos mésainiais metu, vandens aktyvumas kontroliniuose

bandiniuose ir méginiuose su ekstraktu buvo nuo 0,988 iki 0,997 (7 lentel¢) — labiau tinkamas

61



gramneigamoms bakterijoms Pseudomonas putida, nei gramteigiamoms Listeria monocytogenes
bei Brochothrix thermospacta.

Vandenilio jony koncentracija (pH) parodo terpés riugStingumo ar Sarmingumo laipsnj.
Dauguma bakterijy auga neutralioje arba silpnai Sarmingje terpéje (pH 6,5 — 7,5). Tyrime naudoty
bakterijy optimalus terpés pH — Pseudomonas putida 5,5 - 7,6, Brochothrix thermosphacta 7,0
(auga nuo pH 5-9), Listeria monocytogenes 7,0 (69), (terpés pH, kurioje auga 4-9,6). Ektraktas
turéjo itakos mésainiy pH vertéms — sumazino jas nuo pH 6,04 iki 4,48 (0 diena, nustatyta
zemiausia tiriamojo RCR meéginio pH reikSme, 7 lentel¢), nes pacio ekstrakto pH buvo 2,81.
Vandenilio jony koncentracija kontroliniame RC méginyje ir tiriamaje RCR méginyje reikSmingai
skirési. Terpés rugsStingumas meéginyje su ekstraktu buvo netinkamas bakterijoms augti ir tai galéjo
turéti jtaka bakteriostatiniam poveikiui.

Ekstraktas tur¢jo didelg jtaka mésainiy spalvai, grei¢iausiai dél didelio antocianiny kiekio
juodavaisése aronijose. Kaip minéta anks€iau, antocianinai yra vandenyje tirplis pigmentai,
sudarantys tamsiai mélyng uogy spalva (50). Uzfiksuotas statistiskai reikSmingas pokytis visoms
spalvos charakteristiky reikSméms (L*, a*, b*), (7 lentele).

Ekstrakto pridéjimas tur¢jo reikSmingg jtaka metmioglobino kiekiui tiriamajame méginyje.
Gali buti, jog sumazinta metmioglobino koncentracija yra dél antioksidaciniy juodavaisiy aronijy
savybiy (remiantis T.Brazdauskas, Aronia melanocarpa yra stiprus antioksidantas) ir tai suteikia
mésainiui stabilesng spalva, lyginant su kontroliniu méginiu.

Maldonaldehido kiekiui méginiuose Aronia melanocarpa pridéjimas tur¢jo statistiSkai
patikima pokytj. Jis nustatomas, norint pamatuoti lipidy peroksidacija. Mazesnés malonaldehido
reikSmeés, galimai gali biiti del juodavaisiy aronijy antioksidaciniy savybiy. Didesnis

metmioglobino kiekis nustatytas méginiuose su juodavaisiy aronijy ekstrakto priedu.
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7 lentelé. Fizikocheminés RC ir RCR méginiy savybés tyrimo metu

Diena |Méginys pH aw Spalvos charakteristika MetMb, % | Malonaldehidas,
L* a* b* mg/kg
Diena 0 | RC 6,04+0,025" 0,997+0,002¢ 57,03+5,8° 5,02+1,91% 15,31+1,353b¢ 45+1,443b 0,351+0,152°
RCR 4,480,012 0,99210,001° 26,46+2,23? 12,39+0,72¢ (-4,16) £0,46° 67,66+1,94° 0,11+0,07°
Diena 2 | RC 6,13+0,04¢ 0,992+0,003%¢ 53,77+3,48%° | 7,49+1,38¢ 16,91+1,42¢ 52,61+2,82¢ 0,39710,0342
RCR 4,64+0,02° 0,994+0,002° 35,56+3,16 | 9,48+1,2¢ (-3,71) +0,35® | 63,96+0,08? 0,3+0,01°
Diena 5 | RC 6,07+0,03¢ 0,994+0,001°< 55,8614,84% | 6,8+2,13 16,51+1,9¢ 45,96+1,53°¢ | 0,403+0,013°
RCR 4,61+0,01° 0,994+0,001° 36,52+5,07° | 9,08+1,18%¢ (-3,62) +0,64% | 62,71+1,342 0,32+0,04%¢
Diena 7 | RC 6,09+0,04 0,988+0,003? 55,97+4,74%° | 6,5+1,25P 14,39+3,37%b 48,13+1,81° | 0,479+0,055°
RCR 4,6+0,02° 0,992+0,001° 34,69+5,1°¢ 8,16+1,07%¢ (-2,92) 0,56 | 64,94+2,223® | 0,37+0,02¢
Diena 9 | RC 5,99+0,05 0,991+0,003%° 51,445,522 6,56+0,82¢ 13,7+1,15° 47,67+2,62° | 0,814+0,178°
RCR 4,61+0,01° 0,994+0,0013° 32,77+3,09° 7,14+1,47° (-3,6) +0,42%° 65,94+3,38%° | 0,48+0,02¢
Diena 13 | RC 5,5+0,03? 0,995+0,001¢ 53,84+2,62%° | 5,23+0,47"° 13,69+1,58° 43,68+0,7° 0,944+0,011°
RCR 4,64+0,01° 0,992+0,0023° 37,4+4,34%¢ 8,55+1,45%¢ (-3,91) +0,91%* | 63,49+1,372 0,51+0,01¢
Diena 16 | RC 5,51+0,05° 0,993+0,003" 53,64+2,56%° | 4,510,332 13,57+2,42° 49,9+2,06% 1,394+0,097¢
RCR 4,62+0,01° 0,99210,001° 37,4514,05°¢ 7,84+1,23%¢ (-2,18) £0,89¢ 65,36+0,36%° | 0,57+0,05¢

*statistiné analizé tarp méginiy lyginant skirtingus méginius tq pacig dieng.
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Drégmes, riebaly ir baltymy kiekis buvo nustatytas 0 tyrimo dieng. Drégmé yra svarbi
mikroogranizmy veiklai — daugumos bakterijy veikla sustoja, kai vandens kiekis terpéje sumazeja
iki 20-30%. Aronia melanocarpa etanolinio ekstrakto pridéjimas j meéginius netur¢jo reikSmingo
statistinio skirtumo drégmés kiekiui (8 lentel¢). Baltymy ir riebaly kiekis gali arba skatinti, arba
slopinti bakterijy augima méginyje (70), taCiau ekstrakto priedas neturéjo reikSmingos jtakos

baltymy ir riebaly kiekiui méginiuose.

8 lentele. Drégmés, baltymy ir riebaly kiekis kiaulienos mésainiuose

Méginys Drégmeés kiekis, % Riebaly kiekis, % Baltymy kiekis, %
RC 57,08+1,68° 28,84+0,32° 11,07+0,32°
RCR 54,46+1,73° 25,5+0,65° 11,8610,47°

* statistiné analizé atlikta lyginant vieng rodiklj skirtuose méginiuose.

1.28.7Juslin¢ kiaulienos mésainiy analize

Ekstrakto pridéjimas turéjo reikSminga pokytj iSsiskyrusiai drégmei pavirSiuje (gaminio
pavir$iuje esanc¢iam laisvam vandeniui), spalvos bei aromato intensyvumui tiriamajame méginyje
RCR lyginant jj su kontroliniu méginiu RC (9 lentel¢). Pagal vertintojy komentarus, 0 bandymo
diena, kiaulienos mésainiai su ekstraktu buvo tamsiai violetinés spalvos ir tur¢jo stipry aronijy
uogy (taip kvapa indentifikavo 60% vertintojy), vyno (30%) ir slyvy (10%) kvapa. Laikui einant,
mésainiy spalva prarado savo intensyvuma, iSsiskyrusios drégmés pavirSiuje méginio

homogeniSkumas maz¢jo, taciau kvapo intensyvumas stipréjo.

9 lentelé. Juslingje analizéje vertinty kiaulienos mésainiy méginiy savybés

Meéginys Homogeniskumas PavirSiaus Spalvos Spalvos Aromato
drégmé intensyvumas pokytis intensyvumas

RC 3+1,08° 2,32+1,00° 2,22+0,91° 2,141,227 2,82+1,32°

RCR 3,16+1,12° 2,77+1,08° | 4,24+0,72° 1,81+0,83? 3,73%0,72°

* statistiné analizé atlikta lyginant vieng pozymj skirtinguose méginiuose.
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10 lentelé. Jusilinéje analizéje vertinty kiaulienos mésainiy savybiy kitimas tyrimo eigoje

Méginys/diena 0 2 5 7 9 13 16
HomogeniSkumas 3,44+1,26° 3,42+0,85P 3,33+0,98 3,21+0,892b | 2,9241,072> | 2,78+1,18 | 2,42+1 152
PavirSiaus drégmé 3,1241,14¢ 2,64+1,153bc | 2 25410520 | 3+1 1]bc 2,2140,862 2,42+0,81abc | 2,07+0,912
Spalvos 3,541,412 3,57+1,28 3,41+1,1620 | 3,2141,3120 | 3,36+0,92b 2,71+1,323b | 2,57+41,452
intensyvumas

Spalvos pokytis 0+02 1,540,852 1,9140,79 1,85+0,66P 1,7140,61° 2,7141,06° 3,0741,62¢
Kvapo 2,7541,292 3,21+1,18abc | 3,16+1,262 | 3,07+1,322b | 3,21+0,973c | 4+0,67¢ 3,71+0,91bc
intensyvumas

* statistine analizé atlikta lyginant vieng pozymj skirtingomis dienomis.

Lyginant tiriamojo méginio RCR ir kontrolinio méginio RC homogeniskuma, i§ (32 pav.)

matoma, kad tyrimo pradzioje juslinés analizés dalyviai, auks$tesniu balu jvertino RC bandinj,

taciau jis palaipsniui maz¢jo ir nuo 7 dienos geriau vertintas tiriamasis meéginys (32 pav.,

aukstesnis balas parodo didesnj homogeniskuma).

Vertintojy suteiktas baly skaicius
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32 pav. Tiriamy mésainiy méginiy homogeniskumo jvertinimas

ISsiskyrusi drégmeé pavirSiuje visomis tyrimo dienomis buvo didesné bandinio su

juodavaisiy aronijy ekstraktu (RCR) — tai statistiskai patikimas skirtumas. Taip gali buti d¢l RCR

méginio mazesnio vandens aktyvumo tyrimo pradzioje (7 lentel¢; 33 pav., aukstesnis baly skaicius

parodo didesnj kieki i$siskyrusios drégmés pavirSiuje).
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33 pav. Tiriamy mésainiy méginiy i$siskyrusios drégmés pavirSiuje jvertinimas

Ekstrakto priedas méginiuose tur¢jo statistiSkai patikima pokytj méginio spalvai — juslinés
analizés dalyviai RCR mésainio spalva jvertino kaip tiping ekstraktui/tamsiai violeting. Nuo 5
tyrimo dienos tiriamajame méginyje pastebétas spalvos pokytis, kuris vertintojy jvardintas, kaip
atsirades Svelnus pilkas atspalvis (taip ivardino 15% vertintojy) ( 34 pav., aukstesnis baly skaicius

rodo intensyvesn¢ spalva).
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34 pav. Tiriamy mésainiy méginiy spalvos intensyvumo jvertinimas

Spalvos praradimui Aronia melanocarpa ekstrakto pridéjimas i méginj turéjo statistiskai
patikima skirtumg. 2 tyrimo dieng 30 % juslinés analizés tyrimo dalyviy kontroliniame meéginyje
ivardino mazus spalva praradusius plotelius, 13 dieng jau 57% dalyviy mane, kad gaminio spalvos

praradimas reikSmingas, o 16 dieng tokiag nuomong turé¢jo visi vertintojai. Tiriamojo gaminio
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spalvos praradimas nebuvo toks zenklus — juslinés analizés vertintojai visomis dienomis RCR
gaminj jvardino, kaip turintj rySkig spalva ir tik 13 ir 16 dienomis 30% dalyviy jvardino spalvos

praradima (35 pav., aukstesnis baly skaicius rodo didesnj nublukima).
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35 pav. Tiriamy mésainiy méginiy spalvos praradimo jvertinimas

Juodavaisiy aronijy ekstraktas tiriamajam meéginiu RCR suteiké intensyvy kvapa, kurj
vertintojai identifikavo, kaip tipinj ekstraktui uogy kvapa, ir tik paskutinigja tyrimo diena, 15%
vetintojy iSskyré riigSties kvapa aromate, kai tuo tarpu kontroliniame méginyje RC, juslinés
analizés dalyviai riigsties kvapa identifikavo 5 tyrimo dieng, o sugedusios mésos kvapa — 13 dieng
(50% vertintojy). Kvapo intensyvumui Aronia melanocarpa ekstraktas prid¢jimas i meésainius

buvo statistiskai reikSmingas (36 pav., aukstesnis baly skaicius rodo intensyvesnj méginio kvapg).
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36 pav. Tiriamy mésainiy méginiy kvapo intensyvumo jvertinimas
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1.29 Aronijy iSspaudy ekstrakto jtaka bakterijy augimui kiaulienos kumpyje

Sio tyrimo uzduotis — istirti Aronia melanocarpa etanolinio ekstrakto poveikj Listeria
monocytogenes, pienariigsiy ir aerobiniy mezofiliniy bakterijy augimui termiskai apdorotame

kiaulienos kumpyje.

1.29.1Ekstrakto poveikis Listeria monocytogenes bakterijy augimui kiaulienos

kumpyje

Aronia melanocarpa iSpaudy etanolinis ekstraktas patogenines Listeria monocytogenes
bakterijas veiké bakteriostatiSkai iki 15 tyrimo dienos ir prailgino bakterijy prisitaikymo (lag) faze¢
CR (kiaulienos kumpis, inokuliuoti mikroorganizmai ir ekstraktas) méginyje, kurios metu vyksta
nedidelis arba iSvis nevyksta lasteliy dalijimasis. Eksponentiné (log) augimo fazé Siame méginyje
prasidéjo savaite veliau, nei CCI (kiaulienos kumpis ir inokuliuoti mikroorganizmai) bandinyje.
Svarbu paminéti, kad bakterijy skaicius tiriamajame CR méginyje (kiaulienos kumpis, inokuliuoti
mikroorganizmai ir ekstraktas) bei kontroliniame CCI bandinyje (kiaulienos kumpis ir inokuliuoti
mikroorganizmai) susilygino tik 37-38 tyrimo dieng (37 pav. ir 17 lentelé prieduose). Nuo 7 tyrimo
dienos buvo nustatytas statistiSkai patikimas skirtumas vertinant bakterijy skaiciy skirtinguose
méginiuose (16 lentelé prieduose).

I§ kontroliniy méginiy CC (termiskai apdorotas kumpis) ir CCR (termiskai apdorotas kumpis
ir ekstraktas) darytuose s¢jimuose Listeria monocytogenes bakterijy kolonijy neiSaugo, kas
identifikuoja, apie ekstrakto mikrobiologinj Svarumg ir gerai atliktg terminj apdorojima (esant 50
°C temperatirai, i bakterija ztiva (71)). Terminis apdorojimas buvo vykdomas, kol temperartra

gaminio viduje pasieke 72 °C laipsnius.
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37 pav. Listeria monocytogenes augimo grafikas termiskai apdorotame kiaulienos kumpyje.

1.30 Pienartigs§¢iy bakterijy augimo tyrimas kiaulienos kumpyje

Pirmaja tyrimo savaitg¢ pienariigs¢iy bakterijy kolonijy neiSsaugo 1é¢kstelése, kuriose buvo
daryti s¢jimai i§ kontroliniy meéginiy be inokulivoty Listeria monocytogenes bakterijy - CC
(termiSkai apdorotas kumpis) ir CCR (termiskai apdorotas kumpis ir ekstraktas). Nuo antrosios
savaités mikroogranizmy skaic¢ius sparciai did¢jo (38 pav., 17 lentelé prieduose). Pagal Aezquita
ir kt. (2001), pienariigiciy bakterijy buvimas slopina patogeninés Listeria monocytogenes
bakterijos augima (72), taCiau Siame tyrime pienariig§tés bakterijos neslopino Listeria
monocytogenes bakterijy augimo. Lyginant méginius CC (termiSkai apdorotas kumpis) su CCR
(termiskai apdorotas kumpis ir ekstraktas) bei CR (termiskai apdorotas kumpis, ekstraktas,
inokuliuoti mikroorganizmai) su CCI (termiskai apdorotas kumpis, inokuliuoti mikroorganizmai)
ekstrakto pridéjimas neturéjo didelés jtakos pienariig§¢iy bakterijy augimui. Gali bati, kad i§ CR
(termiSkai apdorotas kumpis, ekstraktas ir inokuliuoti mikroorganizmai) ir CCI (termiskai
apdorotas kumpis ir inokuliuoti mikroorganizmai) méginiy darytuose sé¢jimuose, 0 dieng Petri
1eksteléje uzaugo Listeria monocytogenes kolonijos (nes jos gali augti MRS agar terpéje) ir jos

buvo sumaisSytos su pieno riigsties bakterijy kolonijomis.
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38 pav. Pienartigsciy bakterijy augimo grafikas termiskai apdorotame kiaulienos kumpyje

1.30.1 Aerobiniy mezofiliniy bakterijy augimo tyrimas kiaulienos kumpyje

Aerobiniy mezofiliniy bakterijy tyrime yra fiksuojamas bendras mikroogranizmy skaicius.
D¢l atlikto terminio apdorojimo, kontroliniuose méginiuose CC (kumpis) ir CCR (kumpis ir
ekstraktas), pirmaja savait¢ nebuvo uzfiksuotas Zymus mikroogranizmy augimas. Antraja savaitg
Siuose bandiniuose bakterijos pradéjo sparciai daugintis. Tiriamajame méginyje CR (kumpis,
ekstraktas ir inokuliuotos bakterijos) bei kontroliniame mikroogranizmy méginyje CCI (kumpis,
inokuliuoti mikroorganizmai) matomas statistiSkai patikimas skirtumas iki 34 tyrimo dienos —
ekstraktas veiké bakteriostatiSkai. Svarbu paminéti, kad kontroliniame mikroorganizmy méginyje
CCI (termiskai apdorotas kumpis, inokuliuoti mikroorganizmai) bakterijy skai¢ius buvo zenkliai
didesnis nei tiriamajame meéginyje CR — didziausias skirtumas tarp mikroorganizmy skaiciaus
méginiuose buvo uzfiksuotas 22 tyrimo dieng. CR méginyje bakterijy buvo net lg 2,92 ksv/g
maziau nei CCI bandinyje (38 pav., 18 lentel¢ prieduose). Lyginant kontrolinius CC (kumpis) ir
CCR (kumpis ir ekstraktas) méginius, nustatyta, kad abu méginiai sugedo 15 tyrimo dieng —
ekstrakto priedas neturé¢jo reikSmingos jtakos galiojimo laikui (pagal Lietuvos higienos normg HN
26:2006 ,,Maisto produkty mikrobiologiniai kriterijai®, termiskai apdorotuose mésos gaminiuose

bendras leistinas bakterijy skai€ius yra iki 10000 ksv/g).
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38 pav. Aerobiniy mezofiliniy bakterijy augimo grafikas termiSkai apdorotame kiaulienos kumpyje.

1.30.2Fizikocheminiai termiskai apdoroto kumpio rodikliai

Fizikocheminiai termiskai apdoroto kumpio tyrimai buvo daromi su tais méginiais, kurie
nebuvo inokuliuoti bakterijomis — CC (termiskai apdorotas kiaulienos kumpis) ir CCR (termiskai
apdorotas kiaulienos kumpis ir ekstraktas). Kaip matoma i8 rezultaty (11 lentel¢) ekstrakto priedas
tur¢jo statistiSkai patikimg poveikj vandenilio jony koncentracijai (pH), vandens aktyvumui ir
spalvai (L*, a* ir b*) tiriamuosiuose méginiuose.

TermiSkai apdoroto kumpio meéginiuose su ekstraktu nustatyta mazesné vandenilio jony
koncentracija nei kontroliniuose kumpio meéginiuose be ekstrakto. Vandens aktyvumui ekstraktas
taip pat neturéjo labai didelés jtakos. Svarbu paminéti, kad spalvos poky¢iui Aronia melanocarpa
etanolinis ekstratas tur¢jo statistiskai patikima pokytj visos spalvos charakteristikoms (11 lentel¢,

42 pav.).
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11 lentelé. Fizikocheminés CC ir CCR méginiu savybés tyrimo metu

Diena | Méginys pH aw Spalvos charakteristikos
L* a* b*
Diena | CC 5,95+0,2°" 0,980+0,001° | 91,8745,74° | 6,41+1,17¢ 9,53+0,77°
0 CCR 5,93+0,05°¢ | 0,978+0,002*® | 58,45+1,26° | 11,05+0,93° | (-5,36)%0,39°
Diena | CC 6,1+0,03" 0,981+0,002% | 62,93+3° 5,01+0,82° 9,09+0,63%
7 CCR 5,66+0,05° | 0,98+0,001% | 41,50+2,83* | 7,65%0,71° (-0,92)+0,16"
Diena | CC 6,08+0,05° | 0,981%0,001®® | 64,95+3,21* | 3,16%0,77° 9,12+0,67°
15 | cer 5,96+0,01°¢ | 0,98+0,001% | 43,3+3,22° 6,95+0,92° (-0,87)%0,36"
Diena | CC 6,06+0,01° | 0,980+0° 63,28+2,45° | 5,33+0,63" 8,74+0,91%
22 [ ccr 5,96+0,01¢ | 0,978+0,002° | 44,63+2,62° | 6,88+0,68° (-0,5)£0,42°
Diena | CC 6,03+0,01® | 0,981+0,003®® | 64,82+2,66° | 4,33+1,05° 9,96+0,96"
27 | ccr 5,91#0,01° | 0,978+0,002** | 43,11#3,88° | 7,34+0,84° (-0,71)%0,59°
Diena | CC 6,01+0,03® | 0,983+0,001° | 63,65+2,39° | 5,15+0,81° 8,03+0,63%
32 [ ccr 5,880,01°® | 0,981+0,001 | 42,96%4,12° | 7,27+0,68° (-0,93)%0,53"
Diena | CC 6,04+0,02®° | 0,981+0,001®® | 63,13+2,69° | 5,04+1,30° 8,07+0,87%
36 | ccr 5,93+0,01°¢ | 0,983+0,001°¢ | 43,49+3,78* | 7,08+0,66° (-0,86)+0,43"
Diena | CC 6,06£0,01®* | 0,981+0,001*° | 63,9942,83% | 4,440,42° 7,77+0,6°
40 | ccr 5,81+0,09° | 0,983+0,002¢ | 43,48+2,66° | 7,27+0,56° (-0,74)%0,39°

* statistiné analizé atlikta lyginant vieng pozymj skirtinguoses méginiuose tyrimo metu.

39 pav. Termiskai apdoroto kumpio méginiy pavyzdziai — CC (kumpis), kumpis su spanguoliy ekstraktu,
CCR (kumpis ir aronijy ekstraktas)

Drégmés, riebaly ir baltymy kiekis buvo nustatytas 0 tyrimo dieng. Etanolinis aronijy
iSspaudy ekstraktas tur¢jo statistiskai patikimg pokyti visiems trims rodikliams (12 lentel¢).
Pagal Stuart ir kt. (1990), baltymy ir riebaly buvimas gaminyje skatina bakterijy augima

(73), nes mikroorganizmai juos naudoja energijai gauti, o pagal Thompson (2017), didesnis
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drégmés kiekis gaminyje skatina bakterijy augimg. Tiriamajame bandinyje CCR buvo nustatytas
didesnis kiekis baltymy bei riebaly, nei kontroliniame CC — kas galbiit gal¢jo skatinti pienariig§¢iy
ir anaerobiniy mezofiliniy bakterijy dauginimasi. Taciau kontroliniame méginyje buvo geresné

terpé mikroogranizmy dauginimuisi, nes jame buvo daugiau drégmés.

12 lentelé. CC ir CCR méginiy drégmés, riebaly ir baltymy kiekiai 0 tyrimo diena, %

Méginys Drégmeés kiekis Riebaly kiekis Baltymuy kiekis
cC 76,67° 1,77° 17,43
CCR 72,9° 4,52 18,72°

* statistiné analizé atlikta lyginant skirtingus méginius.

1.30.3Jusliné termiskai apdoroto kumpio analize

Juodavaisiy aronijy ekstraktas turéjo statistiskai reikSminga pokytj méginio CCR (termiskai
apdorotas kumpis, ekstraktas) homogeniSkumui ir spalvos intensyvumui lyginant jj su kontroliniu
méginiu CC (termiskai apdorotas kumpis),(13 lentelé). Juslinés analizés dalyviai bandinj su

ekstraktu jvardino kaip tamsiai violetinés spalvos.

13 lentelé. Juslingje analizije vertinty termiSkai apdoroto kumpio méginiy savybeés

Meéginys | Homogenis | PavirSiaus Spalvos Spalvos Kvapo Skonio Sultingumas
-kumas drégmé | intensyvumas | praradimas |intensyvumas [intensyvumas
cC 3.820.83" | 2.3240.84 | 2.44+0.79° 1.5+1.21° 3.09+0.99° 3.6210.89° 3.324+0.77°
a
CCR 3+1.13° 2.37+1° 4.05+1.07° 1.45+1.12° 3.2240.8* 3.3440.83? 3.14+0,84?

* statistiné analizé atlikta lyginat tq patj poZymj skirtinguose méginiuose.
Einant tyrimo laikui, spalvos praradimas, kvapo intensyvumas ir sultingumas méginiuose

keitési - nustatytas statistiSkai reikSmingas pokytis (14 lentel¢).
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14 lentelé. Juslingje analizéje vertinty termiSkai apdoroto kumpio meéginiy savybiy kitimas tyrimo metu

Méginys/diena 0 15 27 36 40
Homogeniskumas 3.56+1.26%" 3.71+1.33° 3.27+1.19° 3.16+1.09° 3.25+0.77°
PavirSiaus drégmé 2.125+0.88° 2.07+0.82° 2.45+1.12° 2.58+0.99° 2.56+0.81?

Spalvos intensyvumas 3.43+1.2° 3.42+1.22° 3.5+£1.35° 3.16+1.33° 2.81+1.16°
Spalvos praradimas 0+0° 1.64+0.74° 1.45+0.82° 2+0.95 2.43+0.96°
Kvapo intensyvumas 3.56+0.81° 2.85+0.77° | 3.36+1.12°® | 3.08+0.66®® | 2.93+0.99°
Skonio intensyvumas 3.37+0.95° 3.64+0.84° 3.81+0.60° 3.25+1.05° 3.37+0.8°

Sultingumas 3.4310.81° 3.5740.64° 3+0.89% 3.25+0.86%" 2.87+071°

* statistiné analizé atlikta lyginant tq patj pozymj tyrimo metu.

Lyginant tiriamojo méginio CCR (termiskai apdorotas kiaulienos kumpis, ekstraktas) ir

kontrolinio méginio CC (termiskai apdorotas kumpis), matoma (pav. 40) kad juslinés analizés vertintojai

aukStesniu balu jvertino kontrolinj méginj — nustatytas statistiskai reikSmingas skirtumas.
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Trukmé, dienomis

40 pav. Tiriamy termiskai apdoroto kumpio méginiy homogeniskumo jvertinimas

ISsiskyrusiai drégmei pavirSiuje aronijy ekstrakto pridéjimas turéjo jtakos - pirmosiosmis

trimis savaitémis tiriamojo méginio ji buvo mazesné nei kontrolinio ir tada pradéjo didéti (41 pav.).

Taip gali biiti, nes drégmés kiekis CRR méginyje buvo mazesnis, kas identifikuoja mazesni kieki

suristo vandens gaminyje.
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41 pav. Tiriamy termiskai apdoroto kumpio méginiy iSsiskyrusios drégmés jvertinimas

Juslinés analizés dalyviai intensyvesnés spalvos méginiu jvardino tiriamajj bandinj CCR.
Lyginant CCR ir CC méginius, uzfiksuotas statistiskai reikSmingas skirtumas. 0 tyrimo dieng vertintojai
gaminj su ekstraktu jvardino kaip tamsiai violetinés spalvos. Kaip matoma i§ 42 pav., vertintojy

nuomone tiriamojo méginio spalvos intensyvumas buvo didziausias 27 tyrimo dieng.

mCC
0 15 27 36 40

Trukme, dienomis
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42 pav. Tiriamy termiskai apdoroto kumpio méginiy spalvos intensyvumo jvertinimas

Spalvos praradimas tiriamajame méginyje CCR uzfiksuotas tik 36 dieng (taip mané 15 %
juslinés analizés vertintojy), o paskutinigja tyrimo dieng Siame méginyje spalvos praradima
ivardino jau 37,5% dalyviy. Kaip tuo tarpu kontroliniame méginyje CC, 36 dieng net 40%
vertintojy nuomone méginys buvo praradgs spalva. Spalvos praradimas viso tyrimo metu buvo

statistiSkai reikSmingas.
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43 pav. Tiriamy termiskai apdoroto kumpio méginiy spalvos praradimo jvertinimas

Trukme, dienomis

Aronia melanocarpa etanolinio ekstrakto prid¢jimas | gaminj turéjo reikSmingos jtakos
kvapo intensyvumui tyrimo metu. 0 tyrimo dieng, 100% juslinés analizés vertintojy kontrolinio méginio
CC kvapa jvertino, kaip tipiska termiskai apdoroto kumpio kvapa, 27 tyrimo dieng nustatytas aromato
pokytis, kaip turintis riigSties kvapa, o 36 ir 40 dieng 15% juslinés analizés dalyviy gaminio kvapa
ivardino kaip sugedusj. Tiriamojo méginio CCR kvapas 0 dieng vertintojams asocijavosi su aronijy uogy

(50%), mésos (20%) ir vyno (30%) aromatu. 15 dieng 10% vertintojy uzuodé vynuogiy kvapa, o 36 ir

mCC
mCCR

0 Trukmé, dienomis

40 dienomis — ruigsties (44 pav.)

0 15 27 36 4

44 pav. Tiriamy termiskai apdoroto kumpio méginiy kvapo intensyvumo jvertinimas
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Juodavaisiy aronijy priedas i méginius neturéjo statistiSkai reikSmingo pokycio lyginat
CCR ir CC méginius tarpusavyje. Kontroliniame CC meéginyje, juslinés analizés vertintojai skonj
jvardino, kaip tipiska termiskai apdoroto kumpio skonj ir tik paskutiniajg tyrimo dieng iSskyreé atsiradusj
rugsty skoni (30% dalyviy). Tiriamojo méginio skonj dalyviai jvardino kaip panaSy i uogy (25%
vertintojy), vyna bei vynuoges (50%) ar tiesiog rugsty (25%). Kaip matoma i$ 6 pav., juslinés analizés
vertintojai kontrolinio méginio CC skonj jvertino aukStesniu balu ( ai rodo intensyvesnj skonj) visomis

dienomis, i$skyrus paskutingjg 40 tyrimo dieng (45 pav.).

mCC
mCCR
0 15 27 36

40 Trukmé, dienomis

SN

w
o 1w s wm

o =
o U

Vertintojy suteiktas baly skaiciius
N

45 pav. Tiriamy termiskai apdoroto kumpio méginiy skonio intensyvumo jvertinima
Aronia melanocarpa etanolinio ekstrakto priedas turéjo statistiSkai reikSminga pokyti
sultingumui tyrimo metu. Juslinés analizés vertintojai aukstesniu balu jvertinu (sultingesniu méginiu)

kontrolinj bandini CC (46 pav.) Tam galéjo turéti jtakos Sio méginio didesnis vandens aktyvumas bei

mCC
m CCR
0 15 27 36 4

0 Trukmé, dienomis
46 pav. Tiriamy termiskai apdoroto kumpio méginiy sultingumo jvertinimas

drégmés kiekis (11 lentele).

P

w

=

Vertintojy suteiktas baly skaicius
o N
o Uk, 1oL w L s LW,
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ISVADOS

1. Tyrimy metu nustatyta, kad juodavaisiy aronijy (Aronia melanocarpa) i$spaudy
ekstrakty poveikis prie$ patogenines (Listeria monocytogenes ir Campylobacter jejuni), gedima
sukeliancias (Brochothrix thermosphacta ir Pseudomonas putida) bei pieno rigsties (Leuconostoc
mesenteroides ir Weissella viridescens) bakterijas buvo baktericidinis esant 6,6% ekstrakty
koncentracijoms ir pradiniam mikroogranizmy skai¢iui 10* ksv/ml bei 10® ksv/ml tiriamuosiuose
meéginivose. Kitos ekstrakty koncentracijos veiké bakteriostatiSkai, iSskyrus pieno riigsties
bakterijas — 0,83% ir 0,42% ekstrakty koncentracijos skatino jy augimg. Geresnis bakterijy augima
slopinantis poveikis buvo etanolinio ekstrakto lyginant su vandeniniu ekstraktu.

2. Atlikti tyrimai parodé, kad méginiuose buvus 10* ksv/ml Listeria monocytogenes
bakterijy skaiCiui, ektsraktui taikytas terminis apdorojimas neturéjo statistitiSkai reikSmingo
skirtumo. Taciau nustatyta, kad pakaitinus ekstrakta antimikrobinis poveikis reikSmingai skiriasi
priklausomai nuo jo prie$ Listeria monocytogenes, kai jy pradinis skai¢ius méginiuose buvo 103
ksv/ml.

3. Nustatyta, kad Aronia melanocarpa etanolinio ekstrakto poveikis Listeria
monocytogenes, Brochotrix thermospacta, Pseudomonas putida ir aerobiniy mezofiliniy bakterijy
augimui mesos istraukoje buvo bakteriostatinis. Tirlamuosiuose méginiuose su juodavaisiy aronijy
etanolinio ekstrakto priedu aptikta Brochotrix thermospacta ir Pseudomonas putida gyvybingy
bakterijy maziau nei kontroliniame méginyje po 7 pary, atitinkamai lg 3,93 ir 5,25 ksv/g, o po 16
pary, Listeria monocytogenes ir aerobiniy mezofiliniy bakterijy ,atitinkamai 1g 2,73 ir 5,62 ksv/ml.

4. Gauti tyrimy rezultati parod¢, Aronia melanocarpa etanolinio ekstrakto poveikis
Listeria monocytogenes, Brochotrix thermospacta ir Pseudomonas putida bakterijy augimui
kiaulienos mésainiuose buvo bakteriostatiskas viso tyrimo metu, o pienariig§téms ir aecorobinéms
mezofilinéms bakterijoms —nuo 7 tyrimo dienos. Tyrimo pabaigoje nustatytas L. monocytoges, B.
thermosphacta ir P. putida skaiCius atitinkamai buvo lg 1,87, 1g 4,03, 1g 4,49 ksv/g.

5. Tyrimy metu nustatyta, kad Aronia melanocarpa etanolinis ekstrakts patogenines
Listeria monocytogenes bakterijas termiskai apdorotame kumpyje veiké bakteriostatiskai iki 15
tyrimo dienos ir prailgino bakterijy prisitaikymo (lag) faz¢ 1 savaite. Aerobinéms mezofilinéms
bakterijoms bakteriostatinis poveikis buvo iki 34 tyrimo dienos — didZiausias bakterijy skirtumas
tirlamajame ir kontroliniame mikroorganizmy méginyje buvo uZzfiksuotas 22 tyrimo dieng — 1g
2,92 ksv/g.

Remiantis gautais rezultatais, galima teigti, kad aronijy iSspaudy etanolinio ekstrakto 2%

koncentracijos priedas kiaulienos mésainiuose bei termisSkai apdorotame kumpyje turi
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bakteriostatiskg poveikj visoms tirtoms bakterijoms ir gali prailginti mésainiy galiojimo laikg 5

dienomis bei taip pagerinti mésos pusgaminiy ir gaminiy saugg.
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PRIEDAI

1 lentelé. Ekstrakty antibakterinis proveikis prie§ Campylobacter jejuni bakterijas

Bakterijy skaicius/ml, 1074

Bakterijy skaicius/ml, 1078

Kontrolé ber+8,2154 8,118
Etanolinis ekstraktas, 0.42% 47,635% 7,6"
Etanolinis ekstraktas, 0.83% 25,624 42,548
Etanolinis ekstraktas, 1,65% Mo Mo
Etanolinis ekstraktas, 3,33% 20 20
Etanolinis ekstraktas, 6,6% 20 20
Vandeninis ekstraktas, 0.42% 47,96 7,748
Vandeninis ekstraktas, 0.83% 7,954 e7,39%
Vandeninis ekstraktas, 1,65% p0,874 4,978
Vandeninis ekstraktas, 3,33% Mo 0%
Vandeninis ekstraktas, 6,6% 20 20

*statistine analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui
** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui

2 lentelé. Antibakterinis proveikis pries Brohotrix thermosphacta

Bakterijy skaicius/ml,

Bakterijy skaicius/ml,

10”74 1018

Kontrolé ¢+88,05"" 8,40758
Etanolinis ekstraktas, 0.42% 47,945* 7,264~
Etanolinis ekstraktas, 0.83% 47,95758 b3,98"
Etanolinis ekstraktas, 1,65% 6,98* 7,465
Etanolinis ekstraktas, 3,33% Mo 8,29258
Etanolinis ekstraktas, 6,6% 20 20
Vandeninis ekstraktas, 0.42% 48,164 7,7875%
Vandeninis ekstraktas, 0.83% 48,195* 7,40667*
Vandeninis ekstraktas, 1,65% p4,15% 4,475
Vandeninis ekstraktas, 3,33% 20 20
Vandeninis ekstraktas, 6,6% 20 20

*statistine analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui
** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui




3 lentelé. Antibakterinis poveikis pries Pseudomonas putida

Bakterijy skaicius/ml, 1074

Bakterijy skaicius/ml, 1078

Kontrole Bo+7,9175 8,74667°
Etanolinis ekstraktas, 0.42% 48,465* 8,2725%
Etanolinis ekstraktas, 0.83% Mo 46,0258
Etanolinis ekstraktas, 1,65% Mo 4,98
Etanolinis ekstraktas, 3,33% 20 20
Etanolinis ekstraktas, 6,6% 20 20
Vandeninis ekstraktas, 0.42% 18,2425 8,738
Vandeninis ekstraktas, 0.83% 8,225 8,1425%
Vandeninis ekstraktas, 1,65% 7,774 8,558
Vandeninis ekstraktas, 3,33% Mo p2,768
Vandeninis ekstraktas, 6,6% 20 20

*statistine analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui
** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui

4 lentelé. Antibakterinis poveikis prie§ Weisella viridescens

Bakterijy skaicius/ml, 1074

Bakterijy skaicius/ml, 1078

Kontrolé ¢++9,20333% bc8,59"
Etanolinis ekstraktas, 0.42% 48,8075 8,825
Etanolinis ekstraktas, 0.83% 48,7575 8,76*
Etanolinis ekstraktas, 1,65% 8,345 abc8,5375
Etanolinis ekstraktas, 3,33% b7,526674 ab8,065"
Etanolinis ekstraktas, 6,6% 24,03% a7,95758
Vandeninis ekstraktas, 0.42% 48,6975 9,03258
Vandeninis ekstraktas, 0.83% 48,8725 9,17667°
Vandeninis ekstraktas, 1,65% 48,726674 9,055
Vandeninis ekstraktas, 3,33% 48,6675 8,78*
Vandeninis ekstraktas, 6,6% be/, 7724 8,8158

*statistine analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui
** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui




5 lentelé. Antibakterinis poveikis pries Leuconostoc mesenteroides

Bakterijy skaicius/ml, 1074

Bakterijy skaicius/ml, 1078

Kontrolé e++9,2575%" ab7,85%
Etanolinis ekstraktas, 0.42% bed8,858 beS,0244
Etanolinis ekstraktas, 0.83% bed8,85758 7,65
Etanolinis ekstraktas, 1,65% bed8,70758 an7,86833*
Etanolinis ekstraktas, 3,33% 28,434 48,485*
Etanolinis ekstraktas, 6,6% ab8,61758 a7,60333%
Vandeninis ekstraktas, 0.42% bed8,87258 8,174
Vandeninis ekstraktas, 0.83% 48,9558 8,294
Vandeninis ekstraktas, 1,65% «8,92758 «8,205*
Vandeninis ekstraktas, 3,33% 48,96258 «8,215*
Vandeninis ekstraktas, 6,6% abc8,66258 48,404*

*statistine analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui
** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui

6 lentelé. Termiskai apdoroto etanolinio ekstrakto poveikis prie$ Listeria monocytogenes

Bakterijy skaicius/ml, 1074 Bakterijy skaicius/ml, 1018
Kontrolé p+8, 74~ 8,6325*
Etanolis ekstraktas 1,65% HT 0% b5,51667°8
Etanolis ekstraktas 1.65% WHT .0,305* v4,8058
Etanolis ekstraktas 2% HT 0% 0,258
Etanolis ekstraktas 2% WHT 20 20

*statistiné analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui
** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui




7 lentelé. Listeria momocytogenes bakterijy skaicius mésos istraukoje, 1g KVS/ml

Diena
Meéginys 0 2 4 7 16
C 0 0 0 0 0
Cl p++3,48~" b3,948 b5,3" b4,95° b4, 6°
CR 0 0 0 0 0
R 2,78 23,078 23,058 a2,6A8 1,874

*statistine analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui

** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui

8 lentele. Brochothrix thermosphacta bakterijy skai¢iaus mésos istraukoje, Ig KVS/ml

Diena
Meéginys 0 2 4 7 16
C predh, 734" b6,67° b7,35¢ b7,76° b7,31¢
Cl b4, 84" v6,62° b7,41¢ b7,72¢ b7,66°
CR 0 0 0 0 0
R a2,78" 23,248 a3,56°%¢ 23,79 24,03°

*statistine analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui

** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui

9 lentelé. Pseudomonas putida bakterijy skaic¢iaus mésos istraukoje, Ilg KVS/ml

Diena
Meéginys 0 2 4 7 16
C p+3,514" 4,698 6,33¢ 7,98° 8,64F
Cl b3,58% 45,06° 6,41°¢ 8,01° b3,21°
CR 0% 0% 0° b4, 58 4,458
R b3,548 b3,15%8 b2,7% a2,76% 4,49¢

*statistine analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui

** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui




10 lentelé. Aerobinés mezofilinés bakterijos bakterijy skaiciaus mésos istraukoje, Ig KVS/ml

Diena
Meéginys 0 2 4 7 16
C *+5,73% 6,42% 6,628 8,97¢ 7,438
cl 5,56" 47,448 7,698 8,96¢ 8,078
CR 0% 0% 0% b3,838 b3,978
R b4,118 b3,988 b3,948 23,938 22,454

*statistine analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui
** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui

11 lentelé Listeria monocytogenes bakterijy augimas kiaulienos mésainiuose, 1g KVS/g

Diena
Meéginys 0 2 5 7 9 13 16
RC
RCI 23,13 b3,36" b3,998 bd,66¢ b5,68° b6,27¢ b6,54F
RCR
RR 3,117 1,88% 22,0278 2,39% 2,124 2,39% 2,217
*statistine analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui
** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui
12 lentelé Brochothrix thermosphacta bakterijy augimas kiaulienos mésainiuose, g KVS/g
Diena
Meéginys 0 2 5 7 9 13 16
RC 228 b3,328 b4,09¢ 5,26° 6,1F b6,64" 6,78
RCI b2,33* b2,24"8 b2,828¢ b3,02¢ 2,07° b3,32° 2,968
RCR b3,14* 23,6278 a3,92A8¢ a4,4378¢ a5,73% 26,185¢ b6,97¢
RR 2" a2,15% a2,65% 2,64 b2,21% 3,16* 23,87%

*statistine analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui
** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui




13 lentelé. Pseudomonas putida bakterijy augimas kiaulienos mésainiuose, lg KVS/g

Diena
Meéginys 0 2 5 7 9 13 16
RC 23,76 b3,98* b4, 2% v4,938 b6,29¢ 47,06° b7,04°
RCI a3,8% b3,83* bd,04* vd,778 b6,16¢ 6,7 b7,11°
RCR 23,68 a3,198¢ 22,9378 a3,338¢ 2,53% b3,56¢ a4,15P
RR a3,428¢ 2,93% 23,148 a3,14% a2,8% 23,024 a3,75¢
*statistine analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui
** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui
14 lentelé. Pieno rigsties bakterijy augimas kiaulienos mésainiuose, 1g KVS/g
Diena
Meéginys 0 2 5 7 9 13 16
RC 23,452 3,75% 23,97% be5,24° 7,33¢ 9P p4°
RCI a3,48% a3,74* 3,728 5,648 7,28°¢ 8,68 b9,55F
RCR 3,317 23,424 4,188 ad, 7€ a5,12° a5,93F 26,82F
RR 3,34 3,514 4,148 4,298 b5,64¢ b6,41° 26,52°
*statistine analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui
** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui
15 lentelé. Aerobiniy mezofiliniy bakterijy augimas kiaulienos mésainiuose, lg KVS/g
Diena
Meéginys 0 2 5 7 9 13 16
RC 23,98~ b5,078 b5,87¢ b7,5° b9,2f b10,55F b10,59F
RCI b5,01* b5,13* b6,028 b7,12¢ b3,8° b10,18F b10,73F
RCR 4,39% b4,9978 25,38 4,28% 25,818 a7,83¢ 28,25¢
RR 4,358 4,05% 25,268 25,218 26,54¢ a7,32¢ 28,37°

*statistine analizé tarp méginiy su tuo pacio ekstrakto esant skirtingam bakterijy skaiciui

** statistine analizé tarp méginiy su skirtingais ekstraktais esant tam paciam bakterijy skaiciui




16 lentelé. Listeria monocytogenes bakterijy augimas termiskai apdorotame kumpyje, Ig KVS/g

Dienos
Meéginys 0 7 15 22 27 32 36 40
CcC
CCl 2,984 b3,698 b5,42¢ b3,26" a7,35° 28,48F 28,53F 28,56F
CCR
CR a3,29% a2,85% 2,97% 25,288 a7,15¢ a7,958¢ 28,33¢ b9,08°
*Statistiné to paties méginio analizé skirtingomis tyrimo dienomis.
**Statistiné skirting meginiy analizé tq pacia dienq.
17 lentelé. Pieno rigsties bakterijy augimas termiskai apdorotame kumpyje, g KVS/g
Dienos
Meéginys 0 7 15 22 27 32 36 40
cc 208" 0% 23,818 24,548 26,12¢ 25,68¢ 24,38 23,888
CCl b0* b0* v4,388 b6,44¢ b6,87¢ v6,47° 4,3° 3,88¢
CCR a3,15% 3,324 ab5,13B b6,66¢ an7,22¢ 28,22¢ b8,11¢ 7,24¢
CR b3,2% 3,724 abdh, 548 b6,08¢ b7,15° v7,45P 8,68F b5,49¢

* Statistiné to paties méginio analizé skirtingomis tyrimo dienomis.

**Statistiné skirting meginiy analizé tq pacia dienq.

18 lentelé. Aerobinés mezofilinés bakterijy augimas termiskai apdorotame kumpyje, Ig KVS/g

Dienos
Méginys 0 7 15 22 27 32 36 40
cC 20A" 0° 4,438¢ 4,378 ab6,86F 25,18 25,12¢P 25,11°
ccl p4,05% | (3,69* b6,598 49,17°¢ b9,228 410,14F 8,1¢ b8,79P
CCR 0° 0° 4,218 b5,09¢ 26,5P b6,8° b6,65° p9,128
CR b4, 14 b2,858 4,72¢ 6,25° b7,38F 8,76F 8,68F 10,036

* Statistiné to paties méginio analizé skirtingomis tyrimo dienomis.

**Statistiné skirting meginiy analizé tq pacia dienq.




